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Zusammenfassung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen Hydrogenasen, das sind komplexe Enzyme, welche die
reversible Oxidation von H, zu Protonen und Elektronen katalysieren. Der Modellorganismus
Ralstonia eutropha besitzt drei gut charakterisierte Hydrogenasen, die der [NiFe]-Klasse angehoren.
Diese Enzyme erlauben dem Organismus das Wachstum unter chemolithoautotrophen Bedingungen.
Ihr aktives Zentrum besteht aus einer komplexen prosthetischen Gruppe, welche aus einem Nickel-
und einem Eisenatom besteht. Letzteres koordiniert drei diatomare Liganden, zwei Cyanide und ein
CO. Die Synthese der gesamten Ni(SR),(1-SR),Fe(CN),(CO)-Gruppe ist ein komplexer Prozess.
Dieser Maturationsprozess benotigt wenigstens sechs akzessorische Proteine, die sogenannten Hyp-
Proteine. Die vorliegende Arbeit untersucht diese Maturation, insbesondere die Synthese des
Carbonylliganden, auf molekularbiologischer Ebene.

In dieser Studie konnte - in Kombination mit infrarotspektroskopischen Analysen - erstmalig der
Beweis erbracht werden, dass die gesamte Fe(CN),(CO)-Gruppe als komplette Einheit auf einem
intermedidren Komplex aus den Geriistproteinen HypC und HypD zusammengebaut wird. Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass die Reihenfolge, in der die Liganden an das Eisen in diesem
Komplex binden, in vivo determiniert ist. So ist die Synthese der CN'-Liganden Voraussetzung fiir
die nachfolgende Ligandierung mit CO. Somit liefert diese Studie auch wichtige Impulse fiir kiinftige
synthetische, eisenbasierte H,-Katalysatoren.

Daneben konnte mittels Isotopenmarkierung nachgewiesen werden, dass die Synthese des
Carbonylliganden eine metabolische Leistung des jeweiligen Wirtsorganismus ist. Gleichzeitig
konnte die Konzentration des CO-Liganden durch '*CO-Titration quantifiziert werden. Mit Hilfe
eines neu entwickelten Systems zur selektiven Eliminierung von Gasen konnte dariiber hinaus
festgestellt werden, dass es mehrere Synthesewege flir den CO-Liganden geben muss.

Auf der Suche nach konkreten CO-produzierenden Reaktionen wurde zundchst HypX, ein
akzessorisches Protein mit bisher unbekannter Funktion, identifiziert. Bereits im Vorfeld dieser
Studie war bekannt, dass HypX fiir die Sauerstofftoleranz der Reifung wichtig ist. Hier konnte
gezeigt werden, dass HypX fiir die effektive Biosynthese des Carbonylliganden unter aeroben
Bedingungen erforderlich ist. Mittels Isotopenmarkierung konnte in Mutanten, die ihren C;-
Metabolismus nur durch extern appliziertes Glycin auffiillen konnen, gezeigt werden, dass die
Formylgruppe von N'’-Formyl-Tetrahydrofolat (10-FTHF) zu CO dehydratisiert wird, wobei
Formylsdure als Zwischenprodukt postuliert wird. Weitere AypX-Homologe konnten auch in
Organismen identifiziert werden, welche keine Hydrogenasen besitzen. Dies verweist auf eine
globale Bedeutung dieser Genfamilie im Rahmen des C;-Metabolismus von Prokaryoten und
niederen Eukaryoten.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen zudem, dass es ein Netzwerk von CO-Quellen gibt, die —
zusitzlich zu HypX - an der CO-Synthese beteiligt sind. Als erster konkreter Kandidat fiir diese
basale CO-Synthese wurde in Ralstonia eutropha ein Operon identifiziert, welches als CO-
Dehydrogenase (CODH) annotiert wurde. Die hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigen jedoch,
dass es sich nicht um eine CODH handeln kann. Vielmehr handelt es sich um ein Enzym aus der
Familie der Mo-Hydroxylasen, zu der auch die CODHs gehoéren. Durch Titrationsexperimente mit
CO konnte nachgewiesen werden, dass dieses Enzym an der CO-Synthese beteiligt ist, wobei das
entsprechende Substrat noch unbekannt ist.
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Einleitung

1 Einleitung

Molekularer Wasserstoff besteht aus zwei Wasseratomen und ist ein farbloses, ungiftiges,
brennbares Gas. Entdeckt wurde der Wasserstoff im Jahre 1766 von dem englischen Chemiker
Henry Cavendish (Schwenk 1998). In jlingerer Vergangenheit wurde Wasserstoff als
Energietriger bzw. Energiespeicher ein enormes dffentliches Interesse zuteil.

Bei der Oxidation von Wasserstoff mit Sauerstoff als terminalem Elektronenakzeptor
entstechen grofe Mengen freier Energie (4G” =-237.4 kJ+mol™"). Dabei entstehen keine
schiadlichen Nebenprodukte wie bei der Verbrennung von z. B. Kohlenwasserstoffen (fossile
Brennstoffe) oder wie bei der Verwendung von Kernbrennstoffen.

Zur kommerziellen Herstellung von Wasserstoff gibt es gegenwirtig im Wesentlichen zwei
Verfahren. Bei der Dampfreformation reagieren Kohlenwasserstoffe mit Wasser, bei der
partiellen Oxidation reagiert Erdgas mit Sauerstoff (Héussinger, Lohmiiller et al. 2000). Das
Endprodukt beider Synthesen ist das sogenannte Synthesegas, eine Mischung aus Wasserstoff
und Kohlenmonoxid. Diese Art der Wasserstoffgewinnung hat allerdings enorme Nachteile.
Zum einen geht mit ihr immer auch die Produktion von klimaschddlichem Kohlenmonoxid
einher, zum anderen miissen Kohlenmonoxid und Wasserstoff aufwendig getrennt werden, da
CO fiir die meisten Wasserstoftkatalysatoren toxisch ist (Vincent, Cracknell et al. 2005).

Verschiedene physikalische Eigenschaften machen H, zu einer recht stabilen chemischen
Verbindung; (I) H, hat eine sehr hohe Dissoziationsenergie, (II) H» ist komplett unpolar und (III)
H; ist eine dullerst schwache Sdure (Siegbahn, Tye et al. 2007). Aufgrund dieser Eigenschaften
lauft die Wasserstoffspaltung regelmiBig nur mittels eines Katalysators ab. Der beste bekannte
Katalysator fiir Bindung und Spaltung von Wasserstoff ist das Edelmetall Platin (Grove 1839;
Schonbein 1839). Platin ist jedoch so knapp und teuer, dass es nicht fiir den kommerziellen
Einsatz in Massenprodukten geeignet ist. Die Suche nach billigen und reichlich verfiigbaren
Alternativen fiir diese Edelmetallkatalysatoren ist folglich eine der Grundvoraussetzung fiir die
Etablierung einer wasserstoftbasierten Energiewirtschaft. Vorbilder fiir solche alternativen,

preisgiinstigen Katalysatoren sind in der Natur zu finden (Cammack R. 2001).

1.1 Die Bedeutung von Wasserstoff in der biotischen Welt

Neben zu vernachldssigenden anthropogenen Ursachen fiir Wasserstoffentwicklung spielen
vor allem geochemische Prozesse, aber auch biologische Faktoren bei der Bildung und Erhaltung
der atmosphirischen Wasserstoffkonzentration eine wichtige Rolle. Durch geochemische

Prozesse, wie z. B. der sogenannten Serpentinization (engl.) kommt es in den tieferen Schichten
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der Erdkruste zur Bildung grofer Mengen Wasserstoffs (Sleep, Meibom et al. 2004). Diese
gelangen u. a. durch vulkanische Ausgasung in die Erdatmosphire. Neben diesen abiotischen
Ursachen fiir Wasserstoffentwicklung sind als biotischen Ursachen vor allem die
Stickstofffixierung, aber auch anaerobe Gérungsprozesse zu nennen. Wihrend heutzutage der
meiste molekulare Wasserstoff durch mikrobielle Lebensgemeinschaften verbraucht wird und
nur noch geringe Menge in aerobe Habitate bzw. die Atmosphére gelangt (Conrad 1996;
Cammack R. 2001; Vignais und Billoud 2007), kam es in fritheren, prabiotischen Epochen der
Erdgeschichte zu einer Anreicherung von H, auf bis zu 30 % (v/v) in der Atmosphére (Tian,
Toon et al. 2005). Solche Bedingungen in der Atmosphére stellten eine ideale Energiequelle fiir
biologische Prozesse dar. Wegen des dullerst geringen Normalpotentials von Wasserstoff von
2H/H,, E” =-420 mV kann er fiir die Reduktion aller Komponenten der Atmungskette sowie
der meisten anderen Elektronenakzeptoren verwendet werden.

Da Mikroorganismen Energie nur mittelbar in Form von H, nutzen bzw. speichern kdnnen,
muss der Wasserstoff zunédchst oxidiert werden. Die resultierende, freie Energie kann dann in
Form von Reduktionsdquivalenten gespeichert oder die Elektronen in die Atmungskette
eingespeist werden. Uber die Atmungskette wiederum wird ein Protonengradient iiber die
Cytoplasmamembran aufgebaut. Die erzeugte protonenmotorische Kraft treibt ATP-Synthasen
an und generiert so ATP (Mitchell 1961). ATP wiederum treibt eine Vielzahl von biologischen
Prozessen an.

Fiir die biologische Oxidation von H, mussten sich zunéchst Katalysatoren ausbilden, die den
Zellen die Aktivierung von H, ermoglichten. Da Edelmetalle wie Platin zu selten sind, um eine
bedeutende Rolle in der Evolution solcher Enzyme einzunehmen, mussten diese als
Katalysatoren ersetzt werden. Die ,Erfindung“ von Enzymen mit neuartigen katalytischen
Eigenschaften war somit ein notwendiger Schritt zur Nutzbarmachung dieses wertvollen

Energiereservoirs. Diese Enzyme, die in der Lage sind H; zu aktivieren, heilen Hydrogenasen.

1.2 Hydrogenasen — Schliisselenzyme des lithotrophen Lebensstils

Hydrogenasen sind die Schliisselenzyme im Wasserstoffmetabolismus. Der Begriff
,Hydrogenase* wurde erstmals 1931 von M. Stephenson fiir H>-produzierende Enzyme definiert
(Stephenson und Stickland 1931). Mittlerweile sind drei, phylogenetisch nicht verwandte,
Klassen von Hydrogenasen bekannt. Im Allgemeinen katalysieren Hydrogenasen die Oxidation

von H, bzw. die Reduktion von zwei Protonen,

(1) H,<>2e +2H",
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wobei es allerdings signifikante Unterschiede im Reaktionsgleichgewicht zwischen den
verschiedenen Klassen gibt. Die drei Klassen werden anhand der Metall-Kofaktoren in ihren
aktiven Zentren unterschieden. Man kennt [NiFe]-, [FeFe]- und [Fe]-Hydrogenasen (Fontecilla-

Camps, Volbeda et al. 2007; Vignais und Billoud 2007).

1.2.1 [Fe]-Hydrogenasen

Die Klasse der [Fe]-Hydrogenasen, vormals auch eisenfreie Hydrogenasen genannt, wurde in
Methanothermobacter marburgensis entdeckt und charakterisiert (Zirngibl, Van Dongen et al.
1992). Als Ausnahme von der obigen Definition iibertragen [Fe]-Hydrogenasen Hydride von
Wasserstoff auf einen gebundenen Kofaktor, wobei durch die reversible Oxidation von H;
gleichzeitig Methenyl-Tetrahydromethanopterin (Methenyl-HyMPT") zu Methylen-H;MPT und
H; reduziert wird (Vogt, Lyon et al. 2008). Dieser Prozess dient der Eliminierung iiberschiissiger
Reduktionsdquivalente und ist Teil der wasserstoffabhéngigen CO,-Reduktion zu Methan
(Thauer 1998). Bis dato konnten [Fe]-Hydrogenasen nur in einigen Methanogenen identifiziert
werden. Dieser Hydrogenasetyp besteht aus zwei identischen, ca. 38 kDa grof3en Untereinheiten.
Anders als urspriinglich gedacht enthélt auch diese Hydrogenase einen eisenhaltigen Kofaktor,
allerdings keine FeS-Zentren (Zirngibl, Van Dongen et al. 1992; Thauer, Klein et al. 1996).
Mittlerweile konnte die Kristallstruktur der [Fe]-Hydrogenase mit und ohne Kofaktor geldst
werden (Pilak, Mamat et al. 2006; Shima, Pilak ef al. 2008).

1.2.2 [FeFe]-Hydrogenasen

Die zweite Klasse von Hydrogenasen, die [FeFe]-Hydrogenasen, findet man in anaeroben
Prokaryoten, aber auch in einigen niedrigen Eukaryoten (Akhmanova, Voncken et al. 1998; Atta
and Meyer 2000; Voncken, Boxma et al. 2002; Vignais and Billoud 2007). Diese Hydrogenasen
sind damit die Einzigen, die auch in Eukaryoten zu finden sind (Vignais and Billoud 2007).
[FeFe]-Hydrogenasen sind vornehmlich H,-produzierende Hydrogenasen (Produktionsrate:
10.000 s) (Vincent, Parkin et al 2007), ihre primire physiologische Funktion ist die
Freisetzung von {iberschiissigen Reduktionsdquivalenten. [FeFe]-Hydrogenasen besitzen ein
komplexes aktives Zentrum, den sogenannten H-Cluster. Der H-Cluster besteht aus einem
binuklearen [FeFe]-Zentrum, welches tiber ein verbriickendes Cystein an ein [4Fe4S]-Zentrum
gekoppelt ist. Beide Eisenatome sind dariiber hinaus iiber die zwei Schwefelatome und einen
verbriickenden Carbonylliganden miteinander verbunden. Jedes dieser Eisenatome besitzt

iberdies noch jeweils einen CN'-Liganden und einen CO-Liganden.
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1.2.3 [NiFe]-Hydrogenasen

Die vielfdltigste Hydrogenaseklasse ist die Klasse der [NiFe]-Hydrogenasen. Das
Basismodul dieser Enzyme ist ein Heterodimer. Dieses besteht aus einer kleinen (bis zu 30 kDa)
und einer groBBen Untereinheit (ca. 50 - 60 kDa). [NiFe]-Hydrogenasen sind oft mit anderen
Untereinheiten assoziiert und bilden mit diesen multimere Komplexe mit diversen Funktionen.
Wihrend die grof3e Untereinheit das aktive Zentrum beherbergt, sind in der kleinen Untereinheit
bis zu drei [FeS]-Zentren koordiniert. Diese dienen dem reversiblen Elektronentransport auf die
Elektronenakzeptoren (Pinske, Kruger et al. 2011). Die Eisen-Schwefel-Zentren sind zumeist
[4Fe4S]-Zentren (Garcin, Vernede et al. 1999; Valente, Oliveira et al. 2005), allerdings sind
auch modifizierte [3Fe4S]-Zentren (Volbeda, Charon et al. 1995; Fontecilla-Camps, Frey et al.
1997; Rousset, Montet et al. 1998) und auch [4Fe3S]-Zentren (Fritsch, Scheerer et al. 2011;
Goris, Wait et al. 2011; Shomura, Yoon et al. 2011) bekannt.

CyS_S / \ (o] |
Cys—S/ VS \

Cys
Cysy

CO

Abbildung 1-1: Das aktive Zentrum von [NiFe]-Hydrogenasen. Das binukleare Zentrum wird iiber zwei
verbriickenden und zwei endstdndige Thiolliganden (Cysteine) im Protein koordiniert. Das Eisen wird dariiber
hinaus noch durch drei diatomare Liganden koordiniert. Die Cyanidliganden bilden Wasserstoffbriicken mit dem
Proteinriickgrat aus, welche die gesamte prosthetische Gruppe zusitzlich stabilisieren. Die verbriickenden
Thiolgruppen und die CN'-Liganden liegen in einer dquatorialen Ebene. Im Gegensatz dazu liegt der CO-Ligand in
trans-Position zur Koordinierungsstelle des H,-Molekiils (X). Nach Gordon und Kubas (2010).

Das aktive Zentrum besteht aus zwei Ubergangsmetallen, einem Nickel und einem Eisen.
Das Nickel wird tiber insgesamt iiber vier Cystein-Schwefel im Protein gebunden. Wéhrend zwei
dieser Cysteine exklusiv das Nickel koordinieren, dienen die beiden verbriickenden Cysteine
gleichzeitig der Koordinierung des Eisenatoms. Dariliber hinaus koordiniert das Eisen drei
diatomare Liganden, zwei Cyanide (CN") und einen Carbonylliganden (CO), deren Funktion im
Folgenden erklért wird.

Die Klasse der [NiFe]-Hydrogenasen wird traditionell in vier Gruppen unterteilt (Wu und
Mandrand 1993; Vignais, Billoud et al. 2001; Vignais und Billoud 2007); die
membrangebundenen, wasserstoffoxidierenden Hydrogenasen (Bernhard, Schwartz et al. 1996;

Bernhard, Friedrich et al. 2000) (Gruppe 1), die cyanobakteriellen H-oxidierenden (Ludwig,

-4 -



Einleitung

Schulz-Friedrich et al. 2006; Tamagnini, Leitao et al. 2007) und regulatorischen Hydrogenasen
(Lenz, Strack et al. 1997, Lenz und Friedrich 1998; Kleihues, Lenz et al. 2000; Buhrke, Brecht
et al. 2002; Buhrke, Lenz et al. 2004) (Gruppe 2), die bidirektionalen, heteromultimeren,
cytoplasmatischen Hydrogenasen (Schneider und Schlegel 1976; Schwartz, Henne et al. 2003;
Van der Linden, Burgdorf et al. 2004; Burgdorf, van der Linden et al. 2005) (Gruppe 3) und die
H,-produzierenden, membranassoziierten, multimeren Hydrogenasen (Sawers 2005) (Gruppe 4).

Jingst konnte eine fiinfte Gruppe von [NiFe]-Hydrogenasen identifiziert werden. Diese
Gruppe besteht aus — vermutlich 18slichen — hochaffinen Hydrogenasen, die in der Lage sind den
energetischen Grundumsatz des Wirtsorganismus ausschlieBlich durch die Oxidation von
atmosphérischem Wasserstoff zu sichern. Diese Klasse der Hydrogenasen kommt vorzugsweise
in Stdmmen der Actinobacteria, Proteobacteria, Acidobacteria und Chloroflexi vor (Constant,
Chowdhury et al. 2010; Constant, Chowdhury et al. 2011).

Mittlerweile existiert eine Vielzahl von Kristallstrukturen von [NiFe]-Hydrogenasen aus
verschiedensten Organismen (Volbeda, Charon et al. 1995; Volbeda, Garcin et al. 1996,
Rousset, Montet et al. 1998; Higuchi, Ogata et al. 1999; Ogata, Hirota et al. 2005; Volbeda,
Martin et al. 2005; Ogata, Lubitz et al. 2009; Ogata, Kellers et al. 2010; Fritsch, Scheerer et al.
2011; Shomura, Yoon et al. 2011).

1.3 Die Funktionen der diatomaren Liganden im aktiven Zentrum von
[NiFe]-Hydrogenasen

Obwohl sich die drei Hydrogenaseklassen phylogenetisch unabhédngig voneinander
entwickelt haben, weisen alle Hydrogenasen gemeinsame Merkmale auf. Neben einem low-spin
Eisen besitzen alle drei Klassen einen am Eisen koordinierten Carbonylliganden, der in trans zur
vermuteten Koordinierungsstelle des Wasserstoffs liegt. Neben diesen universalen Komponenten
weisen zwei der drei Klassen zusitzlich noch jeweils zwei Cyanidliganden auf.
Interessanterweise konnten die in Hydrogenasen beobachteten diatomaren Liganden (CN'- und
Carbonylliganden) bis dafo in keinem anderen Hj-unabhingigen, biologischen System
beobachtet werden (Gordon und Kubas 2010).

Diese Beobachtungen legen eine essentielle Funktion dieser Komponenten im Rahmen der
heterolytischen Spaltung von Wasserstoff nahe. Im Folgenden soll die Funktion der jeweiligen

Komponenten erortert werden.

1.3.1 Koordinationschemie von molekularem Wasserstoff

Molekularer Wasserstoff, H,, besitzt keine Valenzelektronen, welche das Metall-Ion binden

konnten. Zwischen beiden Wasserstoffatomen besteht eine starke o-Bindung von ca. 102
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kcal/mol (Gordon und Kubas 2010). Es war daher lange Zeit unklar wie Wasserstoff durch einen
organometallischen Komplex aktiviert werden kann.

Erstmals 1984 wurde ein echter H,-Komplex zwischen einem H, und einem ligandierten
Metall-Ton W(CO)3(PR3), isoliert. Dieser zeigte, dass der Wasserstoff iiber eine M-n’-H,-
Bindung seitlich an das Metall-lon gebunden ist (Abbildung 1-2 A), was bedeutet, dass es keine
direkte Bindungsachse zwischen den Protonen und dem Metall-lon gibt (Kubas, Ryan et al.
1984). Diese Art der Komplexbildung wird c-Komplex genannt. Bemerkenswert ist, dass die
Bindungsstirke zwischen dem Metall-lon und dem bindenden Elektronenpaar nahezu so stark

ausfallen kann wie mit einem freien Valenzelektron (Kubas 2007).

A B
) - ) Ls = (CO)s Ls = (CO)3(PR3)2  Ls=(PR;3)s
Y3
co O 20 H
SH (H (O D
A LsM—« I‘_i—V LsM —« I.-i — LsM
0C— W | O . Q . O ”
H
ocC Instabil Stabil Dihydrid
PCys Elektronenarmes Zunahme Riickbindung  E|ektronenreiches
Metallzentrum "~ Metallzentrum

Abbildung 1-2: H,-Koordination und Stabilisierung in einem H,-Modellkomplex. A) Erster echter,
synthetischer H,-Komplex zwischen H, und W(CO)3(PR;),. Darstellung entliehen aus (Kubas, Ryan et al. 1984). B)
Der Einfluss der Riickbindung durch Ubertragung von Elektronen aus den gefiillten d-Orbitalen des Metall-lons auf
die antibindenden Orbitale des H,. Erklart am Beispiel des W(CO);(PR;),-H,. Liegt der prozentuale Anteil der
Riickbindung bei <30% ist die Bindung sehr schwach und der Komplex ist instabil, liegt der Anteil bei ~50 % ist
die Bindung stabil und eine heterolytische Spaltung wird bevorzugt. Darstellung modifiziert nach Kubas (2007).

Die Bindung von Wasserstoff an einen Metallkomplex hingt entscheidend von dem Mal} an
Riickbindung ab. Diese entsteht, wenn Elektronen aus den gefiillten d-Orbitalen des
Ubergangsmetalls auf das antibindende Orbital des H, (6*) iibertragen werden (Abbildung 1-2
B).

Dabei ist das Gleichgewicht der riickbindenden Krifte von enormer Bedeutung fiir die
Stabilitdt bzw. die Art und Weise der Wasserstoffaktivierung. Elektronenarme Metall-lonen
bringen nicht genug Riickbindung auf, um einen stabilen o-Komplex auszubilden. Im Gegensatz
dazu ermdglichen elektronenreiche Metall-Ionen nicht nur die Ausbildung einer stabilen M-’
H,-Bindung, sondern fiihren dariiber hinaus zu einer unerwiinschten, oxidativen Addition der
Hydride und zur Ausbildung eines Dihydridkomplexes (Kubas 2001). Folglich ist eine
gemifBigte Riickbindung zu bevorzugen, da sich unter diesen Bedingungen nicht nur ein stabiler
M-n*-H,-Komplex bildet - ohne dass es zur Bildung eines Dihydridkomplexes kommt, sondern
unter solchen Bedingungen wird auch eine heterolytische Spaltung des H, favorisiert. Ferner ist
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ein ausgeglichenes MalB3 an Riickbindung entscheidend fiir hohe Umsatzraten der Katalyse
(Gordon und Kubas 2010). Das MaR an Riickbindung wird dabei maBigeblich iiber die iibrigen

Liganden des Metall-lons determiniert.

1.3.2 Funktion des CO-Liganden in Hydrogenasen

Wie bereits erwihnt, ist der CO-Ligand neben dem Eisen-lon der einzige universale
Bestandteil in allen drei Hydrogenaseklassen. Der Grund warum CO als ubiquitdrer Ligand in
allen Hydrogenasen vorkommt sind seine ausbalancierten c-Donor/n-Akzeptor-Eigenschaften
sowie seine intrinsische Stabilitit (Radius, Bickelhaupt et al. 1998). Die unkonventionellen CO-
Liganden entzichen dem Ubergangsmetall Elektronen, was zu einer erhdhten Elektrophilie am
Metall fiihrt. Dabei ist eine Wirkung durch die Erhéhung der Lewis-Aciditit am ausgeprégtesten,
wenn sich der starke n-Akzeptor-Ligand (CO) in trans zur Koordinierungsstelle des H, befindet
(Crabtree 2009). Der Verlust des Elektroneniiberschusses am Metall-Ion hat zur Folge, dass die
entstandene Riickbindung schwécher wird. So wird eine allzu starke Bindung oder gar die
homolytische Spaltung des H, und folglich die Bildung eines Dihydridkomplexes vermieden
(vergleiche dazu Kapitel 1.3.1).

Die Eigenschaften der verschiedenen Liganden bestimmen die Zusammensetzung der
Liganden in Hydrogenasen; so sind z.B. CO-Liganden gute o-Donoren und starke -
Akzeptoren. Cyanide hingegen sind sehr starke o-Donoren aber nur schwache n-Akzeptoren und
sind demnach unzureichend geeignet, um dem zentralen Metall-Ion die notwendige Lewis-

Aciditat zu verleihen.

1.3.3 Funktion der CN'-Liganden in [NiFe]-Hydrogenasen

Die Funktion der CN'-Liganden ist weit weniger genau verstanden als die Funktion des
Carbonylliganden. Eine augenscheinliche Funktion scheint die Koordination der prosthetischen
Gruppe, mittels Wasserstoftbriicken, im Protein zu sein. Allerdings kann diese Funktion allein
die Verwendung der Cyanidliganden nur unzureichend erkléren (Gordon und Kubas 2010).

Vielmehr scheint die Wahl der Cyanidliganden darin begriindet zu sein, dass sie, gemal3 der
spektrochemischen Reihe, besonders starke Liganden sind (Lippard und Berg 1995).

Bei der Verteilung der d-Elektronen eines Ubergangsmetalls in einem Komplex sind
prinzipiell zwei Modi moglich; (I) alle Orbitale werden zunichst einfach besetzt, mit den
verbleibenden Elektronen werden dann die energetisch niederen, stabilisierenden Orbitale
aufgefiillt oder (II) es werden zunéchst alle stabilisierenden Orbitale paarweise besetzt, bevor die
destabilisierenden Orbitale einzeln besetzt werden. Der Zustand des Ubergangsmetalls mit der

groBBtmoglichen Anzahl
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an ungepaarten Elektronen wird high-spin genannt, der mit der minimalen Anzahl an
ungepaarten Elektronen, low-spin (Abbildung 1-3). Fiir das paarweise Besetzen eines Orbitals
muss Energie, die Spinpaarungsenergie, aufgebracht werden. Ubersteigt diese Energie die Stirke
der Ligandenfeldaufspaltung nicht, lohnt sich der Spin-crossover energetisch nicht. Demnach
fordern starke Liganden, wie CN” aber auch CO, den Ubergang bzw. die Aufrechterhaltung eines
low-spin Zustandes (Atkins, Overton ef al. 2009).

Obwohl CO an nahezu jeden ungesittigten Metall-Komplex binden kann, ist diese Bindung —
insbesondere zu high-spin Metall-Ionen — nicht zwingend stark ausgeprigt (Calderazzo,
Fachinetti et al. 1974; Wong und Brintzinger 1975). Eine solche Instabilitit der Liganden im
aktiven Zentrum von Hydrogenasen wére nicht nur fiir die Aktivitit des Enzyms nachteilig,
aufgrund ihrer toxischen Eigenschaften wire eine Freisetzung der CO- bzw. CN'-Liganden fatal
fiir das biologische System. Anhand von Modellkomplexen konnte gezeigt werden, dass die
Bindung der Cyanide an ein low-spin Eisen Voraussetzung fiir die nachfolgende, stabile Bindung
eines CO-Liganden ist (Moreland und Rauchfuss 2000; Rauchfuss, Contakes et al. 2001; Gordon
und Kubas 2010).

Es scheint somit klar zu sein, dass CN'-Liganden die Stirke des Ligandenfeldes soweit
erhohen, dass ein spin-crossover am Fe'" moglich wird. Da, im Unterschied zu CO, die CN™-
Liganden ihre Bindungsstabilitit nicht aus der Riickbindung der d-Orbitale in antibindende
Orbitale der Liganden beziehen, sondern ihre stabile Bindung vielmehr auf den guten s-Donor-
Eigenschaften von CN" beruht (Gordon und Kubas 2010), kann der low-spin Zustand {iber ein
breites Spektrum an Redoxzustidnden (Niu, Thomson et al. 1999; Volbeda und Fontecilla-Camps



Einleitung

2003; Greco, Zampella et al. 2006; Fontecilla-Camps, Amara et al. 2009) hinweg aufrecht
erhalten werden.

In der Klasse der [Fe]-Hydrogenasen kennt man keine CN'-Liganden. Jiingere
Untersuchungen lassen vermuten, dass ihre Funktion durch einen Guanylylpyridinol-Liganden

iibernommen wird (Shima, Pilak et al. 2008).

1.4 Der katalytische Zyklus von [NiFe]-Hydrogenasen

Im aktiven Zentrum von [NiFe]-Hydrogenasen mit seinen diatomaren Liganden findet im
Holoenzym die enzymatische Wasserstoffoxidation bzw. die Reduktion von Protonen statt. Es
sei erwédhnt, dass der genaue katalytische Zyklus von [NiFe]-Hydrogenasen derzeit nicht
abschlieBend geklédrt ist. Der im Folgenden umrissene Mechanismus der heterolytischen
Wasserstoffspaltung in [NiFe]-Hydrogenasen stellt nur eines der gegenwirtig diskutierten

Modelle dar.

oN - GHoen - I o
L
- Ni' s‘S 220 "/ & l "N .*S ’ '"/CN

Rs™ i\:/F\ T \/ \ \/ \

R co A) co B) co C)
-H*
‘ _e-
oN |- C b o 10
RS N| s‘s g u‘b/CN —) HRS .. N i" ‘\S \ ||/CN 4__ {‘S \ ")CN
\/ \ ' \/ \ \/ \
co F) co E) co D)

Abbildung 1-4: Postulierter katalytischer Zyklus in [NiFe]-Hydrogenasen. Vereinfacht dargestellt nach Niu e?
al. Inaktive Zustinde werden hier nicht gezeigt. R = Cysteinrest. (Niu, Thomson et al. 1999; Fontecilla-Camps,
Amara et al. 2009).

Damit es zur Oxidation des H, kommen kann, muss es zundchst zum aktiven Zentrum
gelangen. Dies geschieht in [NiFe]-Hydrogenasen iiber einen hydrophoben Gaskanal, welcher
von der Oberflache des Enzyms bis zum aktiven Zentrum reicht (Montet, Amara ef al. 1997). Es
wird angenommen, dass in allen Hydrogenasen das Eisen-lon der Ort der Wasserstoffaktivierung
ist. Dafiir spricht die Tatsache, dass mindestens ein Eisen-lon in jeder Hydrogenase présent ist.
Die mogliche Alternative, Ni, ist wie andere Ubergangsmetalle mit einer hoheren Ladungszahl
ein schlechter ,,Riickbinder, und konnte bisher niemals in einem stabilen Ni-n*H,-Komplex

isoliert werden (Gordon und Kubas 2010).
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Als potentiell Hy-aktivierendes Element wird das aktive Eisen iiber insgesamt vier Liganden
mit dem Protein verbunden, zwei verbriickende Cysteine und die Wasserstoffbriicken zwischen
den zwei Cyaniden und dem Protein. Beriicksichtigt man zudem noch eine unbesetzte
Koordinierungsstelle und den Carbonylliganden kommt fiir die Geometrie des Eisens und seiner
Liganden nur die oktaedrische Geometrie eines d’~-Komplexes in Frage. Diese Uberlegung sicht
sich durch zahlreiche Kristallstrukturen von [NiFe]-Hydrogenasen gestiitzt (Kapitel 1.2.3).
Tatsichlich gibt es nur wenige Ubergangsmetalle, die in der bioanorganischen Chemie von
Bedeutung sind und 6 d-Elektronen besitzen, also eine oktaedrische Geometrie annehmen
kénnen; Tc', Fe"" und Co™ (Lippard und Berg 1995). Ungeachtet seines geringen Vorkommens
ist Technetium vollkommen ungeeignet, da alle seine Isotope instabil sind. Kobalt indes besitzt,
wie Nickel, eine — im Vergleich zum Eisen — hohere Kernladungszahl, was die Bildung eines
stabilen Co-n’-H,-Komplexes erschwert (siche oben).

Wihrend des katalytischen Zyklus durchlduft das aktive Zentrum eine Reihe von kleinen
konformationellen Anderungen (Abbildung 1-4). In einem solchen Zyklus verbleibt das Eisen in
der Oxidationsstufe +2, im Gegensatz dazu dndert das Nickel seine Oxidationsstufen im Laufe
eines Zyklus von Ni*" iiber Ni*" zu Ni'" und wieder in den Ausgangszustand. Nach Bindung von
H, an den ,, Ausgangszustand* (A) kommt es zur Bildung des initialen Fe-n*-H,-Komplexes (B).
Nach erfolgter Oxidation wechselt die Oxidationsstufe des Ni-Atoms von Ni*" zu Ni'™ (C).
Nachfolgend aktiviert dieser reaktive Nickelzustand das H,, worauf hin sich ein Hydrid als
verbriickender Ligand zwischen Ni und Fe bildet (D). Nach der sich anschlieBenden
Deprotonierung eines terminalen Cysteins bildet sich ein Intermediat mit einem verbriickenden
Hydrid (E), welches reversibel in den Ni'"-Zustand (F) iiberfiihrt wird, wobei der Hydridligand
auf einen Cysteinrest libertragen wird. In einer zweiten formalen Oxidationsreaktion und einem
damit einhergehenden Protonentransfer wird der ,,Ausgangszustand“ (A) wieder hergestellt.
Kommt es im Anschluss zu einer zweiten Deprotonierung wird ein inaktiver, jedoch schnell

reaktivierbarer Zustand hergestellt (Niu, Thomson et al. 1999).

1.5 Die sauerstofftoleranten [NiFe]-Hydrogenasen aus Ralstonia
eutropha H16
Die vorliegende Studie behandelt die Reifung des aktiven Zentrums von [NiFe]-
Hydrogenasen, insbesondere die Biosynthese der diatomaren Liganden, im bakteriellen
Modellsystem Ralstonia eutropha H16. R. eutropha ist ein fakultativ chemolithoautotrophes [-
Proteobakterium und wurde im Jahr 1962 erstmalig isoliert und charakterisiert. R. eutropha
vermag in einem Mineralsalzmedium sowohl chemolithoautrotroph als auch heterotroph mit

diversen Substraten wie Fruktose, Glycerol oder organischen Séduren als Kohlenstoff- und
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Energiequellen zu wachsen (Wilde 1962). Dieser Mikroorganismus zdhlt zu den
Knallgasbakterien. Das bedeutet, dass R. eutropha in der Lage ist H, mit O, als terminalen
Elektronenakzeptor zu oxidieren (Friedrich und Schwartz 1993). Diese Art der
Wasserstoffoxidation ermdglicht ein Maximum an Energieausbeute (siche oben). Die Gegenwart
von O, stellt jedoch auch eine enorme Herausforderung sowohl an den katalytischen
Mechanismus dieser [NiFe]-Hydrogenasen als auch die Reifung dieser Enzyme dar. Die hohe
Toleranz seiner Hydrogenasen gegeniiber molekularem Sauerstoff macht Ralstonia eutropha zu
einem geeigneten Modellsystem zur Untersuchung der Mechanismen dieser Sauerstofftoleranz
(Burgdorf, Lenz et al. 2005; Vincent, Cracknell et al. 2005; Vincent, Parkin et al. 2005; Lenz,
Ludwig et al. 2010).

In R. eutropha gibt es drei verschiedene, gut charakterisierte [NiFe]-Hydrogenasen. Eine
membranstidndige, zum Periplasma hin ausgerichtete Hydrogenase (MBH), eine 16sliche
cytoplasmatische Hydrogenase (SH) sowie eine ebenfalls cytoplasmatische, regulatorische

Hydrogenase (RH) (Abbildung 1-5).

i

MBH

. (Membrangebundene
2H Hydrogenase)

Atmungskette ATPase

Periplasma

,Cytochrom b* ' %0, '
+2H* NADH NAD* +2H*

ADP+Pi ATP
RH
(Regulatorische HoxU__ HoxF .
Hydrogenase) H NAD

Cytoplasma

2H NADH
HOXB ™ HoxJ SH  HoxH HoxY
,Protein-Histidin- (Lésliche HoxI
Kinase Hydrogenase)

Abbildung 1-5: Die drei [NiFe]-Hydrogenasen aus Ralstonia eutropha. Die Lokalisation der Hydrogenasen aus
Ralstonia eutropha im Aufriss einer Zelle. Die vierte Hydrogenase, die sogenannte AH (Actinomyceten-
Hydrogenase) ist in diesem Schaubild nicht enthalten (Burgdorf, Lenz et al. 2005).
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In seiner nativen Form ist die MBH ein Heterotrimer, bestehend aus der gro3en Untereinheit
(Hox@G), der kleinen Untereinheit (HoxK) sowie einem Cytochrom b (HoxZ). Die Elektronen,
die bei der Oxidation von H; freigesetzt werden, werden entlang der Eisen-Schwefel-Zentren der
kleinen Untereinheit iiber HoxZ in den Chinon-Pool eingespeist. Uber die Atmungskette wird
eine protonenmotorische Kraft aufgebaut, die zur ATP-Synthese verwendet werden kann (Schink
und Schlegel 1979; Bernhard, Schwartz ef al. 1996).

Die SH ist eine ldsliche, heterohexamere Hydrogenase (HoxFUYHI,). Das Hydrogenase-
Modul (HoxHY) stellt hier die Energie bereit, die das Diaphorase-Modul (HoxFU) bendtigt, um
durch die Reduktion eines Kofaktors (NAD") Reduktionsiquivalente bereitzustellen (Burgdorf,
Lenz et al. 2005; Burgdorf, van der Linden et al. 2005), wobei HoxI eine mutmaBliche
Bindestelle fiir NADPH bildet (Burgdorf, van der Linden ef al. 2005).

Die dritte Hydrogenase ist die regulatorische Hydrogenase (RH). Diese ist keine energie-
konservierende Hydrogenase und ist folglich nicht in der Lage eigenstindig autotrophes
Wachstum zu vermitteln. In ihrer nativen Form ist die RH ein Doppel-Heterodimer (HoxBC),.
Die Dimerisierung der beiden Heterodimere bedarf einer 55 Aminosdure langen C-terminale
Extension (Kleihues, Lenz et al. 2000). In ihrer Funktion als H,-Sensor liegt die RH in einem
multimeren Komplex mit der Histidin-Protein-Kinase (HoxJ) vor. Dieser Komplex bildet mit
dem Response-Regulator (HoxA) ein Zwei-Komponenten-System. In Gegenwart von H;
aktiviert HoxA die Transkription der Hydrogenaseoperone (siche Abbildung 1-6). Beide
Operone werden durch o”*-abhiingige Promotoren reguliert (Lenz, Bernhard et al. 2002). In
Ralstonia eutropha sind alle Hydrogenasegene auf dem Megaplasmid (pHG1) lokalisiert. Dieses

ist fiir heterotrophes Wachstum entbehrlich.
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Abbildung 1-6: Schematische Darstellung des MBH- und SH-Operons. Das MBH-Operon umfasst 23012 Bp
das SH-Operon ist 9845 Bp lang. Beide Transkriptionseinheiten sind auf dem Megaplasmid pHG1 lokalisiert
(Schwartz, Henne et al. 2003).

Im Wildtyp H16 ist diese H,-abhidngige Regulation jedoch durch eine Punktmutation
(G422S) in der Histidin-Protein-Kinase HoxJ unterdriickt (Lenz und Friedrich 1998). Die
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Expression wird nur tber eine globale Katabolitkontrolle gesteuert, deren epistatischer
Mechanismus weitgehend unaufgeklirt ist. Es scheint jedoch klar zu sein, dass das Wachstum
auf schlecht verwertbaren Substraten (z.B. Glycerol) die Expression aktiviert (Friedrich 1981;
Friedrich 1982).

Es sei an dieser Stelle noch erwéhnt, dass unldngst eine weitere Hydrogenase in Ralstonia
eutropha identifiziert werden konnte (Schwartz, Henne et al. 2003; Pohlmann, Fricke et al.
2006). Diese vierte Hydrogenase, kodiert durch das #of-Operon, zeigt signifikante Ahnlichkeiten
zu Hydrogenasen aus Actinomyceten. Da diese Hydrogenase derzeit noch nicht umfassend

charakterisiert ist, soll an dieser Stelle nicht weiter auf sie eingegangen werden.

1.6 Maturation von [NiFe]-Hydrogenasen

Als Maturation oder Reifung bezeichnet man die umfangreichen posttranslationalen
Modifikationen, die ein Apoprotein unterlaufen muss, damit es zu einem funktionalen
Holoenzym werden kann. In der Maturation der gro3en Untereinheit von [NiFe]-Hydrogenasen
unterscheidet man dabei zwei Phasen.

Die frithe Phase ist fiir alle Hydrogenasen eines Organismus gleich, sie befasst sich mit dem
Einbau der prosthetischen Gruppe im aktiven Zentrum (Abbildung 1-7). Dazu zdhlen die
Biosynthese der diatomaren Liganden, der Zusammenbau des prosthetischen Fe(R),(CN),(CO)-
Clusters sowie die Insertion des Nickel-Kofaktors in das Apoprotein. Die akzessorischen
Proteine, die fiir die Modifikationen notwendig sind, werden durch die 4yp-Gene (von engl.:
hydrogenase pleiotropic) kodiert und sind in allen Hydrogenase-exprimierenden Organismen
anzutreffen. Diese werden koordiniert in einem Operon reguliert und exprimiert.

In R. eutropha kennt man zwei gut charakterisierte /yp-Transkriptionseinheiten. Im MBH-
Operon findet sich ein kompletter Satz mit sieben /hyp-Genen. Frithe Deletionsstudien zur
Funktion von hypA1B1F1CDEX im MBH-Operon zeigten, dass drei dieser akzessorischen Gene
Duplikate im SH-Operon besitzen, hypA2B2F2 (siche Abbildung 1-6). Dabei kann der Verlust
jedes Hyp-Proteins durch die Funktion seines Homologs komplementiert werden (Dernedde,
Eitinger et al. 1993; Dernedde, Eitinger et al. 1996; Wolf, Buhrke et al. 1998).

Unter dem Aspekt einer zukiinftigen biotechnologischen Anwendung von Hydrogenasen
kommt der pleiotropen Maturation besondere Bedeutung zu. Zum einem sind umfangreiche
Kenntnisse dieser Prozesse fiir eine heterologe Expression von Hydrogenasen notwendig, zum
anderen sind sie auch fiir die Synthese von kiinstlichen Wasserstoftkatalysatoren wertvoll. So

lassen sich auch die enormen Anstrengungen erkldren, die fiir dieses Teilgebiet der
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Hydrogenaseforschung in den letzten Jahrzehnten aufgewandt wurden (Sawers 1994; Bock, King

et al. 2006; Forzi und Sawers 2007).

Pramature grofle
Untereinheit
(Apoprotein)

Mature kleine
Untereinheit

T Holoenzym

Endo-
peptidase

Abbildung 1-7: Die pleiotrope Maturation von [NiFe]-Hydrogenasen. Nach Synthese des Apoproteins unterlduft
dieses noch zahlreiche posttranslationale Modifikationen. Diese werden als Maturation oder Reifung bezeichnet. Die
pleiotrope Maturation, welche sich mit der Synthese und dem Einbau der prosthetischen Gruppe befasst, wird durch
die sogenannten hyp-Genprodukte (engl.: hvdrogenase pleiotropic) katalysiert. In Ralstonia eutropha sind sieben
unterschiedliche Ayp-Gene bekannt. Die mit einem Fragezeichen gekennzeichneten Schritte; die Funktion von
HypX, die Synthese des Carbonylliganden, sowie der exakte Punkt der Assemblierung sind Gegenstand dieser
Studie. Modifiziert nach Forzi und Sawers (2007).

Die zweite, spédtere Phase der Maturation umfasst eine Reihe von Modifikationen, die fiir
jede Hydrogenase spezifisch sind. Sie werden von spezifischen akzessorischen Proteinen
katalysiert und sind nicht bei allen Hydrogenasen zu finden. Zu dieser Phase zdhlen unter
anderem der proteolytische Abbau einer C-terminalen Extension, zusétzliche Zwischenschritte
beim Einbau der prosthetischen Fe(CN),(CO)-Gruppe in die groBe Untereinheit und der TAT-
vermittelte Export von periplasmatischen Hydrogenasen.

Das Apoprotein der kleinen Untereinheit hingegen wird im Laufe der Maturation mit Eisen-
Schwefel-Clustern bestiickt. Diese iibernehmen im fertigen Holoenzym die Funktion des

Elektronentransfers.
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Basierend auf Erkenntnissen aus verschiedenen Modellorganismen konnte ein detailliertes
Modell der Maturation erstellt werden. Die einzelnen Schritte dieses Modells sind in Abbildung

1-7 dargestellt und sollen nachfolgend detailliert besprochen werden.

1.6.1 Synthese der Cyanidliganden

Die ersten Schritte in der Synthese des aktiven Zentrums werden von den akzessorischen
Proteinen HypE und HypF katalysiert. Untersuchungen zeigten, dass Carbamoylphosphat (CP)
als Substrat fiir die Synthese des CN-Liganden dient (Paschos, Glass et al. 2001; Paschos, Bauer
et al. 2002). Die ersten wichtigen Hinweise auf den zugrunde liegenden Mechanismus lieferten
Sequenzanalysen an HypF. Diese zeigten, dass HypF mehrere distinkte und hochkonservierte
Motive enthélt. Neben einer Acylphosphatase-Doméne im N-Terminus wurden zwei Zink-
Finger-Motive und ein Ornithin-Carbamoyltransferase-Motiv identifiziert. Carbamoylphosphat
wird in einer ATP-abhidngigen Reaktion durch HypF aktiviert. Die Carbamoylgruppe des dabei
entstehenden Carbamoyladenylat-Intermediats (Reissmann, Hochleitner et al. 2003; Petkun, Shi
et al. 2011) wird im Zuge der Synthese auf die Thiolgruppe des C-terminalen Cysteins in HypE
transferiert. Das resultierende Thiocarbamat wird durch die enzymatische Aktivitdt von HypE in
einer weiteren ATP-abhingigen Reaktion dehydratisiert (Reissmann, Hochleitner et al. 2003;
Blokesch, Paschos et al. 2004; Rangarajan, Asinas et al. 2008), dies fithrt zur Bildung eines
Thiocyanats. Sowohl die Acylphosphatase-Doméne aus HypF als auch eine ACP-freie Variante
des HypF aus E. coli wurden kristallisiert (Rosano, Zuccotti ef al. 2002; Petkun, Shi ef al. 2011).
Dariiber hinaus existieren noch Kristallstrukturen von HypE aus Thermoccocus kodakarensis

und Desulfofibrio vulgaris (Shomura, Komori et al. 2007; Watanabe, Arai et al. 2009).

1.6.2 Der HypCD-Komplex — Zentrales Element der Maturation

In der Sequenz der einzelnen Maturationsschritte folgt als Nichstes der Transfer der kovalent an
HypE gebundenen Nitrilgruppe auf den HypCD-Komplex (Reissmann, Hochleitner ef al. 2003;
Blokesch, Paschos et al. 2004; Roseboom, Blokesch et al. 2005). Dieser Komplex ist ein
zentrales Element der pleiotropen Maturation. Komplexstudien erbrachten sowohl den Nachweis
fiir einen Komplex zwischen HypE, HypD und HypC auf der einen Seite als auch zwischen
HypC und den groBen Untereinheiten der Hydrogenasen auf der anderen Seite (Magalon und
Bock 2000; Blokesch und Bock 2002; Blokesch, Albracht et al. 2004; Jones, Lenz et al. 2004).
Radioaktive '*C-Markierungsexperimente zeigten, dass das Cyanid des kovalent gebundenen
Thiocyanats von HypE auf den Komplex iibertragen wird (Blokesch, Paschos et al. 2004).
Watanabe ef al. konnten anhand von Kristallstrukturen von HypC, HypD und HypE aus

Thermococcus kodakarensis und biochemischen Untersuchungen aus E. coli ein Modell
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herleiten, welches die Prozesse im HypCD-Komplex beleuchtet (siche Abbildung 1-8) (Blokesch
und Bock 2006; Watanabe, Matsumi et al. 2007). So werden die Elektronen, die fiir die
nukleophile Ubertragung des Cyanidliganden auf das designierte ,katalytische'“ Eisen
notwendig sind, durch die Oxidation von zwei freien Thiolgruppen freigesetzt. Die Regeneration
der resultierenden Disulfidbriicken soll dabei durch Elektronen bewerkstelligt werden, die - nach
Art der Ferredoxin:Thioredoxin Reduktase (FTR) - durch den [4Fe-4S]-Cluster in HypD
bereitgestellt werden (Dai, Schwendtmayer ef al. 2000). So fundamental die Rolle des HypCD-
Komplexes innerhalb der Reifung auch sein mag, so vielfiltig sind auch die offenen Fragen im
Zusammenhang mit diesem Komplex. Aufgrund der vorliegenden Daten aus radioaktiven

Markierungsexperimenten konnte zweifelsfrei nur eine qualitative Aussage iiber das

SR

L

Abbildung 1-8: Postulierter Reaktionsmechanismus fiir die Ligandierung des ,katalytischen“ Eisens im
HypCD-Komplex. Die Nummerierung der AS bezieht sich auf R.e HypC und R.e.HypD1. Die postulierten
Elektronentransfers sind in Griin gekennzeichnet. Die entsprechenden Thiolgruppen sind durch griine H-Atome
markiert. Das rote Fragezeichen markiert die mogliche Bindestelle des Carbonylliganden. Im Hintergrund sind die
Kristallstrukturen von HypC (2Z1C) und HypD (2Z1D) aus Thermococcus kodakarensis abgebildet. Weitere
Informationen im Text. Die rdumliche Zuordnung der abgebildeten Strukturen entspricht nicht ihrer Position im
jeweiligen Protein. Adaptiert aus Watanabe, Matsumi et al. (2007).

Vorhandensein eines CN'-Liganden im Komplex getroffen werden (Blokesch, Albracht et al.
2004). Auch ist die Herkunft dieses Eisens noch unklar. Aber eine der wohl vordringlichsten
Fragen betrifft den Carbonylliganden. Obgleich es keinerlei biochemische oder spektroskopische
Beweise fiir die Existenz des CO-Liganden im HypCD-Komplex gibt, wird dessen Prisenz in
diesem Komplex antizipiert (Watanabe, Matsumi et al. 2007).

! Gemeint ist das Eisen im HypCD-Komplex, welches die diatomaren Liganden koordiniert und mutma8lich in die
groflen Untereinheiten der Hydrogenase transferiert wird, um dort integraler Bestandteil des aktiven Zentrums zu
werden.
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1.6.3 Nickel-Einbau

Fiir den Einbau von Nickel sind zwei weitere akzessorische Proteine, HypA und HypB,
notwendig. Es konnte eine Akkumulation von nickelfreien groBen Untereinheiten in
verschiedenen /yp-Mutanten beobachtet werden (Maier, Jacobi et al. 1993; Magalon und Bock
2000). Die Deletion von hypB (Lutz, Jacobi et al. 1991; Jacobi, Rossmann et al. 1992; Maier,
Lottspeich et al. 1995) und hypA (Hube, Blokesch et al. 2002) kann durch die Gabe grofer
Mengen Ni' in das Medium komplementiert werden (Waugh und Boxer 1986).

Durch Untersuchungen an Nickeltransportmutanten konnte die Reihenfolge ermittelt werden,
in der die beiden Ubergangsmetalle - Nickel und Eisen - in die primature groBe Untereinheit
eingebaut werden. Dabei geht der Einbau des Eisens dem Einbau des Nickels voran (Maier und
Bock 1996; Chung und Zamble 2011). HypA erfiillt dabei fiir den Nickeleinbau die Funktion
eines Geriistproteins und ist fiir die Bildung des Komplexes zwischen der grolen Untereinheit
und den akzessorischen Proteinen HypA, HypB (und SlyD) erforderlich (Jacobi, Rossmann et al.
1992; Hube, Blokesch et al. 2002; Blokesch, Rohrmoser et al. 2004; Atanassova und Zamble
2005; Kaluarachchi, Chan Chung et al. 2010; Chung und Zamble 2011). HypB, ein
akzessorisches Protein, das fiir den effizienten Einbau von Nickel erforderlich ist, besitzt
GTPase-Aktivitét. Diese ist notwendig fiir die erfolgreiche Maturation von [NiFe]-Hydrogenasen
und initilert vermutlich den Ni-Transfer bzw. die Auflosung des intermedidren
(SlyD)/HypB/HypA-Komplexes (Maier, Lottspeich et al. 1995; Olson und Maier 2000; Mehta,
Benoit et al. 2003).

In E. coli, welches ein HypB-Homolog ohne eine charakteristische Poly-Histidin-Region zur
Speicherung von Metall-Ionen besitzt, ist noch ein zusétzliches Protein, SlyD, fiir den effektiven
Nickeleinbau erforderlich. Dieses Protein, eine mutmaBliche Peptidyl-prolyl cis/trans-Isomerase
(PPIase) (Hottenrott, Schumann et al. 1997; Zhang, Butland et al. 2005), ist kein Bestandteil des
hyp-Operons. Dennoch sind pleiotrope Effekte auf die Hydrogenaseaktivitit in E. coli
nachweisbar. Es wird angenommen, dass SlyD nicht nur zur hochaffinen Bindung und
Speicherung von Ni'-Ionen notwendig ist, sondern auch die GTPase-Aktivitit von HypB
unterstiitzt, die den Transfer von Ni in die prdmature groe Untereinheit initiiert (Hottenrott,
Schumann et al. 1997; Zhang, Butland et al. 2005; Leach, Zhang et al. 2007; Kaluarachchi,
Zhang et al. 2011).
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1.6.4 Die Synthese des Carbonylliganden

Uber die Synthese des Carbonylliganden in [NiFe]-Hydrogenasen war zu Beginn dieser
Studie nur wenig bekannt. Es gibt nur sehr wenige Indizien auf den Vorldufer des
Carbonylliganden.

Frithe Uberlegungen zur Synthese des CO-Liganden favorisierten die Moglichkeit, dass
Carbamoylphosphat die gemeinsame Quelle sowohl des CO als auch der CN'-Liganden sein
konnte (Paschos, Glass et al. 2001; Blokesch 2004). Diese These konnte mittlerweile allerdings
schliissig widerlegt werden, indem gezeigt werden konnte, dass die Verwendung von SI-
markiertem Carbamoylphosphat in E. coli lediglich zur Markierung der CN'-Liganden fiihrt
(Roseboom, Blokesch ef al. 2005; Forzi, Hellwig et al. 2007; Lenz, Zebger et al. 2007).

Laut einer anderen Hypothese sollte CO durch die Reduktion von CO, hergestellt werden.
Roseboom et al. verwiesen in diesem Zusammenhang auf HypD, welches aufgrund seines
auBergewoOhnlichen [4Fe4S]-Zentrums als moglicher Kandidat fiir eine entsprechende
enzymvermittelte Katalyse in Betracht gezogen wurde (Blokesch, Albracht et al. 2004;
Roseboom, Blokesch et al. 2005). Jedoch konnte auch diese Hypothese, zumindest fir E. coli,
experimentell widerlegt werden (Forzi, Hellwig et al. 2007; Lenz, Zebger et al. 2007).

Markierungsexperimente mit '*C-Kohlenmonoxid zeigten eine quantitative, spezifische
Markierung des Carbonylliganden im aktiven Zentrum von [NiFe]-Hydrogenasen (Forzi,
Hellwig et al. 2007; Lenz, Zebger et al. 2007). Die Tatsache, dass gasformiges CO nicht nur von
den Zellen aufgenommen werden kann, sondern auch in dieser Form in das aktive Zentrum
eingebaut wird, eroffnet die Moglichkeit, dass atmosphérisches Kohlenmonoxid unmittelbar
Verwendung findet. Dariiber hinaus konnte in Allochromatium vinosum nach Zugabe von
CH;">COOH eine spezifische aber unvollstindige Markierung des Carbonylliganden beobachtet
werden (Roseboom, Blokesch et al. 2005).

Auch fiir [Fe]-Hydrogenasen ist nur wenig iiber die Biosynthese des CO-Liganden bekannt.
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass der CO-Ligand unter chemolithoautotrophen
Bedingungen aus Kohlendioxid stammt. Da auch gasformiges CO quantitativ eingebaut wird,
wird angenommen, dass die Biosynthese des Carbonylliganden {iber CO als Intermediat verlduft.
Weder Acetat, Pyruvat, Glycin, noch Formiat erzeugten eine Markierung des CO-Liganden. Da
auch die direkte Reduktion von CO, zu CO ausgeschlossen wird, bleibt die exakte Biosynthese
des Carbonylliganden auch hier weiterhin unklar (Schick, Xie ef al. 2012).

Im Gegensatz zu [NiFe]-Hydrogenasen ist die Synthese der diatomaren Liganden in [FeFe]-
Hydrogenasen weitestgehend geklart (Mulder, Shepard et al. 2011). Fiir die Reifung von [FeFe]-

Hydrogenasen sind drei akzessorische Proteine notwendig. Zwei dieser Proteine sind SAM-

-18 -



Einleitung

Radikalenzyme (HydE und HydG), ein Protein besitzt GTPase-Aktivitidt (HydF). Verschiedene
Studien zeigten, dass sowohl die Cyanid- als auch die Carbonylliganden durch HydG
synthetisiert werden. Mittels eines AdoMet-Radikalmechanismus werden die beiden diatomaren
Liganden aus Tyrosin synthetisiert (Driesener, Challand et al. 2010; Shepard, Duffus et al.
2010). Wahrend fiir HydE eine Funktion im Rahmen der Synthese des Dithiolliganden postuliert
wird, zeigten Untersuchungen, dass HydF eine Funktion als Geriistprotein fiir den Zusammenbau
der prosthetischen Gruppe besitzt (Shepard, McGlynn et al. 2010). Eine vergleichbare Synthese
in R. eutropha scheint ausgeschlossen, da keines der maturationsassoziierten Proteine ein fiir
AdoMet-Enzyme charakteristisches Motiv (CX3.sCX,C) enthilt (McGlynn, Boyd et al. 2010).

In unserem Modellsystem fiir [NiFe]-Hydrogenasen, R. eutropha, sind keine Radikal-SAM-
Enzyme bekannt, die an deren Reifung beteiligt sind. Dies mag unter anderem auch an den
aeroben Lebensbedingungen liegen, unter denen in diesem Organismus Hydrogenasen gebildet

werden.

1.6.5 Die Funktion von HypX in der pleiotropen Maturation

Ein besonders interessantes, weil enigmatisches, akzessorisches Protein ist HypX. HypX,
vormals auch HoxX genannt, gehort wie die iibrigen Proteine des hyp-Genclusters zu den
pleiotropen, akzessorischen Proteinen. Erstmalig 1993 fir Bradyrhizobium japonicum (Van
Soom, Verreth ez al. 1993) komplett sequenziert und beschrieben?, ist HypX auch nach nahezu
zwei Dekaden immer noch das pleiotrope Reifungsprotein, iiber das am wenigsten bekannt ist.
Ungeachtet dessen weil man heute, dass es fiir die sauerstofftolerante Reifung von
Hydrogenasen von Bedeutung ist und demzufolge von Wichtigkeit fiir ein umfassendes
Verstiandnis derselben ist (Buhrke und Friedrich 1998).

Frithe Deletionsstudien in R. eutropha und B. japonicum legten eine regulatorische Funktion
des Proteins nahe. In diesem Kontext wurde das betreffende Gen folgerichtig zunéchst auch als
hoxX annotiert (Van Soom, Verreth et al. 1993; Lenz, Schwartz et al. 1994). Weitergehende
Untersuchungen kamen jedoch zu dem Ergebnis, dass der beobachtete Phinotyp; stark
verminderte Hydrogenaseaktivitit und ein stark verzogertes Wachstum unter lithoautotrophen
Bedingungen, auf einem polaren Effekt auf die Expression des Transkriptionsaktivators HoxA
beruht (Buhrke und Friedrich 1998). Ursdchlich dafiir ist die Tatsache, dass zusammen mit den
71 % des hypX-Gens am C-terminalen Ende (AZypX)) auch ein darin enthaltener konstitutiver

Promotor entfernt wurde, welcher die Transkription des stromabwirts gelegenen hoxA-Gens

% Zuvor wurden lediglich 261 Nucleotide am 3'-Ende des hypX-Leserasters aus R. eutropha veroffentlicht (Eberz, G.
and B. Friedrich (1991). "Three trans-acting regulatory functions control hydrogenase synthesis in Alcaligenes
eutrophus." J Bacteriol 173(6): 1845-1854.
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steuert (Buhrke und Friedrich 1998; Schwartz, Buhrke et al. 1999). In einer zweiten
Deletionsmutante (AiypX,) wurden lediglich 24 % in der N-terminalen Hélfte von AypX entfernt.
Hier trat ein vollig anderer Phénotyp auf, bei dem die Reduktion der Aktivitdt nicht auf eine
verringerte Expression von HoxA und nachfolgend der Strukturgene zuriickzufiihren ist, sondern
auf eine drastisch verminderte Prozessierung der pridmaturen groflen Untereinheiten (Rey,
Fernandez et al. 1996; Buhrke und Friedrich 1998). Diese Ergebnisse implizierten eine Funktion
von HypX im Rahmen der Maturation. Ausgehend von dem Befund, dass es sich bei HypX um
ein akzessorisches Protein handeln muss, wurde fiir HypX aus Rhizobium leguminosarum eine
Funktion im Rahmen der Insertion des katalytisch aktiven Nickels postuliert (Rey, Fernandez et
al. 1996). Im Gegensatz dazu legten weitergehende Untersuchungen an der SH aus R. eutropha
nahe, dass HypX die Synthese zusitzlicher Cyanidliganden an den Ubergangsmetallen des
aktiven Zentrums katalysiert (Bleijlevens, Buhrke ef al. 2004). Wihrend die erstgenannte Option
nie weiter verfolgt wurde, hatte die zweite These lange Bestand und konnte erst jiingst widerlegt
werden. Horch et al. konnten mittels in situ FTIR-Spektroskopie zeigen, dass die SH ebenfalls
nur zwei Cyanidliganden besitzt (Horch, Lauterbach ef al. 2010).

Diese jlingsten Befunde werfen den Stand des Wissens um die Funktion von HypX wieder
weit zuriick. Gesichert scheint somit lediglich die Tatsache, dass AypX ein Bestandteil des Ayp-
Operons ist und eine Funktion innerhalb der Reifung der grof8en Untereinheiten der SH und der
MBH erfiillt. Diese muss in der zeitlichen Abfolge der Maturationsschritte vor der finalen
proteolytischen Prozessierung der jeweiligen groen Untereinheit angesiedelt sein. Die starke
Abhingigkeit des Wachstums vom Sauerstoffpartialdruck muss als Indiz verstanden werden das
nicht nur die katalytische Aktivitdt von Hydrogenasen (Vincent, Cracknell et al. 2005), sondern

auch deren Maturation sensitiv gegeniiber O, ist (Lenz, Ludwig et al. 2010).

1.6.6 Proteolytische Spaltung

Der erste Schritt, der definitiv nicht mehr als der pleiotropen Reifung zugehorig angesehen
werden kann, ist die Abspaltung einer C-terminalen Extension der groBlen Untereinheit. Erst
nach erfolgreicher Abspaltung dieser Extension kann es zur Dimerisierung mit der kleinen
Untereinheit kommen. Diese Modifikation wird durch eine spezifische Endopeptidase
hervorgerufen, die jeweils im Kontext der Strukturgene der beiden energiekonservierenden
Hydrogenasen kodiert sind (AoxM im MBH-Operon und AZoxW im SH-Operon) (Kortliike und
Friedrich 1992; Bernhard, Schwartz et al. 1996; Thiemermann, Dernedde et al. 1996). Zur
Bestétigung der erfolgreich abgeschlossenen Insertion der prosthetischen Gruppe wird dabei die

Prasenz von Nickel sensiert. Dieses Prinzip konnte auch bei anderen [NiFe]-Hydrogenasen in
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Thiocapsa roseopersicina und Escherichia coli bestétigt werden (Magalon, Blokesch et al. 2001;
Maroti, Rékhely et al. 2010). Jedoch gibt es auch Beispiele fiir Hydrogenasen, die keiner
proteolytischen Spaltung unterzogen werden. Neben der regulatorischen Hydrogenase aus
R. eutropha sind hier z. B. auch die Ech-Hydrogenasen aus Thermoanaerobacter tengcongensis

und Methanosarcina bakeri zu nennen (Soboh, Linder et al. 2004).

1.6.7 Einbau der Eisen-Schwefel-Cluster in die kleine Untereinheit

Es wird allgemein angenommen, dass die Eisen-Schwefel-Cluster der kleinen Untereinheit
durch die Standardmaschinerien der FeS-Cluster-Synthese, das ISC- und SUF-System, generiert
werden (Lill 2009; Py und Barras 2010; Shepard, Boyd et al. 2011).

Dabei wird zunédchst ein Sulfid aus einem Cystein freigesetzt, welches dadurch in ein Alanin
konvertiert wird. Dieser Schritt wird durch eine Cystein-Desulfurase katalysiert (Zheng, White et
al. 1994). Der Schwefel verbleibt zunéchst als Persulfid am Enzym gebunden, bevor er im
Anschluss auf ein Geriistprotein transferiert wird. Durch einen Ferredoxin vermittelten Schritt
werden die gebundenen S* mit den Fe*” zu einem [2Fe-2S]-Clustern vereinigt. Je nach Art des
benotigten FeS-Clusters kann es durch Dimerisierung zweier Geriistproteine zur Bildung eines
[4Fe4S]-Clusters kommen (Agar, Krebs et al. 2000).

Im Falle der [NiFe]-Hydrogenasen, bei denen neben [4Fe4S]-Clustern auch [3Fe4S]-, sowie
[4Fe3S]-Cluster vorkommen (vergleiche Kapitel 1.2.3), wird angenommen, dass akzessorische

Proteine den [4Fe4S]-Grundtyp in situ modifizieren (siehe unten).

1.6.8 MBH-spezifische Reifung

Die MBH nimmt unter den Hydrogenasen in Ralstonia eutropha insofern eine
Sonderstellung ein, als dass zu ihrer Maturation noch eine Vielzahl weiterer Gene (hoxL, hoxO,
hoxQ, hoxT, hoxR, hoxV) notwendig sind (Bernhard, Schwartz et al. 1996). Der Verlust dieser
Gene wirkt sich jedoch nicht auf die Aktivititen der SH und RH aus. Bei der Untersuchung der
Funktion der einzelnen Genprodukte konnten in jiingerer Vergangenheit grofe Fortschritte
erzielt werden. So konnte gezeigt werden, dass HoxL und HoxV fiir die Insertion der
Fe(CN),(CO)-Einheit in die groe Hydrogenaseuntereinheit der MBH (HoxG) notwendig sind.
HoxL ist ein HypC-Homolog (Kortliikke, Horstmann et al. 1992), wohingegen HoxV als
Homolog der groBen Untereinheit angesehen wird. Gemil3 dem aktuellen Modell iibernimmt
HoxV die prosthetische Gruppe zunéchst in einem transienten HoxV/HypC-Komplex von HypC.
Analog zur Funktion von HypC in den iibrigen Hydrogenasen, vermittelt HoxL den Transfer der
Fe(CN),(CO)-Einheit von HoxV in die prdmature groBe Untereinheit praHoxG. Der Grund fiir

diese aufwindigen Zwischenschritte ist nicht abschlieend geklart. Es wird jedoch angenommen,
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dass ein solcher Zwischenschritt ein allgemeines Prinzip bei der Reifung von
membrangebundenen,  Cyfochrom b-assoziierten  [NiFe]-Hydrogenasen unter aeroben
Bedingungen darstellt (Ludwig, Schubert et al. 2009).

Systematische Untersuchungen an 4oxO und hox(Q haben gezeigt, dass die Deletion dieser
Gene zu einer Destabilisierung der pramaturen kleinen Untereinheit fiihrt. Es konnte gezeigt
werden, dass beide Genprodukte unmittelbar mit der praimaturen kleinen Untereinheit (praHoxK)
interagieren und einen stabilen Komplex bilden kdnnen. Man nimmt an, dass sie eine doppelte
Funktion im Rahmen der Reifung von HoxK einnehmen; (I) Schutz der FeS-Cluster und (II)
Schutz vor einem vorzeitigen, TAT-vermittelten Export (Schubert, Lenz et al. 2007).

Fiir HoxR wurde, aufgrund der Sequenzdhnlichkeiten zu Rubredoxinen, schon friih eine
Funktion im Rahmen einer Redoxreaktion postuliert (Kortliikke, Horstmann et al. 1992). Kiirzlich
konnte fiir HoxR und HoxT eine deutlich reduzierte Hydrogenaseaktivitit bei hohen O,-
Partialdriicken beobachtet werden. Fiir HoxT wurde dabei eine Rolle im Rahmen des TAT-
vermittelten Exports postuliert (siche unten). Im Vergleich dazu wurde fiir HoxR eine Funktion
innerhalb der Reifung von HoxK vermutet, womdéglich ist HoxR fiir die Modifikation des
ungewohnlichen proximalen FeS-Clusters notwendig (Fritsch, Lenz et al. 2011; Goris, Wait et

al. 2011).

1.6.9 Export der membrangebundenen Hydrogenase

Da die MBH eine membranstindige, zum Periplasma hin ausgerichtete Hydrogenase ist,
muss sie nach ihrer Translation und Dimerisierung {liber die Cytoplasmamembran ins Periplasma
ausgeschleust werden (Rodrigue, Chanal et al 1999). Da das Holoenzym eine komplexe
prosthetische Gruppe - das aktive Zentrum - enthilt, fiir dessen Zusammenbau eine Vielzahl von
akzessorischen Proteinen notwendig ist - welche im Cytoplasma lokalisiert sind - kommt fiir die
Translokation nur der sogenannte TAT-Transport (engl.: twin-arginine-transporter) in Frage.
Dieser Exportmechanismus ist in der Lage Holoenzyme als intakte Einheit zu exportieren.
Proteine, die fiir den TAT-vermittelten Transport bestimmt sind, zeichnen sich durch ein 30-50
AS langes Signalpeptid aus (Sargent 2007), welches anhand seines charakteristischen ,,Doppel-
Arginins® leicht zu erkennen ist. Eine solche TAT-Leader-Sequenz findet sich am N-Terminus
der kleinen Untereinheit der MBH (HoxK). Es wird vermutet, dass ein vorzeitiger Export - vor
der Dimerisierung von HoxK und HoxG - vermieden wird, indem diese Sequenz wihrend der

Reifung von HoxQ verdeckt wird (Schubert, Lenz ef al. 2007).
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1.7 Zielsetzung und Methodik dieser Doktorarbeit

Das Ziel dieser Doktorarbeit war die Untersuchung der Maturation von [NiFe]-
Hydrogenasen aus Ralstonia eutropha. Der Schwerpunkt lag dabei auf der Synthese und dem
Einbau der C;-Liganden am Fe des Kofaktors. Im Zusammenhang mit dem Carbonylliganden
sollte insbesondere gekliart werden, ob dieser unter nativen Bedingungen aus der Umgebung
aufgenommen wird, wie es Untersuchungen mit extern appliziertem “CO als Moglichkeit
erscheinen lieBen (Forzi, Hellwig et al. 2007; Lenz, Zebger et al. 2007), oder ob seine Synthese
eine Leistung des Wirtsmetabolismus ist. Ferner sollte untersucht werden, ob CO bereits in dem
transienten Komplex aus HypD und HypC zu finden ist und welche metabolischen Funktionen
an der Synthese dieses Liganden beteiligt sind.

Als weitere zentrale Fragestellung sollte die Funktion von HypX untersucht werden. Im
Vorfeld dieser Studie existierten mehrere, scheinbar widerspriichliche Thesen zur mdoglichen
Funktion von HypX (Rey, Fernandez et al. 1996; Bleijlevens, Buhrke et al. 2004). Eine
neuerliche Untersuchung der HypX-Funktion war daher angezeigt. Zudem war bekannt, dass
sich die pleiotrope Maturation in R. eutropha deutlich toleranter gegeniiber hohen
Sauerstoffpartialdriicken verhilt (Lenz, Ludwig et al. 2010) als die Reifung in anderen
Organismen, z. B. E. coli (Soboh, Kriiger et al. 2010), und das diese Sauerstofftoleranz durch
HypX vermittelt wird. Deshalb sollte die molekulare Basis dieser HypX-vermittelten
Sauerstofftoleranz untersucht werden.

Neben klassischen molekularbiologischen und biochemischen Methoden wurde vor allem die
Fourier transformierte Infrarotspektroskopie in Verbindung mit SI-Markierung eingesetzt. Diese
Methodik ermdglicht die gezielte Untersuchung von Metall-Liganden-Komplexen. Anhand der
charakteristischen Streckschwingungen lassen sich mit dieser Technik qualitative Aussagen iiber
Art und Anzahl der metallgebundenen Liganden (CN'- und CO-Liganden) treffen. Durch die
Zugabe von stabilen Isotopenverbindungen lassen sich so mdgliche Vorstufen in der Synthese
dieser Liganden verifizieren, da das hohere Atomgewicht der Ligandenatome zu einer
charakteristischen Verschiebung des Absorptionsmaximums des jeweiligen Liganden fiihrt.
Diese Technik hat sich in der Vergangenheit bereits als geeignetes Werkzeug zur Analyse des
aktiven Zentrums bzw. der Hydrogenasereifung bewihrt (Pierik, Roseboom et al. 1999). Die
Infrarotspektroskopie wurde in Kooperation mit der AG Hildebrandt vom Institut fiir

Biophysikalische Chemie der TU Berlin durchgefiihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Plasmide und Bakterienstamme

Tabelle 1: Verwendete Bakterienstimme

Material und Methoden

Stammname Relevante Eigenschaften Herkunft / Referenz

R. eutropha:

H16 Wildtyp, MBH', SH', RH", HoxJ’ DSM428, ATCC17699

HB1 Acan, HoxJ (Kusian, Sultemeyer ef al.
2002)

HB14 AP 2, HoxJ (Jeffke, Gropp et al. 1999)

HB60 Acaa, HoxJ Kusian B., unveroffentlicht

HF210 pHG1; MBH', SH', RH’, HoxJ’ (Srivastava, Urban ef al.
1982)

HF338 AhypD, HoxJ (Dernedde, Eitinger ef al.
1996)

HF340 AhypC, HoxJ (Dernedde, Eitinger ef al.
1996)

HF469 AhypX,, HoxJ (Buhrke und Friedrich 1998)

HF485 HypX D109N, HoxJ" (Buhrke 2006)

HF499 AhoxH, AhoxG, AhoxC, AhypX,, HoxJ Buhrke T., unveréffentlicht

HF574 AhoxH, AhoxG, AhoxB, AhoxC, HoxJ (Buhrke, Brecht et al. 2002)

HF575 hyplIA (hyp[AIBIF1CDEX] A), hyp2A (hyp[A2B2F2]A), (Buhrke 2006)

HoxJ

HF962 pHG1', AP,..x, HoxJ (Biirstel, Siebert et al. 2012)

HF965 AglyA, HoxJ Diese Arbeit

HF966 pHG1", AglyA, HoxJ Diese Arbeit

HF967 AglyA, AhoxH, AhoxG, AhoxB, AhoxC, HoxJ Diese Arbeit

HF968 AhypX,, AcoxL1, HoxJ Diese Arbeit

HF969 AhoxH, AhoxG, AhoxB, AhoxC, AcoxL1, HoxJ Diese Arbeit

HF970 Agly4, HypX D109N, HoxJ Diese Arbeit

HF971 AhoxH, AhoxG, AhoxC, AhypX,, AglyA , HoxJ Diese Arbeit

HF972 AhoxH, AhoxG, AhoxB, AhoxC, AhypX,, HoxJ Diese Arbeit

HF973 hypIA (hyp[A1BIFICDEX] A), hyp2A (hyp[A2B2F2]A), Diese Arbeit

AP,.x, HoxJ

HF974 HypX Y439F, HoxJ Diese Arbeit

HF975 HypX Y439A, HoxJ Diese Arbeit

HF976 HypX Y439E, HoxJ Diese Arbeit

HF977 HypX D425A, HoxJ Diese Arbeit

HF978 HypX D425N, HoxJ Diese Arbeit

HF979 HypX D425SE, HoxJ Diese Arbeit

HF980 HypX Y453F, HoxJ Diese Arbeit

HF981 HypX Y453H, HoxJ Diese Arbeit

HF982 HypX W451H, HoxJ Diese Arbeit

HF983 HypX W451F, HoxJ Diese Arbeit

HF984 HypX E449Q, HoxJ Diese Arbeit

HF985 HypX E449D, HoxJ Diese Arbeit

HF986 HypX S448A, HoxJ Diese Arbeit

HF987 HypX S448G, HoxJ" Diese Arbeit

HF988 AhoxH, AhoxG, AhoxB, AhoxC, AglyA, HypX Y439F, HoxJ Diese Arbeit

HF989 AhoxH, AhoxG, AhoxB, AhoxC, AglyA, HypX Y439A, HoxJ Diese Arbeit

HF990 AhoxH, AhoxG, AhoxB, AhoxC, AglyA, HypX Y439E, HoxJ Diese Arbeit

HF991 AhoxH, AhoxG, AhoxB, AhoxC, AglyA, HypX W451F, HoxJ Diese Arbeit

HF992 AhoxH, AhoxG, AhoxB, AhoxC, AglyA, HypX E449Q, HoxJ Diese Arbeit
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Fortsetzung Tabelle 1: Verwendete Bakterienstimme

Material und Methoden

Stammname Relevante Eigenschaften Herkunft / Referenz
E. coli:
DH5a F', ompT, hsdSp (v p m p) gal dem (DE3) (Yanisch-Perron, Vieira et al.
1985)

BL21 (DE3) F,(@80dlacZ AM15), recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (r (Studier und Moffatt 1986)
km 1 g); supE44, relAl, deoR, A(lacZYA-argF)U169 (DE3)

MC4100 F', araD139, A(argF-lac)U169, ptsF25, deoCl, reldl, (Casadaban 1976)
fIbB5301, rpsL150, A’

MI54 MC4100; AcarAB (Paschos, Glass et al. 2001)

MI59 MC4100; AdcarAB, AhypF (Paschos, Glass et al. 2001)

YUO051 MC4100 (DE3); AdcarAB Diese Arbeit

YUO053 MC4100 (DE3); AdcarAB, AhypF Diese Arbeit

IM109 F* traD36 laclq, A(lacZ) M15 proA+B+/el4-(McrA-) IA(lac- (Yanisch-Perron, Vieira ef al.
proAB) thi gyr496 (Nalr) endA1 hsdR17(rk-mk+) reld] 1985)
supE44 recAl

NEB 10-beta araD139 A(ara-leu)7697 fhuAd lacX74 galK (680 A(lacZ)M15) New England Biolabs
mcrA galU recAl endAl nupG rpsL (Str™) A(mrr-hsdRMS-
mcrBC)

S17-1 TpR SmR recA, thi, pro, hsdR-M'RP4: 2-Tc:Mu: Km Tn7 (Simon, Priefer et al. 1983)
Apir

Tabelle 2: Verwendete Plasmide

Plasmide Relevante Eigenschaften Referenz
Litmus28 Ap', ColEl ori, lacz New England Biolabs
pCH301 2,2 kB Pstl-KpI Fragment (hypC) in pBluescript KS" (Dernedde, Eitinger ef al.

1996)
pCH328 2,2 kb BamHI/EcoRI-Fragment (enthélt #yp.X) in (Lenz, Schwartz et al. 1994)
pBluescript KS+
pCH630 1.3 kb Nsil-Fragment (enthélt AypXA,) aus pCH629 (Buhrke und Friedrich 1998)
in pLO2
pCH631 (Prac-malE: :hypX) in pMal-c2 Diese Arbeit
pCH783 hypAIBIFICIDIEIX hoxABC, hoxJ®"*** (HoxJ) in (Lenz, Gleiche et al. 2005)
Litmus28(-Sacl)
pCH2765 1,72 kB PCR-Amplikon (g/y4) in Sall geschnittenem Diese Arbeit
pLO1
pCH2771 pCH2765, Sall geschnitten und religiert, enthilt 384Bp Diese Arbeit
in frame-Deletion in glyA.
pEDY309 Tc®, RK2, ori, Mob" (Kleihues, Lenz et al. 2000)
pGES567 (pRH) (Psy-h0xBsopsirep-f0xC) in pEDY 309 (Buhrke, Lenz et al. 2005)
pGE1626 MBH-Operon (20xKsyep) in pEDY309 Lenz O., unverdffentlicht
pGE2799 MBH-Operon (hoxKsyep, AlypX3) in pEDY309 Lenz O., unver6ffentlicht
pIBO1 pLO11 mit GGA — CAT-Austausch in 5°- Richtung von Diese Arbeit
Sacl
pIB02 pIBO1, hypAIBIFIEIDIEIX Diese Arbeit
pIBO8 750 Bp Ascl-Fragment (‘hypC-hypD') aus pCH301 in Diese Arbeit
pNEB193,
pIB09 324 Bp PCR-Amplikon (4ypC-CStrep) in Nael Diese Arbeit
geschnittenem pIB08
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Fortsetzung Tabelle 2: Verwendete Plasmide

Material und Methoden

Plasmide Relevante Eigenschaften Referenz
pIB10 324 Bp PCR-Amplikon (hypD-NStrep) in Nael Diese Arbeit
geschnittenem pIB0S
pIBI1 pIB02-05, hypAIBIFICI cseyDIEIX Diese Arbeit
pIB12 pIB02-05, hypAIBIFICIDI ysye,E1X Diese Arbeit
pIBI15 pIB01-03, hypC1D1 csyep Diese Arbeit
pIB18 3,4 kB PCR-Amplikon (‘coxM1-coxS1") in pLO2 Diese Arbeit
pIB19 pIB18, SexAl verdaut und religiert (coxLIA) Diese Arbeit
pIF39.1 HypX Y439F in pLO2 Diese Arbeit
pIF40.4 HypX Y439A in pLO2 Diese Arbeit
pIF41.1 HypX Y439E in pLO2 Diese Arbeit
pIF42.13 HypX D425A in pLO2 Diese Arbeit
plF43.2 HypX D425N in pLO2 Diese Arbeit
pIF47.3 HypX D425E in pLO2 Diese Arbeit
plF49.5 HypX Y453F in pLO2 Diese Arbeit
pIF50.5 HypX Y453H in pLO2 Diese Arbeit
pIF51.1 HypX W451H in pLO2 Diese Arbeit
plF52.1 HypX W451F in pLO2 Diese Arbeit
pIF53.5 HypX E449Q in pLO2 Diese Arbeit
plF54.5 HypX E449D in pLO2 Diese Arbeit
pIF55.5 HypX S448A in pLO2 Diese Arbeit
plF56.4 HypX S448G in pLO2 Diese Arbeit
pLO1/pLO2 Km®, sacB,RP4 oriT,ColEl ori (Lenz, Schwartz et al. 1994)
pLO11 TcR, RK2 ori, Mob', PacoX-C-terminal Strep-Tag® (Schwarze, Kopczak et al.
2010)
pMal-c2 ApR, M13 ori,pBR ori, lacZ , Pj,.r-malE New England Biolabs
pNEB193 Ap®, M13 ori, lacz New England Biolabs

pT-HypDCsep
pT-HypDECs,

pT-HypDEFCgyp

pT7-7, hypD, hypCireps Ap"
pT7-7, hypD, hypE, hypCsirey, Ap*

pT7-7, hypD, hypE, hypF, hypCsyep, Ap®

(Blokesch, Albracht et al.

2004)

(Blokesch, Albracht et al.

2004)

(Blokesch, Albracht et al.

2004)

2.2 Kultivierung der Bakterien

Anzucht, Konservierung und Handhabung von Bakterienstimmen erfolgten grundsitzlich unter
sterilen Bedingungen und gemidfl den geltenden Richtlinien fiir S1-Bereiche. Alle verwendeten
Geritschaften, Medien, Verbrauchsmaterialien und Anzuchtgefdfle wurden grundsétzlich sterilisiert. Bei
Glaswaren, hitzeresistenten Medien und Verbrauchsmaterialen (siche Herstellerangaben) wurde ein
Autoklav zur Sterilisation verwendet (mindestens 20 Min. bei 120 °C und 1bar Druck). Hitzelabile
Chemikalien und Losungen (z. B. Antibiotika) wurden iiber verschiedene Filtereinheiten mit einer
Ausschlussgrofle von 0,2 um (Bottle Top-Filter, Corning, Corning, USA; Spritzenaufsatzfilter, Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, Deutschland) sterilfiltriert. Hinde und hitzempfindliche Gerétschaften wurden mit
Ethanol sterilisiert.

2.2.1 Anzuchtmedien

Ralstonia eutropha wurde in Mineralmedium angezogen (Schlegel, Kaltwasser et al. 1961; Friedrich,
Schneider et al. 1982). Bei chemolithoautotrophen Anzuchten von R. eutropha wurde AutN als Medium
und ein definiertes Gasgemisch aus N,, O,, H, und CO, (Volumenanteile siche Text) verwendet. Bei
heterotropher Anzucht wurde FGN- oder GN-Medium (siehe Tabelle 3) an Luft verwendet. FN-Medium
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wurde regelméfig nur zur Anzucht von Vorkulturen verwendet (Ausnahmen im Text angegeben). Fiir den
Plasmidtransfer wurde NB-Medium verwendet.

Escherichia coli-Stamme wurden in LSLB- (Low-Salt Luria-Broth) und LB-PSI-Medium angezogen.
Fiir die Uberexpression des HypCD-Komplexes wurden entsprechende Expressionsstimme in TGYEP-
Medium kultiviert (sieche Tabelle 3).

Antibiotika wurden als Stammldsung angesetzt und bei -20 °C gelagert. Die Endkonzentrationen der
einzelnen Antibiotika lag bei; Tetracyclin 10 pg+ml” (in 70 % Ethanol), Kanamycin 50 g+ ml™" fiir
E. coli-Kulturen bzw. 400 pg « ml™” fiir R. eutropha-Kulturen und Ampicillin 100 pg « ml™.

Fiir Agarplatten wurden dem Fliissigmedium zusitzlich 1,2 % (w/v) Agar-Agar (Carl Roth®™) bzw.
Reinstagar (DIFCO®™ BactoAgar) zugegeben.

Bei Verwendung von Agly4-Mutanten wurden jeweils noch 5 mM Glycin ins Medium gegeben.

Tabelle 3: Verwendete Nihrmedien

Name Substanz Konzentration* Referenz
H16-Puffer Na,HPO, 25 mM
KH2P04 11 mM
Auf 1L mit ddH,0 aufgefiillt; pH eingestellt auf
7.0 bei RT
AutN, FN', GN? FGN? NH,CI 37,4 mM (Schlegel, Kaltwasser et
NiCl, * 6 H,0 0,001 mM al- 1961)
FeCl; * 6 H,O 18 mM (Friedrich 1982)
CaCl, » 2 H,0 0.068 mM (Friedrich, Heine et al.
MgSO, * 7 H,0 0,81 mM 1981)
' Fruktose 0,4 % (W/v)
2 Glycerol 04 % (W/V)
? Fruktose 0,2 % (W/V)
3 Glycerol 0,2 % (W/V)
Auf 1L mit H16-Puffer aufgefiillt
LSLB Trypton” 1,0 % (wiv) (Bertani 2004)
Hefeextrakt” 0,5 % (wW/v)
NaCl 0,25 % (w/v)
Auf 1L mit ddH,O aufgefiillt
LSLBg,. (wie LSLB, jedoch mit) Saccharose 15 % (w/v)
SOC Trypton” 2,0 % (wiv) (Hanahan 1983)
Hefeextrakt” 0,5 % (W/v)
NacCl 10 mM
KCl 2,5 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
Glucose 20 mM

Auf 1L mit ddH,O aufgefiillt

NB Nutrient Broth 0,8 % (W/v)
Auf 1L mit ddH,O aufgefiillt
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Fortsetzung Tabelle 3: Verwendete Nihrmedien

Material und Methoden

Name Substanz Konzentration* Referenz
TGYEP Trypton * 1 % (wW/v) (Blokesch 2004)
Hefeextrakt” 0,5 % (w/v)
Glucose 0,8 % (W/v)
Na-Formiat 15 mM

Auf 1L mit 0,1M KPO,-Puffer; pH 6,5

* Endkonzentration bezogen auf 1L; * Produkt der Firma DIFCO®,

Die Induktion der Uberexpression (z. B. E.c.HypCD-Komplexe und MBP::HypX) fand in E.coli in
der logarithmischen Phase, bei einer ODgyy von etwa 0,5, mit einer IPTG-Endkonzentration von 0,1-
0,5 mM statt.

Die Uberexpression der HypCD-Komplexe aus R. eutropha fand in FGN-Medium statt. Die
Uberexpression wurde hier nach etwa 24 Stunden, bei einer ODy6> 6,0, mit 10-15 mM Acetoin
induziert.

Die Uberexpression der RH (pRH) wurde durch den endogenen SH-Promotor gesteuert. Dieser wird,
ohne Zugabe eines Induktors, bei energicarmen Wachstumsbedingungen (z. B. GN-Medium aber auch
unter chemolithoautotrophen Bedingungen) hochreguliert. Demnach beginnt die Expression der
Hydrogenase assoziierten Gene in GN-Medium umgehend nach der Volladaption. Im Gegensatz dazu
bildet sich in FGN-Medium ein zweiphasiges Wachstum aus (siche Abbildung 2-1 A), bei dem zunéchst
die Fruktose metabolisiert wird und erst im Anschluss das Glycerol. Hydrogenaseexpression findet nur in
der Glycerolphase statt (Friedrich, Heine et al. 1981; Friedrich 1981; Friedrich 1982).

A)  Fructos Glycerol B) Glycerol
10 5 10 %

5 1k a 1E

O - o -
0‘1:||I|I|I|I|I|I 0‘1:|||||||||||||

0 24 48 72 96 120 144
Zeit (Std.)

0 24 48 72 96 120 144
Zeit (Std.)

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung des heterotrophen Wachstums von Ralstonia eutropha in
verschiedenen Medien in Korrelation zur Hydrogenaseexpression. A) Wachstum auf FGN-Medium (mit 0,2 %
Fruktose, 0,2 % Glycerol). Das biphasische Wachstum zeigt rasches Wachstum auf Fruktose (schwarze Kreise) und
langsames Wachstum auf Glycerol (griine Kreise). Wihrend des Wachstums auf Fruktose findet keine Expression
der Hydrogenasen statt (rote Flache), wahrend des Wachstums auf Glycerol findet Hydrogenaseexpression statt
(grine Flache). B) Wachstum auf GN-Medium (mit 0,4 % Glycerol). Auf Glycerol beginnt die
Hydrogenaseexpression direkt nach der Volladaption (griine Fliche). Adaptiert aus Friedrich, Heine et al. (1981).
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2.2.2 Kultivierung bakterieller Zellen

Agarplatten wurden bei 37 °C bzw. 30 °C (bei chemolithoautotrophen Bedingungen) unter acroben
Bedingungen (Luft) oder in Exsikkatoren unter definierten Gasgemischen (siche Text) angezogen.

Fiir gentechnische Zwecke bzw. als Vorkulturen fiir grofere Fliissigkulturen wurden 10 ml-
Fliissigkulturen (in sterilen 100 ml-Erlenmeyerkolben) wahlweise mit einer Einzelkolonie von Platte oder
aus einer Glycerolkultur (siche Kapitel 2.2.7) beimpft. Ralstonia eutropha-Vorkulturen wurden in FN-
Medium bei 37 °C und 200 upm fiir 72 Stunden angezogen. E. coli-Vorkulturen wurden 24 Stunden bei
37 °C und 200 upm in LSLB-Medium kultiviert. Die Hauptkulturen wurden mit 1 % (v/v) der Vorkultur
inokuliert.

Fir Anzuchten mit geringen bis mittleren Volumen wurde R. eutropha in mehreren 500 ml-
Schikanekolben (gefiillt mit 166 ml Medium) bei 30 °C und 100 upm kultiviert. Je nach verwendetem
Medium schwankte die Kultivierungsdauer in der Regel zwischen 48 Stunden (FGN) und < 9Tagen (GN-
Medium). Fiir R. eutropha-Kulturen, die unter chemolithoautotrophen Bedingungen angezogen wurden,
wurden die Schikanekolben mit AutN-Medium befiillt und (6 Stiick max.) in 21L-Exiskkatoren platziert.
Der Exsikkator wurde mit einem Gasgemisch, bestehend aus 65-75 % N,, 5-15 % O,, 10 % H, und
10 % CO,, (genaue Volumenanteile im Text; Gase werden immer in v/v angegeben) befiillt.
Gegebenenfalls wurden noch 5000 ppmv CO zugegeben.

Bei groBlen Kulturvolumen unter heterotrophen Bedingungen (z. B. R.e. HypCD-Komplexe) wurden
bis zu (2x) 10L-FGN-Kulturen in einem Fermenter (Biostat MD, B.Braun, Melsungen, Deutschland) bei
30 °C und einer Riihrergeschwindigkeit von 400 upm angezogen. Die Kulturen wurden mit einer
Flussrate von 4 1/min mit sterilfiltrierter Luft (Millidisk 10, Millipore, Schwalbach/Ts., Deutschland)
durchgast. Nach Erreichen einer ODy3 von ~10 £ 1, wurden die Zellen abgeschopft, auf Eis gestellt und -
wie unten erldutert - geerntet.

Zur Uberexpression des E.c.HypCD-Komplexes wurden sechs 5L-Erlenmeyerkolben bis zum Rand
mit sterilem TGYEP-Medium befiillt und mit einem Silikonstopfen und Parafilm™ luftdicht
verschlossen. Nachdem das Medium sich bei 37 °C dquilibriert hatte, wurde die Hauptkultur mit 1 %
einer LSLB-Vorkultur inokuliert. Die Kulturen wurden bei 37 °C kultiviert, bis eine ODgyy von ~0,5
erreicht war. Nach Adaption auf eine Temperatur von 22 °C wurden diese mit 0,1-0,2 mM IPTG
induziert. Nach weiteren 12 Stunden bei 22 °C wurden die Zellen auf Eis gestellt und wie in Kapitel 2.2.6
beschrieben geerntet.

Die Uberexpression von MBP::HypX fand in E. coli IM109 (pCH631) in acroben Kulturen in 150 ml
LSLB (in 500 ml-Schikanekolben) statt. Nach Inokulation mit 1 % einer entsprechenden Vorkultur
wurden die Zellen bei 37 °C und 200 upm bis zu einer ODgg von 0,5-0,8 kultiviert. Die Induktion
erfolgte mit 0,3-0,5 mM IPTG. Nach weiteren 6-8 Stunden wurden die Zellen bei einer ODggy von 3 £ 0,5
geerntet.

2.2.3 Anzucht unter CO-Mangelbedingungen (CO-Limitation)

Die Anzucht unter CO-Limitation erfolgte in 500 ml-Schikanekolben. Bei chemolithoautotrophen
Anzuchten wurden diese Kolben mit je 166 ml AutN-Medium, bei heterotrophen Anzuchten mit FGN-
Medium gefiillt. Die Kulturen wurden mit 1 % einer H16-Vorkultur inokuliert. Die Anzucht fand
anschlieend bei 30 °C und 100 upm statt. Jedoch wurden in beiden Fillen die Kulturen in Exsikkatoren
(bis zu 6 Kolben) mit kiinstlicher Atmosphare kultiviert (autotroph: 10 %H,, 10 %CO,, 5 %0,, und 75 %
N_; heterotroph: 85 % N, 10 % CO; und 5 % O, sowie nach Beendigung der CO-Limitation 5000 ppmv
CO).

Zur Realisierung der CO-Limitation wurden die neu entwickelten Dialysekapseln (siche Kapitel 3.1)
mit 70 %-igem Ethanol sterilisiert und getrocknet. AnschlieBend wurden sie mit 1 mM PdCl,-Losung
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(bezogen auf das absolute Kulturvolumen, geldst in H16-Puffer) befiillt und mit einer gasdurchléssigen,
125 nm dicken PTFE-Membran (H. Saur Laborbedarf, Reutlingen, Deutschland) verschlossen. Die
montierten Kapseln wurden direkt im Kulturmedium versenkt. Nach Beendigung der anfianglichen CO-
Limitation wurden die PdCl,-gefiillten Dialysekapseln entnommen und 5000 ppmv des Antagonisten CO
wurden zugegeben.

2.2.4 *C-Markierungsexperimente

Sofern nicht anders angegeben wurden die *C-Markierungsexperimente aerob, mit jeweils 166 ml
FGN-Medium, in sterilen 500ml-Schikanekolben durchgefiihrt. Bei Experimenten mit *C-Fruktose und
BC-Glycerol wurden 250-800 ml Kulturvolumen eingesetzt. Bei Markierungsexperimenten mit *C-
Acetat, C-Bicarbonat wurden Kulturvolumina von 330-500 ml verwendet. Die Anzucht erfolgte wie in
Kapitel 2.2.2 beschrieben.

Markierungsexperimente mit *CO,-erfolgten in Exsikkatoren mit einer kiinstlichen Atmosphire von
10 % 13C02, 80 % N, und 10 % O,. Die Exsikkatoren wurden mit sechs 500ml-Schikanekolben, mit je
166 ml FGN-Medium, bestiickt und, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, kultiviert.

Die ""CO-Markierungsexperimente erfolgten wie in Kapitel 2.7.2 beschrieben.

Markierungsexperimente zur Untersuchung der Funktion von HypX mit *C-Glycin und "*C-Formiat
wurden aerob unter modifizierten Bedingungen in GN-Medium durchgefiihrt. Dazu wurden 4-10 sterile
500ml-Schikanekolben mit 166 ml GN-Medium befiillt und mit 0,5-1 % einer entsprechenden Vorkultur
inokuliert. Die Kulturen wurden anschlieBend fiir mehrere Tage bei 30 °C und 100 upm kultiviert. Nach
Erreichen einer ODy36 von 1,0 £ 0,2 wurden die Zellen sequentiell geerntet. Dazu wurden die Zellen unter
sterilen Bedingungen in sterilisierten Zentrifugenbechern bei RT und 6.750 x g fiir 15 Min. (Sorvall RC-
6+, Thermo Fischer Kendro, Schwerte, Deutschland) zentrifugiert. Das Medium wurde nach der
Zentrifugation wieder in die Anzuchtkolben gegeben und die Kultivierung wurde fortgesetzt. Das
Zellpellet wurde in H16-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert (4 °C, 6.000 x g, 5 Min.). Bis zur
weiteren Verwendung wurde das Pellet in Fliissigstickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Der
Emtevorgang wurde noch zwei weitere Male wiederholt. Die Zellpellets aller Ernten wurden vereinigt
und, wie in den Kapiteln 2.3.1 und 2.3.3 beschrieben, aufgeschlossen, gereinigt und durch FTIR-
Spektroskopie analysiert (Kapitel 2.4.2).

2.2.5 Bestimmung von Wachstumsparametern

Fir analytische Zwecke bzw. zur Bestimmung des Erntezeitpunktes wurde das Wachstum von
Ralstonia eutropha als Lichtstreuung bei einer Wellenldnge von 436 nm gemessen. Bei Escherichia coli
wurde bei einer Wellenldnge von 600 nm gemessen. Die Messung der optische Dichte (OD) erfolgte in
einer 1 ml-Einwegkiivette mit einer Schichtdicke von 10 mm (Photometer: Libra S12, Biochrom Ltd.,
Cambridge, UK). Zur Ermittlung des Nullwertes wurde frisches Medium verwendet. Die OD wurde in
einem Bereich von 0,0 — 0,3 gemessen, bei hoheren ODs wurde die Probe entsprechend verdiinnt.

2.2.6 Zellernte

Nach Beendigung der Anzucht wurden die Zellen auf Eis gekiihlt. Je nach Volumen der Anzucht
wurden die Zellen anschlieBend in 50 ml Falcon®-Tubes oder in 1L-Bechern geerntet. Die Falcon®-Tubes
wurden bei 4 °C und 4300 x g (Megafuge 1.0, Thermo Fischer Kendro, Schwerte, Deutschland) fiir
10 Min. zentrifugiert. Die 1L-Becher wurden bei 4 °C und 6750 x g fiir 15 Min. (Sorvall RC6+ mit F9S-
4x1000y Rotor, Thermo Fischer Kendro, Schwerte, Deutschland) zentrifugiert. Die Zellpellets wurden
nach der Ernte, bis zur weiteren Verwendung, in fliissigem N, schockgefrostet und bei -80 °C gelagert.
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2.2.7 Konservierung von Bakterienstammen

Bakterienstimme konnen als Einzelkolonien auf Agarplatten bei 4 °C und Dunkelheit fiir bis zu vier
Wochen gelagert werden. Fiir eine dauerhafte Konservierung wurden die Bakterienstimme in LB- (bei
Escherichia coli) bzw. FN- (bei Ralstonia eutropha) Medium mit entsprechenden Additiven (Antibiotika
bzw. Glycin) bei 37 °C und 200 upm kultiviert. Nach 24 Stunden wurden 1,6 ml der Kultur in ein steriles
Glasrohrchen iiberfiihrt und steriles Glycerol mit einer Endkonzentration von 15 % (v/v) zugegeben. Die
Rohrchen wurden bei -80 °C gelagert. Die Stamme wurden wiedererweckt, indem ein Stiickchen der
tiefgefrorenen Glycerolkultur mittels einer sterilen Impfose in 10 ml eines entsprechenden Mediums
(zumeist LSLB- bzw. FN-Medium) iiberfiihrt wurde.

2.3 Zellfraktionierung und Proteinreinigung

2.3.1 Zellaufschluss und Praparation des loslichen Extrakts

Die gefrorenen Zellen wurden im Verhiltnis 1:1 (w/v) mit Resuspensionspuffer (siche unten)
gemischt und auf Eis unter stindigem Riihren resuspendiert. Nach vollstdndiger Resuspension wurden
noch DNAse I und ,,Complete EDTA-free* Proteaseinhibitorcocktail (1Tablette /50 ml) (beide Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland), optional auch 0,1-1 mM DTT, zugegeben. Wihrend des
weiteren Zellaufschlusses wurden die Zellen stets auf Eis gekdihlt.

Fiir kleine und mittlere Volumina (bis 30 ml) wurde eine ,French Pressure Cell“-Apparatur
(G. Heinemann, Schwébisch Gmiind, Deutschland) verwendet. Die Zellen wurden in zwei Passagen in
einer vorgekiihlten Druckzelle bei 62,1 bar (6,21 MPa / in einer kleinen Zelle) bzw. bei 75,8 bar
(7,58 MPa / in einer groBlen Zelle) zerstort. Bei grolen Volumina (> 30 ml) erfolgte der Aufschluss durch
zwei Passagen im Basic-Z Aufschlussgerit (Constant Systems Limited, Northants, UK) bei einem Druck
von 1,6 kbar.

Der Rohextrakt wurde im Anschluss an den Zellaufschluss fiir 45 Min. bei 90.000 x ¢ und 4 °C
zentrifugiert, um den l6slichen Extrakt von Zelldebris und Membranfragmenten zu trennen. Unmittelbar
nach der Ultrazentrifugation wurde der 16sliche Extrakt in ein frisches Gefdf3 iiberfithrt und bis zur
weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

2.3.2 Praparation der inneren Membran

Basierend auf einem Protokoll zur Préparation von E. coli-Sphiroplasten nach Witholt ef al. (Witholt,
Boekhout et al. 1976) wurde die Fraktion der inneren Membran mittels eines osmotischen Schocks
prapariert. Dazu wurden mindestens 3-5g frisch geerntete Zellen (ohne vorheriges Einfrieren und
Auftauen!!) in 1000 ml 50 mM Tris-HCI-Puffer (pH 7,8 @ RT) gewaschen und erneut fiir 20 Min. bei
4800 x g und 4 °C sedimentiert. Im Anschluss wurde das Zellpellet in 400 ml Saccharosepuffer (192 g
Saccharose in 500 ml 50 mM Tris-HCI-Puffer; pH7,8 @ RT) und 1 mM EDTA resuspendiert und fiir
5 Min. bei RT inkubiert. Die Zellen wurden erneut fiir 20 Min. bei 15.100 x g und 4 °C (Sorvall RC5C
mit SS34 Rotor, Thermo Fischer Kendro, Schwerte, Deutschland) abzentrifugiert. Durch erneute
Resuspension des Pellets in 200 ml ddH,O platzte die dulere Membran ab, dies legte die Sphéroplasten
frei. Diese wurden durch Zentrifugation (20 Min., 4000 x g, 4 °C, Megafuge 1.0, Thermo Fischer Kendro,
Schwerte, Deutschland) geerntet. Der Uberstand mit der AuBeren Membranfraktion wurde verworfen, die
Sphéroplasten wurden in Fliissigstickstoff schockgefrostet und konnten so bei -80 °C gelagert werden.
Zur weiteren Verwendung wurde das Pellet aufgetaut und in 10 ml gekiihltem 50 mM K-PO,-Puffer (pH
7,0 @ RT) resuspendiert. Die Sphiroplasten wurden dann wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben
aufgeschlossen und abzentrifugiert. Der Uberstand mit dem Cytoplasmaextrakt wurde verworfen und das
Zellpellet in ca. 1ml 50 mM K-PO,-Puffer (pH 7,0 @ RT) resuspendiert und durch eine
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Ultraschallbehandlung auf Eis (2 Min. Level 2,5, 75 %; Sonifier W-250 mit 5 mm Standardspitze,
Branson Ultrasonics, Danbury, USA) vollstindig homogenisiert. Diese homogenisierte innere Membran
konnte so direkt fiir die Aktivitdtsmessung bzw. fiir die Infrarotspektroskopie verwendet werden.

2.3.3 Affinitatschromatographie

Zur  Anreicherung  rekombinanter  Proteine aus  loslichen  Extrakten  wurde die
Affinitdtschromatographie eingesetzt. Dazu wurden zwei verschiedene Systeme verwendet.

Bei der Reinigung iiber einen Strep-Tagll® wurde eine rekombinante Variante des Zielproteins
konstruiert, bei der der N- oder C-Terminus mit einem zusitzlichen Oligopeptid (WSHPQFEK) versehen
wurde. Dieses bindet spezifisch und hochaffin an das Strep-Tactin”-Granulat, welches eine modifizierte
Variante des Strepavidin ist (Schmidt, Koepke et al. 1996; Voss und Skerra 1997).

Bei der Anreicherung iiber Amylosegranulat wurde das Zielprotein mit MBP (Maltose Binding
Protein) fusioniert, welches spezifisch an Amylose bindet, jedoch mit 42,5 kDa recht grof} ist und zur
Beeintrachtigung der Aktivitét des Zielproteins fithren kann. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4 °C
durchgefiihrt. Die Proben selbst wurden stindig mit Eis gekiihlt.

Proteinreinigung iiber Strep-Tagll

Zur Reinigung kleiner Anzuchten (3-5g Nassgewicht) wurden vorwiegend Strep-Tactin Spin
Columns verwendet (IBA, Gottingen, Deutschland). Dieses Verfahren wurde zumeist bei der RH-
Reinigung (u.a. bei Markierungsexperimenten) angewendet. Die S&ulen wurden mit 2x 500 pl
Resuspensionspuffer (Puffer W: 100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 8,0 @ 4 °C) aquilibriert. Dazu
wurden die Sdulen mit einem Festwinkelrotor bei 700 x g und 4 °C fiir 1 Min. zentrifugiert (Fresco 21,
Thermo Fischer, Schwerte Deutschland). AnschlieBend wurde der préparierte losliche Extrakt (siehe
Kapitel 2.3.1) in Aliquots von 700 pl auf die &quilibrierten Séulen gegeben. Jedes Aliquot wurde
wiederum fiir 1 Min. mit 700 x g und bei 4 °C zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Durchfluss ein
zweites Mal appliziert. Zuvor wurde die Sdule jedoch mit 2 x 700 ul Puffer W gewaschen. Nach dem
zweiten Durchgang wurde die Sdule viermal mit 100 pl Puffer W gewaschen. Es wurde jeweils mit voller
Geschwindigkeit bei 4 °C fiir eine Minute zentrifugiert. Im Anschluss wurde das gebundene Protein mit
vier Aliquots a4 150 ul Elutionspuffer (Puffer BE: wie Puffer W, jedoch mit 5 mM d-Biotin (Sigma-
Aldrich, Schnelldorf, Deutschland)) eluiert. Dazu wurde fiir 1 Min. bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Das Eluat wurde vereinigt und mittels Amicon Ultra-15 bzw. Amicon Ulta-0.5 mit Ultracel
30K bzw. 10K (Millipore, Schwalbach/Ts., Deutschland) entsprechend den Herstellerangaben auf ein
Volumen zwischen 10-30 pl eingeengt. Durch einen gleichzeitigen Pufferaustausch wurde der
Elutionspuffer gegen einen Lagerungspuffer mit 5 % Glycerol (Puffer S: 10 mM Tris-HCl, 5 % (w/v)
Glycerol pH 8,0 @ 4 °C) ausgetauscht. Die Proben wurden, bis zur weiteren Verwendung, in
Flissigstickstoff eingefroren und gelagert. Abbildung 6-1 zeigt exemplarisch eine RHgopstep-Reinigung.

Zur Reinigung grofler Zellmengen (bis zu 80 g Nassgewicht), u. a. bei Reinigung des HypCD-
Komplexes aus R. eutropha und E. coli wurde Strep-Tactin®-Superflow”-Matrix (IBA, Gottingen,
Deutschland) verwendet. Dazu wurden Chromatographiesdulen mit 0,5-1 ml Strep-Tactin®-Superflow”
gestopft. Nach Aquilibration der Sdule mit dem verwendeten Aufschlusspuffer (Puffer A: 50 mM Tris-
HCI, 0,1 mM DTT, pH 7,5 @ 4 °C; 1 Tablette Complete EDTA-free/50ml) wurden die Sdulen mit dem
16slichen Extrakt beladen. Nach einem Waschschritt mit 40 SV Puffer B (Puffer B: 50 mM Tris-HCI,
50 mM NaCl, pH 7,5 @ 4 °C) wurde der Durchfluss erneut auf die Siule gegeben. Nach einem zweiten
Waschschritt (40 SV Puffer B) wurde das gebundene Protein mit 6 x 1,5 SV Elutionspuffer (Puffer C:
50 mM Tris-HCI, 0,1 mM DTT, 5 mM d-Desthiobiotin, pH 7,5 @ 4 °C) eluiert. Die Elutionsfraktionen
wurden vereinigt und mittels Amicon Ultra-15 bzw. Amicon Ulta-0.5 mit Ultracel 30K bzw. 10K

-32 -



Material und Methoden

(MWCO) (Millipore, Schwalbach/Ts., Deutschland) entsprechend den Herstellerangaben auf ein
Volumen zwischen 10-30 pl eingeengt. Durch einen gleichzeitigen Pufferaustausch wurde der
Elutionspuffer gegen einen Lagerungspuffer mit 5 % Glycerol (Puffer S: 10 mM Tris-HCl, 5 % (w/v)
Glycerol pH 8,0 @ 4 °C) ausgetauscht. Die Proben, bis zur weiteren Verwendung (z. B. FTIR-
Spektroskopie), in Fliissigstickstoff eingefroren und gelagert. Die Sdulen konnten durch Applikation von
8 SV des Regenerationspuffers (Puffer C: 100 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl, 5 mM HABA, pH 8,0 @
4 °C) regeneriert werden. Abschlieend wurde die Sdule mit Puffer A solange dquilibriert, bis keine Reste
des HABA mehr sichtbar waren.

Proteinreinigung iiber MBP (Maltose-Binding-Protein)

Zur Reinigung eines MBP-Fusionsproteins (MBP::HypX) wurde eine Sdule mit einem Bettvolumen
von 0,5 ml Amylosematrix (NEB, Frankfurt a. M., Deutschland) gegossen. Diese Sdule wurde mit 10
Saulenvolumen (SV) Resuspensionspufter (Column Buffer: 20 mM Tris-HCI, 0,2 M NaCl, 0,1 mM DTT,
1 mM EDTA, pH 7,4 @ 4 °C) &quilibriert. Der 16sliche Extrakt (siehe Kapitel 2.3.1) wurde zweimal
hintereinander iiber die Sdule geben und zwischendurch mit 10 SV Resuspensionspuffer gewaschen.
Nach dem zweiten Durchgang wurde mit 10 SV Resuspensionspuffer gewaschen. AnschlieBend wurde
sechs Mal mit 1 SV Elutionspuffer (wie Resuspensionspuffer mit zusétzlich 10 mM Maltose) eluiert.

Nach erfolgter Elution konnte die Séule regeneriert werden. Dazu wurden der Reihe nach mit 3 SV
Resuspensionspuffer, 3 SV 0,1 % SDS, 1 SV dH,O und 5 SV Resuspensionspuffer é&quilibriert.
AbschlieBend wurden die Sdulen in 20 %-igem Ethanol bei 4 °C gelagert. Das Eluat wurde vereinigt und
mittels Amicon Ultra-15 mit Ultracel-30 (Millipore, Schwalbach/Ts., Deutschland) entsprechend den
Herstellerangaben auf ein Volumen von 200 pl eingeengt.

2.3.4 GroRenausschlusschromatographie

Zur Konzentration von Proben, bzw. zur weiteren Trennung von Proteinfraktion, sowie zur Analyse
von Proben wurden diese einer GroBenausschlusschromatographie unterzogen. Nachdem die
Proteinproben, wie in Kapitel 2.3.3 beschrieben, gereinigt und auf ein Volumen von 200 pl eingeengt
wurden, wurden sie in einem Akta purifier (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) iiber eine HiLoad
16/60 Superdex Prep grade-Saule (Code: 17-1069-01; Séulenvolumen: 120,637 ml, Vy: 39,8, Flussrate:
1,0 mI/Min.; GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) gereinigt. Diese Siule wurde UN mit Column
Buffer (20 mM Tris-HCI, 0,2 M NaCl, 0,1 mM DTT, 1 mM EDTA, pH7,4 @ 4 °C) aquilibriert.
AnschlieBend wurde der Akta iiber einen 500 pl-Loop mit der Probe befiillt. Dieser Loop wurde zu
Beginn der Akta-Reinigung mit 1,5 ml Puffer geleert. Der gesamte Lauf wurde mit 1,2 SV Column Buffer
durchgefiihrt. Die Fraktionierung begann nach 0,1 SV, die Fraktionsgrofe betrug 1,0 ml. Wahrend der
Akta-Reinigung wurden zwei UV-Vis-Spektren bei 280nm und 415 nm aufgenommen. Nach Analyse der
Fraktionen mittels denaturierender SDS-PAGE wurden die proteinhaltigen Fraktionen vereinigt und
entsprechend den Herstellerangaben mittels Amicon Ultra-15 mit Ultracel-30 (Millipore, Schwalbach/Ts.,
Deutschland) auf ein Volumen von 500 pl eingeengt. Zur Ermittlung der Groe wurde das Gel Filtration
Markers Kit for Protein Molecular Weights 12-200 kDa (MWGF200-1KT; Sigma-Aldrich, Schnelldorf,
Deutschland) verwendet.

2.3.5 Proteolytische Spaltung des MBP::HypX-Fusionsproteins
Zur Spaltung des MBP-Fusionsproteins wurde das konzentrierte und gereinigte MBP::HypX-Protein
mit 1% (1 mg Protease / 100 mg Fusionsprotein) Factor Xa Protease (NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland) versetzt und gemischt. AnschlieBend wurde das Protein fiir 4 - 48 Stunden bei 4 °C
inkubiert und der Verdau mittels SDS-PAGE {iberpriift.
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2.4 Probenanalytik

2.4.1 Photometrische Proteinquantifizierung mittels BCA-Test

Die Proteinquantifizierung mittels BCA (Bicinchoninsédure) nach Smith et al. basiert auf dem
quantitativen Umsatz von zweiwertigen Kupfer-lonen mit Protein zu einwertigen Kupfer-lonen (Biuret-
Reaktion). Diese reagieren in einem zweiten Schritt mit Bicinchoninsédure. Der entstandene Kupfer-BCA-
Komplex besitzt eine intensive violette Farbung und lésst sich anhand seiner Absorption bei 562 nm
photometrisch auswerten (Smith, Krohn et al. 1985).

Fiir die Messung wurde das BCA Protein Assay Kit von Pierce (Thermo Fischer Scientific, Bonn,
Deutschland) verwendet. Die beiden Stammldsungen miissen vor Beginn der Messung im Verhéltnis 50:1
(BCA A : BCA B) zur gebrauchsfertigen Arbeitslosung gemischt werden. Nachfolgend wurden je 25 pl
der verdiinnten Proben (linearer Bereich 20-2.000 pg/ml) und der definierten BSA-Proteinstandards
(jeweils Dreifachbestimmung) in eine 96-Well-Platte pipettiert und jeweils 200 ul der Arbeitslésung
zugegeben. AnschlieBend wurden die Proben fiir mindestens 30 Min. bei 37 °C inkubiert und in einem
SpectraMax 340 Plattenlesegerit (Molecular Devices, Sunyvale, USA) ausgewertet.

2.4.2 Fourier transformierte Infrarot (FTIR)- Spektroskopie

Die FTIR-Spektroskopie wurde am Max-Volmer-Labor fiir Biophysikalische Chemie an der TU
Berlin in der AG Hildebrandt durchgefiihrt. Die Spektren wurden mit einem Bruker Tensor 27 FT-IR-
Spektrometer (Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Deutschland) mit einem, mit Fliissigstickstoff gekiihlten,
Quecksilber-Cadmium-Tellurid- (MCT)-Detektor aufgenommen. Die spektrale Auflosung betrug dabei
2 cm™. Der Probenraum wurde mit getrockneter Druckluft gespiilt. Die Probe wurde in einer gasdichten,
temperaturkontrollierten IR-Fliissigkeitszelle (Zellvolumen ~ 7 ul, optische Wegldnge = 50 um) mit
CaF,-Fenstern bei einer konstanten Temperatur von 10 °C gemessen. Die Konzentration der Proben lag
bei der RH bei 50-300 uM und beim HypCD-Komplex bei 0,24-1,9 mM. Fiir ein Spektrum wurden
wenigstens 200 Scans addiert. Um das Signal/Rausch-Verhéltnis zu verbessern, wurden bis zu 30
Spektren gemittelt. Die Hintergrundspektren wurden mit Lagerpuffer (Puffer S: 10mM Tris-HCI, 5 %
(w/v) Glycerol pH 8,0 @ 4 °C) aufgenommen. Bei Proben mit einem geringen Signal-Rausch-Verhéltnis
wurde die Probe, nach der ersten Messung, iiber mehrere Tage bei Raumtemperatur denaturiert und
erneut gemessen. Aus beiden Spektren wurde ein Differenzspektrum gebildet. Bei ausreichend groem
Signal-Rausch-Verhéltnis wurden die Spektren mittels einer Sp/ine-Funktion aus der OPUS 6.5 Software-
Suite von Bruker auf eine Basislinie normiert.

2.4.3 Photometrische Bestimmung der Hydrogenaseaktivitat der SH in
ganzen Zellen

Die Bestimmung der Hydrogenaseaktivitit der SH (EC 1.12.1.2) erfolgte, basierend auf einem
Protokoll von Friedrich et al., mittels einer photometrischen Methode in permeabilisierten Zellen
(Friedrich, Heine et al. 1981). Die Zellen, die zur Messung verwendet wurden, wurden abzentrifugiert
(15 min. bei 4 °C und 4300 x g; Megafuge 1.0, Thermo Fischer Kendro, Schwerte, Deutschland), einmal
mit K-PO,-Puffer (50 mM K-POg4-Puffer, pH 7,0 @ RT) gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in
K-POg4-Puffer resuspendiert (das Volumen entspricht dabei einer ODy36 = 30,0). Die Messung erfolgte in
einer 3 ml-Anaerobenkiivette aus Quarzglas, versiegelt mit einem Gummistopfen. Zum H,-geséttigten
Reaktionspuffer (50 mM Tris-HCl, pH 8,0 @ RT, temperiert auf 30 °C) wurden je Probe 30 pl der
Zellsuspension (ODy36 = 30,0, entspricht 3,16 mg/ml — unverdffentlichte Ergebnisse Dr. O. Lenz)
zugegeben und mindestens fiir 1 Min. mit H, begast. Nach einer Vorinkubation von exakt 1 Min. mit 10ul
einer 0,5 %-igen CTAB-Losung wurde die Messung durch die Zugabe von 20 pl NAD'-Losung
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(48 mM NAD") initiiert. Die Bildung der H,-abhingigen NADH-Bildung wurde bei einer Wellenlinge
von 365 nm, in einem auf 30 °C temperierten Photometer (Cary 50, Agilent Technologies, Santa Clara,
USA), beobachtet. Unter Berlicksichtigung des molaren Extinktionskoeffizienten von NADH (X365 nm =
3.3mlepumol’*cm™) wurde die gebildete Menge NADH quantifiziert und auf die eingesetzte
Proteinmenge bezogen. Angegeben wurden die spezifischen SH-Aktivitdten (Units/mg Protein). Eine
Unit ist definiert als die Bildung von 1 pmol NADH pro Min.

2.4.4 MBH-AKktivitat an praparierter Membranfraktion

Die MBH-Aktivitit von Membranfraktionen (siche Kapitel 2.3.2) wurde gemall einem Protokoll,
modifiziert nach Schink & Schlegel (1979), quantifiziert (Schink und Schlegel 1979). Dazu wurden die
Zellen geerntet (4.300 x g, 4 °C) und einmal mit 50 mM K-PO,-Puffer (pH7,0 @ RT) gewaschen. Nach
erneutem abzentrifugieren wurden die Zellen 1:1 (Gewicht:Volumen) mit 50 mM K-POy4-Puffer
resuspendiert und in zwei Passagen durch die French Pressure Cell (900 PSI; G. Heinemann, Schwibisch
Gmiind, Deutschland) aufgeschlossen. Die Zelldebris wurde durch Zentrifugation bei 4.800 x g (20 Min.
bei 4°C) entfernt. Im Anschluss wurde der Uberstand 45 Min. bei 90.000 x g zentrifugiert. Die
sedimentierte Membranfraktion wurde in 50 mM K-PO4-Puffer resuspendiert und mit Hilfe eines Potter-
Gerétes homogenisiert. Zur Messung wurden 1,9 ml eines H,-gesittigten Reaktionspuffers (30 °C,
50 mM K-PO,-Puffer, pH7,0 @ RT) sowie 7,5 ul einer Methylenblau-Losung (50 mM Methylenblau in
50 mM K-PO,-Puffer, pH7,0 @ RT) in einer 3ml-Anaerobenkiivette, versiegelt durch einen
Gummistopfen, vorgelegt. Nach exakt 1 Min. Begasung mit H, wurden 5 pl einer Na-Dithionit-Losung
(30 mM, in ddH,O geldst und mit H, anaerobisiert) zugegeben. Die Reaktion wurde durch die Zugabe des
Proteins (15-50 pl) initiiert. Der H,-abhingige Umsatz von Methylenblau wurde in einem
Spektrophotometer (Cary 300, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) bei einer Wellenléinge von
570 nm und 30 °C aufgenommen. Mittels des molaren Extinktionskoeffizienten von Methylenblau (Zs704m
= 13,1 ml * pmol™ « cm™) und der eingesetzten Proteinmenge wurde die Enzymaktivitit bestimmt. 1 Unit
ist dabei definiert als die Reduktion von 1 umol Methylenblau pro Min.

2.4.5 Aufnahme von UV-Vis-Absorptionsspektren

Die UV-VIS-Spektren des MBP::HypX-Fusionsproteins und des MBP wurden in einem Zweistrahl-
UV-VIS-NIR-Spektrophotometer Cary 5000 (Varian Inc., Palo Alto, USA) aufgenommen. Die Messung
erfolgte in 100pl-Quarzkiivetten (d=10 mm, Varian Inc., Palo Alto, USA) bei 12 °C, in einem
Wellenldngenbereich von 800 —-200nm und einer Scangeschwindigkeit von 600 nm/Minute. Als
Referenz diente der Aufschlusspuffer (20 mM Tris-HCI, 0,2 M NaCl, 0,1 mM DTT, 1 mM EDTA, pH 7,4
@ 4°C), welcher zuvor bereits fiir die Affinitdts- (Kapitel 2.3.3) und die GroBenausschluss-
chromatographie (Kapitel 2.3.4) verwendet worden war. Fiir Messungen wurden jeweils frische, oxidierte
(as isolated) Proben verwendet.

2.4.6 Bestimmung des Metallgehaltes von Proteinen (ICP-OES)

Der Metallgehalt des MBP und des MBP::HypX-Fusionproteins wurde durch optische
Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Hochfrequenzplasma quantifiziert. Dazu wurde ein
Optima 2100 ICP-OES (Perkin Elmer, Waltham, USA) verwendet. Es wurden jeweils 500 pl der
Probe (=10 uM) und des Puffers (20 mM Tris-HCI, 0,2 M NaCl, 0,1 mM DTT, 1 mM EDTA, pH 7,4 @
4 °C) mit 500ul 65 %-iger Salpetersiure versetzt und UN bei 100 °C verascht. AnschlieBend wurden die
Proben mit 5 ml ddH,0 verdiinnt und im ICP vermessen. Der Einsatz von Polychromatoren erlaubte die
parallele Messung verschiedener spezifischer Emissionswellenldngen. Dabei wurden fiir jedes Ion je drei
spezifische Wellenldngen gemessen (Fe: 238,204 nm, 239,562 nm, 259,939 nm; Co: 228,616 nm,
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238,892 nm, 230,786 nm; Ni: 231,604 nm, 221,648 nm, 232,003 nm; Zn: 206,200 nm, 213,857 nm,
202,548 nm). Die Quantifizierung fand iiber die ICP-Mehrelementstandardlosung XVI (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) statt.

2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

2.5.1 Denaturierende Gelelektrophorese

Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen (mit 0,1 % (w/v) Natriumdodecylsulfat; engl.:
sodium dodecyl sulfate) durch diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese voneinander getrennt
(Laemmli 1970). Es wurden zwei Arten vertikaler Gelkammern verwendet. Fiir Minigele (80 x 100 x
1 mm) wurde die MTV1 (CTI GmbH, Idstein, Deutschland) verwendet. Zur Trennung von gereiften und
ungereiften groen Hydrogenaseuntereinheiten wurde die SE600 series Electrophoresis Unit (160 x 180 x
1,5 mm; Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA) verwendet.

Die Sammelgele besaBen eine 4 %-ige Konzentration an Acrylamid/Bisacrylamid (Rotiphorese” Gel
30, Car Roth, Karlsruhe, Deutschland) in 125 mM Tris-HCI Puffer (pH 6,8 @ RT), sowie 0,1 % (w/v)
SDS (Detergenz), 0,2 % (w/v) APS (Ammoniumpersulfat, Radikaldonor) und 0,05 % (v/v) TEMED
(N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin, Polymerisationskatalysator). Die Trenngele besaflen eine 12-
16 %-ige Acrylamid/Bisacrylamid-Konzentration in 750 mM Tris-HCI Puffer (pH 8,8 @ RT) sowie die
zuvor genannten Additive in gleicher Konzentration.

Die elektrophoretische Trennung erfolgte in Minigelen fiir ca. 45 Min. bei 35 mA pro Gel, in
Maxigelen erfolgte die Elektrophorese UN bei 8 °C und 50-60 mA pro Gel (Stromquelle EPS 600;
vormals Pharmacia Biotech). Als Laufpuffer diente SDS-haltiger Tris/Glycin-Puffer (25 mM Tris-
HCI, 192 mM Glycin, 0,1 % w/v SDS, pH 8,3). Als GroBenstandards dienten der Dual Color
Precision Plus Protein™ Standard (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) oder der Color Plus Prestained
Protein Ladder Broad Range (10-230 kDa; NEB, Frankfurt am Main, Deutschland).

Proteinproben wurden mit 0,2 Volumen SDS-Probenpuffer (125 mM Tris-HCI, 40 % w/v
Glycerol, 500 mM DTT, 0,1 % Bromphenolblau, 5 % w/v SDS; pH 6,8) vermischt und fiir 7 min bei
100 °C denaturiert. Fiir die SDS-PAGE bzw. Western-Blot-Analysen von Rohextrakten wurde ein
Aquivalent von 1 ml Kultur mit ODy3¢= 2,5 geerntet (2 min, 13.000 x g), das Zellpellet anschlieBend
in 100 pl SDS-Probenpuffer resuspendiert und fiir 10 min gekocht.

2.5.2 Farbung von Proteinen im Polyacrylamidgel

Proteine wurden im Polyacrylamidgel mittels einer Coomassie-Farbung sichtbar gemacht (Wilson
1983; Borejdo und Flynn 1984). Die Gele wurden mit Hilfe einer Schwenkapparatur fiir ca. 30 Min. in
der Firbelosung (425 ml 96 % (v/v) Ethanol, 100 ml Eisessig, 50 ml Methanol, 0,5 % (w/v) Coomassie
Brilliant Blue G-250 und 2,0 % Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva GmbH, Heidelberg,
Deutschland)) inkubiert. Das gefarbte Gel wurde zwei bis dreimal unter flieBendem Wasser gespiilt und
anschliefend tiber Nacht in Entfarber (250 ml Methanol, 46 ml Eisessig, auf 1L mit dH,O aufgefiillt)
gelegt. Mehrfacher Wechsel des Entférbers beschleunigte diesen Vorgang.

2.6 Immunologische Detektion von Proteinen

Sofern nicht gereinigtes Protein verwendet wurde (siche Text), wurde fiir den immunologischen
Nachweis von Proteinen Gesamtzellextrakt hergestellt. Dazu wurden die Zellen bis zu einer ODg36 von 30
konzentriert und zwei Mal fiir sieben Minuten gekocht. Im Anschluss wurden die Proteine, wie im
Folgenden beschrieben, immunologisch nachgewiesen.
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2.6.1 Proteintransfer

Nach der Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden die Proteine in einem modifizierten Semi-Dry-
Verfahren nach Towbin (1979) elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose- (NC)- Membran (Biotrace NT,
Pall, Port Washington, USA) iibertragen (Towbin, Stachelin et al. 1979). Dabei wurden Gel und
Membran in einem horizontalen Aufbau (PerfectBlue Semi-Dry Electroblotter, PEQLAB Biotechnologie
GMBH, Erlangen, Deutschland) durch zwei mit Blot-Puffer (25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin; pH 8,3)
getrinkte, 3mm-starke Whatman-Papiere (Blotting Paper Sheet BF4, Munktell & Filtrak GmbH,
Biérnstein, Deutschland) von Anode und Kathode getrennt. Der Proteintransfer erfolgte bei 0,7 A/pro Gel
und dauerte ca. 36 Min. In Vorbereitung wurden NC-Membran und Whatman-Papiere fiir mindestens
30 Min. in Blot-Puffer geschwenkt.

Der Erfolg des Proteintransfers konnte nach Beendigung mittels einer transienten Farbung mit
Ponceau S (0,2 % w/v Ponceau S in 3 % w/v TCA / Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland) tiberpriift
werden. Das Ponceau S konnte im Anschluss durch mehrmaliges, vorsichtiges Spiilen mit dH,O entfernt
werden. Unbesetzte Bindestellen der NC-Membran wurden mit Milchprotein abgesittigt. Dazu wurde die
Membran bis zur weiteren Verwendung, mindestens aber fiir eine Stunde, in einem Blockpuffer gelagert
(3 % (w/v) Magermilchpulver, 25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin; pH 8,3).

2.6.2 Antikorperfarbung

Die Detektion bestimmter Proteine in Zellextrakten und Eluaten erfolgte {iber einen immunologischen
Nachweis. Dazu wurden diverse polyklonale Antikdrper (AK) aus Kaninchensera gewonnen (Buhrke
2006). In dieser Studie wurden verschiedene AK verwendet, die zuvor mit TBST (20 mM Tris-HCI,
150 mM NacCl, 0,05 % (v/v) Tween-20, pH 7,5 @ RT) auf ihre Endkonzentration verdiinnt wurden; a-
HypC (AKS82, 1:500), a-HypD (AK79, 1:1.000) a-HypX (AKS89, 1:500), a-HoxG (AKS88, 1:10.000), a-
HoxH (AKS9, 1:10.000), a-RH (AK 105, 1:5.000). Des Weitern wurden zwei monoklonale Maus-
Antikérper verwendet. Proteine mit StrepTagll® wurde mit StrepMAB-Classic (1:1.000; IBA, Géttingen,
Deutschland), das MBP mit Anti-MBP Monoclonal Antibody (1:2.000; NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland) nachgewiesen. Diese ersten AK wurden in einem zweiten Schritt durch ein Konjugat aus
der Meerrettich-Peroxidase und einem a-Kaninchen-IgG-AK (Dianova, Hamburg, Deutschland) bzw. a-
Maus-IgG-AK (BioRad, Miinchen, Deutschland) gebunden.

Nach dem Proteintransfer auf eine NC-Membran und einer Inkubation in Blockpuffer (Kapitel 2.6.1)
wurde diese dreimal fiir 15 Min. in TBST gewaschen. Daraufhin folgte die Inkubation mit dem ersten AK
gegen die nachzuweisenden Proteine (120 Min. auf Schwenkinkubator; Celloshaker, Rennner, Dannstadt,
Deutschland). Nach weiteren drei Waschschritten wurden die Membranen fiir 60 Min. mit dem zweiten
AK inkubiert. Nachdem der zweite AK entfernt worden war, wurde abermals in TBST gewaschen (3x)
und ein weiteres Mal mit TBS (20 mM Tris-HCIL, 150 mM NaCl, pH 7,5 @ RT).

Die Fiarbung erfolgt iiber den enzymkatalysierten Umsatz von BCIP (5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat) zu 5-Brom-4-chlor-indolyl, welches in Gegenwart von O, zu Indigoblau oxidiert und
blau-violette Banden auf der Membran hinterldsst. Dazu wurden BCIP (50 mg/ml in 100 % (v/v)
Dimethylformamid) und NBT (100 mg/ml in 70 % (v/v) Dimethylformamid) im Verhiltnis 1:2000 in
Entwicklungspuffer (100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, pH 9,5 @ RT) verdiinnt und auf
die Membranen gegeben. Die Farbung erfolgte innerhalb der nidchsten 15-30 Min. bei RT und Dunkelheit.
Nach Abschluss der Farbung wurde die enzymatische Reaktion durch ddH,O unterbrochen.
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2.7 Quantitative Bestimmung freier und geléster Gase

2.7.1 Nicht-invasive Sauerstoffmessung

Zur Messung des im Medium geldsten Sauerstoffs wurde eine nicht-invasive Sauerstoffsonde der
Firma PreSens verwendet (Fibox 3 mit Sensor Spot Typ PSt3, PreSens - Precision Sensing GmbH,
Regensburg, Deutschland). Die Messung basiert auf einem photometrischen Verfahren, bei dem die
Konzentration des Sauerstoffs (gelost und gasformig) von aulen durch die transparente Glaswandung
gemessen werden kann, ohne dass die Kultur kontaminiert wird. Die Sensor Spots werden innen an den
KulturgefaBlen befestigt. Das blaue LED-Licht der Sonde regt die Fluoreszenz des Sensor Spots an. Die
Emission wird iiber eine Photozelle des Sensors registriert und ausgewertet. In Gegenwart von Sauerstoff
wird die Reaktivitdt des Materials reversibel unterdriickt, so dass die Fluoreszenz herabgesetzt wird. Die
Menge des gebundenen Sauerstoffs verhdlt sich dabei antiproportional zum Fluoreszenzsignal.
Gebundener Sauerstoff und Medium befinden sich in einem Equilibrium zueinander.

Zur Messung wurden sterile 500ml-Schikanekolben mit einem PSt3 Semnsor Spot ausgestattet. Im
Anschluss wurden die Kolben mit 70 %-igem Ethanol sterilisiert und fiir 48 Stunden bei 70 °C
getrocknet. Die sterilen Kolben wurden mit 166 ml GN-Medium (auf 30 °C dquilibriert) befiillt und mit
1 % einer H16-Vorkultur inokuliert (72 Stunden, FN-Medium, 37 °C, 200 upm). Nach Inokulation
wurden die Kulturen bei 30 °C und 100 upm kultiviert.

Die Zwei-Punkt-Kalibrierung der Sonde erfolgte mit H16-Puffer bei 30 °C. Fiir die Messung des
gesittigten Puffers wurde ein 500ml-Schikanekolben mit 166 ml H16-Puffer fiir mindestens 30 Minuten
bei 30 °C und 100 upm geschiittelt. Fiir die Messung von sauerstofffreiem Puffer wurden 166 ml einer
1 %-igen Natriumsulfitlosung (in H16-Puffer) in einen 500ml-Schikanekolben mit Sensor Spot
geschiittet, anschlieBend wurden 50 pl einer 500 mM Kobalt(ID)nitratlésung zu der Natriumsulfitldsung
pipettiert. Nach 5-miniitiger Ruhephase wurde die anaerobisierte Losung zur Messung des Nullpunktes
verwendet.

Da die Sensor Spots sowohl auf gelosten als auch auf gasformigen Sauerstoff reagieren, muss eine
Supersaturation des Mediums vermieden werden. Um nicht geldsten Sauerstoff ausperlen zu lassen,
wurden die Kulturen exakt 5 Minuten vor den Messungen vom Schiittelinkubator genommen und ruhen
gelassen. Im Anschluss an die Sauerstoffmessung wurde von jeder Probe 1 ml fiir die OD-Messung
abgenommen.

Der Temperaturfiihler wurde wéhrend der Messung in H16-Puffer (166 ml in 500ml-Schikanekolben)
gelegt um temperaturabhéngige Schwankungen der Sauerstoffkonzentration zu kompensieren. Wahrend
und vor der Messung wurden alle Losungen im Brutraum (bei 30 °C) &quilibriert. Auch wahrend der
Messung wurden alle Arbeitsschritte bei 30 °C durchgefiihrt. Die Werte der Sauerstoftkonzentration sind
Mittelwerte von drei Experimenten mit jeweils vier technischen Replikaten.

2.7.2 Quantifizierung der produzierten CO-Menge mittels *CO-Titration

Zur Bestimmung des Aquimolarititspunktes wurde Ralstonia eutropha HF574 (pGE1102) unter
heterotrophen Bedingungen angezogen. Dazu wurden pro CO-Konzentration und Einzelmessung vier bis
sechs sterile 1100ml-Serumflaschen mit jeweils 200 ml FGNp.-Medium befiillt und mit 1 % einer
Vorkultur inokuliert. AnschlieBend wurden die Serumflaschen mit einem Gummistopfen gasdicht
versiegelt und eine definierte Gasatmosphére von 70 % N, und 30 % O, wurde eingestellt. Zusitzlich
wurde “CO (99 % "C, Eurisotop, Saarbriicken, Deutschland) in variierenden Mengen, von 0,0053-
530 ppmv, zugegeben. Die Zellen wurden bei 30 °C und 100 upm fiir 72 Stunden kultiviert. Bei einer OD
von 10+ 2 wurden die Kulturen auf Eis gestellt und, wie in Kapitel 2.2.6 beschrieben, geerntet. Die
Zellen aller biologischen Replikate wurden vor der weiteren Verarbeitung vereinigt. Die exprimierte
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RHgiopsirep aus diesen Zellen wurde, wie in Kapitel 2.3.1 und Kapitel 2.3.3 beschrieben, isoliert und mittels
FTIR-Spektroskopie (Kapitel 2.4.2) evaluiert. Der relative Anteil von CO am '*"*CO-Gesamtpool
betriigt am Aquimolaritéitspunkt 50 % und entspricht hier der Menge an - durch die Zellen produziertem -
12

Co.

2.7.3 Quantitative Gaschromatographie

Zur Messung der von Ralstonia eutropha, unter heterotrophen Bedingungen, produzierten CO,-
Menge wurde ein Verfahren der quantitativen Gaschromatographie eingesetzt. Diese Messungen wurden
in der AG Conrad am Max-Planck-Institut fiir terrestrische Mikrobiologie durchgefiihrt.

Im Vorfeld der Messung wurden die zu untersuchenden Stdmme, H16 und HF469, in gasdicht
verschlossenen 1100 ml-Serumflaschen {iber einen Zeitraum von 96 Stunden bei 30 °C und 100 upm
kultiviert. Zu Beginn der Anzucht wurden die sterile Serumflaschen mit 200 ml GN-Medium befiillt und
mit 1 % einer entsprechende Vorkultur inokuliert. Im Anschluss wurde eine artifizielle Atmosphére von
70 % N, (v/v) und 30 % O, (v/v) eingestellt.

Die Proben wurden in einem Abstand von 24 Stunden, ab Beginn der Kultivierung, entnommen.
Dazu wurden 0,3 ml Chromatographie-Phiolen (03-FIV, Chromacol Ltd., Herts, UK) vollstindig — ohne
Lufteinschliisse — mit einer geséttigten NaCl-Losung befiillt und mit Quetschhiilsen (11-AC7, Chromacol
Ltd., Herts, UK) gasdicht verschlossen. Die Proben (250ul) wurden mittels einer gasdichten Pressure
Lock-Mikroliter-Spritze (SGE Analytical Science Pty. Ltd., Ringwood, Australien) aus den
Serumflaschen entnommen und kopfiiber in die Chromatographie-Phiolen gefiillt. Uberschiissige
Sperrfliissigkeit konnte dabei durch eine separate Kaniile entweichen. Nach Befiillung wurden die Phiolen
nur noch kopfiiber transportiert und gelagert.

Die Messung der Gaskonzentrationen erfolgte unter Verwendung eines Flammenionisationsdetektors
(FID) in einem Gaschromatographen (GC-8A mit 20 cm-Edelstahlsdule und einem Innendurchmesser von
1/8%, befiillt mit Poropack QS 50/100 Mesh; Betriebstemperatur: Injektor und Detektor 160 °C, Siule
120 °C, Shimadzu, Kyoto, Japan). Das Funktionsprinzip basiert auf der Messung der Leitfahigkeit einer
Knallgasflamme in einem elektrischen Feld. Die zu messenden Gase werden thermisch ionisiert und die
freiwerdenden Ionen detektiert. Um oxidierte Gase, wie CO, und CO, zu detektieren, wurde nach der
Auftrennung ein Methanizer (Eigenbau, 20 cm-Edelstahlsdule mit einem Innendurchmesser von 1/8%,
befiillt mit einem NiCr-Ni-Katalysator (Chrompack, Middleburg, Niederlande)) zwischengeschaltet.
Dieser reduziert oxidierte Gase bei einer Temperatur von 350 °C in einem Strom aus Tridgergas
(Wasserstoff 5.0 und synthetischer Luft; Loschgas: Stickstoff 5.0, Messer Industriegase GmbH, Siegen,
Deutschland) zu CHy. Zur Kalibrierung wurde ein definiertes Gasgemisch (1000 ppmv CH; und
1000ppmv CO; in N,, Messer Industriegase GmbH, Siegen, Deutschland) verwendet. Das eingesetzte
Probenvolumen betrug 200 pl. Die angegebene CO,-Konzentration ist der Mittelwert -einer
Doppelbestimmung von jeweils drei biologischen Replikaten. Die Auswertung erfolgte mittels Peak
Simple 2.83 (SRI Instruments, Torrance, USA).

2.8 Molekularbiologische Grundtechniken

2.8.1 Praparation genomischer DNS aus Ralstonia eutropha

Die Isolierung von Gesamt-DNS aus R. eutropha erfolgte nach der Methode von Chen & Kuo (Chen
und Kuo 1993). Von einer in NB-Medium gewachsenen Ubernachtkultur wurden 3 ml in einem
Reaktionsgefall durch Zentrifugation geerntet (8.000 x g, 1 Min., 4 °C). Das Zellpellet wurde in 200 ul
Lysispuffer (40 mM Tris-HCl, 20 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, 1% (w/v) SDS, pH 7.8, mit
Essigséure eingestellt) resuspendiert und fiir 5 Min. bei RT inkubiert. Proteine wurden durch Zugabe von
66 ul 5M NaCl gefillt. Der DNS-haltige Uberstand wurde nach einer Zentrifugation (19.000 x g,
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10 Min.,, 4°C) in ein neues Reaktionsgefdl {iberfilhrt und mit einem Volumenteil
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt. Die Mischung wurde ausgeschiittelt, bis sich eine milchig
triibe Suspension gebildet hatte. Nach dreiminiitiger Zentrifugation bei 19.000 x g (4 °C) wurde die obere,
wassrige, DNS-haltige Phase in ein neues Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Dabei musste genau darauf geachtet
werden, dass die untere Alkoholphase sauber abgetrennt wurde, da sonst nachfolgende, enzymatische
Reaktionen inhibiert wiren. Die DNS wurde durch Zugabe von zwei Volumenteilen 96 %-igem Ethanol
und mittels Zentrifugation fiir 20 Min. bei 4 °C und 19.000 x g gefillt. Das Pellet wurde einmal mit 70 %-
igem Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet, bevor es in 50 pl ddH,O aufgenommen wurde.
RNS wurde durch eine 30-miniitige Behandlung mit RNAse I bei 37 °C entfernt.

2.8.2 Plasmidisolation

Plasmid-DNS wurde iiber Spin Columns mit einer Silicamatrix gereinigt (Invitek GmbH, Berlin,
Deutschland). Das Invisorb Spin Plasmid Mini Two Kit (Invitek GmbH, Berlin, Deutschland) dient zur
Reinigung von bis zu 20 pg hochreiner pDNS aus 2 ml E. coli oder 5 ml Ralstonia eutropha. Die
Reinigung wurde gemiBl den Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Elution erfolgte wahlweise mit
angewarmtem (50 °C) Elutionspuffer oder ddH,O.

2.8.3 Bestimmung der DNS-Konzentration

Die Konzentration von praparierter pDNS bzw. gereinigten PCR-Produkten wurde mittels eines pl-
Spektralphotometers mit dem Namen Nanodrop ND-1000 (PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen,
Deutschland) direkt als Absorption bei 260 nm ermittelt. Als Leerwert wurde Elutionspuffer bzw. ddH,O
gemessen. Die Reinheit der Probe wurde als Koeffizient der Extinktion bei 260/280 nm ermittelt.

2.8.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die in vitro-Amplifikation von doppelstringiger DNS, gemifl der Methode von Mullis und Faloona,
erfolgte in einem Thermocycler C1000Touch + S1000 (BioRad, Miinchen, Deutschland) (Mullis und
Faloona 1987). Fiir die PCR wurde ein 40 mM dNTP-PrédMix (10 mM je dNTP) verwendet (ANTP-Mix,
Bioline, Luckenwalde, Deutschland).

Fiir Klonierungen wurde die Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase von Finnzymes (Vantaa,
Finnland) verwendet. Dieses Enzym erreicht Fehlerraten von 9,5 x 107 in GC-Puffer (fiir GC-reiche
DNS-Matrizen). Die Reaktionsansédtze hatten ein Volumen von 25 bzw. 50 ul. Fiir einen 50 pl-
Reaktionsansatz wurden 31,5 ul ddH20, 10 ul GC-Puffer 1ul ANTP-Mix, 1 pl je Primer (100 uM), 3 ul
DMSO, 2 ul DNS-Matrize, sowie 0,5 pl Phusion™-Polymerase — in genannter Reihenfolge — in ein 0,2ml-
Reaktionsgefal pipettiert. Bei Verwendung dieser Polymerase wurden folgende Schritte im Thermocycler
durchlaufen: 30“ @ 98 °C (1x Initiale Denaturierung); 10“ @ 98 °C, 30“ @ 54-72 °C (je nach
Schmelzpunkt der Primer), 30 / kB (25-36 x wiederholen); 5° @ 72 °C (finale Extension); « @ 10 °C.

Bei PCR-Reaktionen, die fiir Testverdaue bzw. Sequenzierungen eingesetzt wurden, wurde
MangoTag ™Polymerase (Bioline, Luckenwalde, Deutschland) verwendet. Zu diesem Zweck wurden in
folgender Reihenfolge 21 pl ddH,0, 25 ul MangoMix ™, 2ul DNS-Matrizen, 1 pl je Primer (100 pM) in
ein 0,2ml-Reaktionsgefal} pipettiert. AnschlieBend wurde ein PCR-Programm - dasselbe Programm wie
bei der Phusion™-Polymerase - verwendet (jedoch maximal 96 °C zur Denaturierung).

Bei Hochdurchsatzverfahren wurde die sogenannte Kolonie-PCR eingesetzt. Dazu wurde mit einer
Pippettenspitze Zellmaterial von einer Kolonie abgenommen und in 50 pl ddH,O (in einem 1,5ml-
Reaktionsgefall) resuspendiert. Die Suspension wurde zweimalig fiir 7 Min. gekocht und zwischendurch
kurz mit einem Vortex gemischt. AnschlieBend wurde die Suspension fiir 5 Min. bei maximaler
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Geschwindigkeit (Fresco 21, Thermo Fischer, Schwerte, Deutschland) zentrifugiert. Je 2 pl des
Uberstandes wurden als Matrize fiir die nachfolgende PCR-Reaktion eingesetzt.
Die verwendeten Primer sind in Tabelle 4 gelistet.

2.8.5 Agarose-Gelelektrophorese

DNS-Fragmente und PCR-Produkte wurden elektrophoretisch in Agarosegelen getrennt und
analysiert. Je nach GroBle der zu erwartenden Fragmente reichte die Konzentration hochreiner Agarose
(UltraPure Agarose, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) von 0,8 - 3,0 % (w/v) in TAE-
Puffer (40 mM Tris, 20 mM Eisessig, 1 mM EDTA; 0,5 pg/ml Ethidiumbromid, pH 8,0 @ RT). Die
Gelelektrophorese erfolgte in horizontalen Gelkammern (Eigenbau) bei einer Spannung von 90 V. Als
GroBenstandard wurde 2-log Ladder (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland) eingesetzt. Die Proben
wurden vor dem Beladen des Gels im Verhiltnis 1:5 (Puffer : Probe) mit Probenpuffer (33 % (v/v)
Glycerol, 0,1 % Bromphenolblau in TAE-Puffer) vermischt. Die Auswertung erfolgte unter UV-Licht mit
einer Wellenldnge von 254 nm (UVT-28S, Herolab, Wiesloch, Deutschland) und wurde mittels einer
CCD-Kamera (E.A.S.Y. 429K, Herolab, Wiesloch, Deutschland / Easy Win 3.2) dokumentiert.

2.8.6 Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

In einem préparativen Gel, wie oben (Kapitel 2.8.5) beschrieben, jedoch mit Taschen von bis zu 30ul
Volumen, wurden die zu isolierenden Banden von Kontaminanten getrennt. Im Anschluss wurde die
gewiinschte Bande auf einem UV-Transilluminator, mit einer Emissionswellenldnge von 366 nm, mit
einem sauberen Skalpell herausgeschnitten. Das Stiick Gel wurde in ein sauberes 2ml-Reaktionsgefaf3
iiberfithrt und mittels des Invisorb Spin DNA Extraction Kit (Invitek GmbH, Berlin, Deutschland) gemif
den Herstellerangaben extrahiert. Die Elution erfolgte wahlweise mit angewdrmten Elutionspuffer bzw.
ddH,O0.

2.8.7 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau erfolgte je nach Anwendung in einem 25ul- (Analyse) bzw. 50ul-
(Préparation) Mafistab. Fiir den Verdau wurden sequenzspezifische Endonukleasen der Firmen NEB
(Frankfurt am Main, Deutschland) und Fermentas GmbH (St.Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Je nach
eingesetztem Enzym wurden fiir 1 ug DNS 2-10 Units Enzym eingesetzt. Verwendete Puffer,
Inkubationszeiten und Inkubationstemperaturen richteten sich nach den jeweiligen Herstellerangaben.
Doppel-Restriktionsverdaue wurden, wenn mdglich, im gleichen Ansatz oder aufeinander folgend bei
unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt. Die Inkubationszeit lag bei 4-16 Stunden. Partielle
Restriktionsverdaue wurden mit maximal 1 U/10pg DNS und bei 16 °C fiir 1-5 Min. inkubiert.

2.8.8 Klenow-Behandlung von 5°-Uberhiangen der DNS-Fragmente

Zur Ligation inkompatibler Enden wurden die 5'-Uberhinge der DNS-Fragmente aufgefiillt. Dazu
wurde das grofle Fragment der DNS-Polymerase I (Klenow-Fragment) aus E. coli eingesetzt (Jacobsen,
Klenow et al. 1974). Ein 50ul-Reaktionsansatz (10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl 10 mM MgCl, 1 mM
Dithiothreitol pH 7.9 @ RT) enthielt dabei bis zu 10 ug DNS, je 5 pl der vier Desoxyribonukleotid-
triphosphate (je 25 mM in bidest. H,O, pH 7.0) und 2-4 Units Klenow-Polymerase (NEB, Frankfurt am
Main, Deutschland). Inkubiert wurde fiir 30 min bei Raumtemperatur.

2.8.9 Dephosphorylierung von linearisierten Vektoren

Um ungewollte inter- und intramolekulare Religation der Vektoren zu unterbinden, wurden diesen die
5"-Phosphatgruppen entfernt (Rina, Pozidis et al. 2000). Diese Dephosphorylierung erfolgte durch eine
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30-miniitige Inkubation bei 37 °C mit Antarctic Phosphatase (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland),
gefolgt von 5 Min. bei 65 °C zur Hitzeinaktivierung des Enzyms.

2.8.10 Ligation von DNS-Fragmenten

Die Ligation von DNS-Fragmenten wurde im 25ul-Malistab durchgefiihrt und erfolgte mittels 74
DNA Ligase (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland). Vektor und /nsert wurden in einem Verhéltnis von
2:1 in Ligase-Puffer (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 10 mM Dithiothreitol, pH 7.5 @ RT)
und 1,5 pl Ligase fiir 4-16 Stunden bei 16 °C in einem Thermo-Inkubator (Thriller Thermo-Inkubator,
PEQLAB Biotechnologice GMBH, Erlangen, Deutschland) inkubiert. Vor einer weiteren Verwendung der
DNS wurde die Ligase durch eine 5-miniitige Inkubation bei 65 °C hitzeinaktiviert.

2.8.11 Rekombination iiberlappender DNS-Stringe mittels In-Fusion®

Fiir besonders anspruchsvolle und effektive Klonierungen sowie Klonierungen ohne geeignete
Restriktionsschnittstellen oder bei punktgenauen Deletionen bzw. ortsspezifischer Mutagenese wurde das
In-Fusion®-PCR Cloning Kit (Takara Bio Europe SAS., Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) verwendet.
Dieses Klonierungssystem basiert auf der Rekombination eines PCR-Amplikons mit einem endsténdigen,
homologen Bereichs des Vektors. Dazu werden an jeder Seite lediglich 15 Basen Sequenz-
iibereinstimmung bendtigt, welche durch geeignetes Primerdesign erzeugt werden. Ausgehend von einem
modifizierten Klonierungsprotokoll kdnnen mehrere PCR-Fragmente gleichzeitig in den gewiinschten
Vektor ligiert werden (Biirstel 2006). Somit konnen punktgenaue Deletionen oder Nukleotid-
austauschmutanten an jeder beliebigen Stelle eingebracht werden, ohne Subklonierungen.

Fiir ,,einfache Klonierungen wurde das gereinigte PCR-Fragment (Kapitel 2.8.6) sowie linearisierter
Vektor in einem exakten molaren Verhéltnis von 2:1 (Amplikon:Vektor) in einem 0,2ml-Reaktionsgeféf3
gemischt. Bei zwei oder mehr /nserts sollte das molare Verhéltnis 2:2:1 (Amplikon: Amplikon:Vektor)
betragen. Die gesamte DNS-Menge sollte dabei 200-400 ng betragen. Fiir einen 10ul-Ansatz wurden
anschlieBend 2 pl 5x In-Fusion Reaction Buffer und 1 pl In-Fusion Enzyme zugegeben. Falls erforderlich
wurde das Restvolumen mit ddH,0 aufgefiillt. Beim Einsatz groBerer Volumina wurden die
Reaktionsansitze verdoppelt. Nach vorsichtigem Mischen wurde der Reaktionsansatz fiir 15 Min. bei
37°C in einem Thermo-Inkubator (Thriller Thermo-Inkubator, PEQLAB Biotechnologie GMBH,
Erlangen, Deutschland) inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde im Anschluss durch eine 15-
miniitige Inkubation bei 50 °C gestoppt. Der Reaktionsansatz wurde auf Eis gelagert und mit 40 pl TE-
Puffer (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8,0 @ RT) verdiinnt. Jeweils 5 pl des verdiinnten
Reaktionsansatzes wurden dann, wie in Kapitel 2.10.3 beschrieben, in chemisch-kompetente Zellen
transformiert.

2.8.12 Sequenzierungen

Die Richtigkeit der hergestellten Klone und Nukleotidaustauschmutanten wurde mittels
Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. iberpriift (Sanger, Nicklen et al. 1977). Fiir die Sequenzierung
der verwendeten Plasmide wurden Standardprimer verwendet, zur Uberpriifung der Nukleotid-
austauschmutanten in 4ypX wurde mittels PCR (Primer 22 und 23) ein DNS-Abschnitt amplifiziert und
sequenziert. Die Sequenzierungen wurden extern von der Firma Sequenzierservice ABI BigDye-
Terminator-Chemie SMB Services in Molecular Biology durchgefiihrt.

2.9 Gentechnische Konstruktionen

Im Rahmen dieser Studie wurde eine Reihe Expressions- und Suizidplasmide zur Uberexpression
rekombinanter Proteine bzw. Erzeugung mutanter Ralstonia eutropha-Stémme konstruiert. Die
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durchgefiihrten gentechnischen Konstruktionen werden nachfolgend erlautert. Verwendete Primer sind in

Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Verwendete Primer

Primer Bezeichnung Sequenz (5’-3’-Richtung)”
1 pLO11 fwd #1 CTA TGG AAA AAC GCC AGC
2 pLO11 hypA1l Sacl GCT GAG CTC ATG CAT GGG GTC TCC TCC TTA
CTC GTT GCT
3 IB14 - hypC-Strep F GGA GCC GGC ATC TGC TTG GAG CCA CCC GCA
GTT CGA AAA ATG AAA TAC ATC GAA GAA TTT
C
4 IB15 - Strep-hypD F GGA GCC GGC ATG AGC GCT TGG AGC CAC CCG
CAG TTC GAA AAA TCT GCT ATG AAA TAC ATC
GAA GAATITC
5 IB16 - hypDStart 2 GGC CCG AAT CAA CGA CAT GC
6 IB36 - (Ncol) hypCD-Strep F TCA TAC ATG TGC CTA GCG ATT CCC GCA CG
7 IB37 - (BglIl) hypCD-Strep ATT AAG ATC TTG CTG CCA CCA AGG GGA TAT
R CCT TG
8 glyA fwd (+Xhol) AGA CTC GAG TAC ACC CGC AGG GTC CAG ACA
AAGTTT GTC ATG G
9 glyA rev (+Xhol) GGC CTC GAG GCA TCA GCC GTA GAC CGG GAA
ACG CTT GGT CAG G
10 IB78 — CoxLM1 AAC AGT CGA CTC TAG AGC GGA TCT CGG CCA
(InFusion/Xbal) F TGC CGG
11 IB79 — CoxLM1 CTT AAT TAA GTC TAG AGG CCA TTC TAG CAG
(InFusion/Xbal) R CGG CCC
12 IB154 — HypX 5’ fwd TAA ACA GTC GAC TCT AGA TCG AGA CGA ACG
AAGTTG GGG TG
13 IB155 — HoxA 5’ rev TCCTTA ATT AAG TCT AGA TCG AAA TTG AAT
GCG CTC TGC G
14 IB156 - HypX Y439F fwd GTA CTC GTG AAT CCG CAC ATT AAG AAC ATG
GGC AAT CTG TAT GGT TC
15 IB157 - HypX Y439A fwd GTA CTC GTG AAT CCG CAC GCT AAG AAC ATG
GGC AAT CTG TAT GGT TC
16 IB158 - HypX Y439E fwd GTA CTC GTG AAT CCG CAC GAG AAG AAC ATG
GGC AAT CTG TAT GGT TC
17 IB 159 — HypX 5’ rev CGG ATT CAC GAG TAC ACC TTC GCG CG
18 IB 161 — HypX D425A fwd TTG GCG CTG GCG GCC GCA CAG GTA TGG GCG
CGC GAA GGT GTAC
19 IB 162 — HypX D425N fwd TTG GCG CTG GCG GCC AAC CAG GTA TGG GCG
CGC GAA GGT GTAC
20 IB 163 — HypX D425Q fwd TTG GCG CTG GCG GCC CAG CAG GTA TGG GCG
CGC GAA GGT GTAC
21 IB 164 — HypX 5’ rev GGC CGC CAG CGC CAA GAA CAC GCCc Geeeae
TC
22 IB 165 — HypX-Mut Seq fwd TCA TCT GCA CCA AAT CGA GGC G
23 IB 166 - HypX-Mut Seq rev TGT CAA TAT GCG CAG CAT AGT CTG
24 IB 168 — HypX D425E2 fwd TTC TTG GCG CTG GCG GCC GAG CAG GTA TGG
GCG CGC GAA GGTGTAC
25 IB 170 — HypX Y453F fwd GGC AAT CTG TAT GGT TCG GAA TAC TGG ACC
TTT CTG TTG CCG CAA CGC GTC G
26 IB 171 — HypX Y453H fwd GGC AAT CTG TAT GGT TCG GAA TAC TGG ACC

CAT CTG TTG CCG CAA CGC GTC G
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Tabelle 4: Verwendete Primer (Fortsetzung)

Primer Bezeichnung Sequenz (5’-3’-Richtung)”

27 IB 172 — HypX W451H fwd GGC AAT CTG TAT GGT TCG GAA TAC CAC ACC
TAT CTG TTG CCG CAA CGC GTC G

28 IB 173 — HypX W451F fwd GGC AAT CTG TAT GGT TCG GAA TAC TTC ACC
TAT CTG TTG CCG CAA CGC GTC G

29 IB 174 — HypX E449Q fwd GGC AAT CTG TAT GGT TCG CAG TAC TGG ACC
TAT CTG TTG CCG CAA CGC GTC G

30 IB 175 — HypX E449D fwd GGC AAT CTG TAT GGT TCG GAC TAC TGG ACC
TAT CTG TTG CCG CAA CGC GTC G

31 IB 176— HypX S448A fwd GGC AAT CTG TAT GGT GCC GAA TAC TGG ACC
TAT CTG TTG CCG CAA CGC GTC G

32 IB 177- HypX S448G fwd GGC AAT CTG TAT GGT GGC GAA TAC TGG ACC
TAT CTG TTG CCG CAA CGC GTC G

33 IB 178— HypX 5" -rev ACC ATA CAG ATT GCC CAT GTTC

* Von der Originalsequenz abweichende Nukleotide sind rot hervorgehoben. Die Strep-Tagll™-Sequenz ist blau
markiert. Die jeweilige Extension zur Rekombination ist griin markiert.

2.9.1 Uberexpressionsplasmide fiir HypCD-Komplexe aus R. eutropha

Basierend auf einem bestehenden Weitbreichsvektor, pLO11, wurde zunichst eine Variante mit einer
modifizierten MCS (engl.: multiple cloning site) konstruiert. In dieser Variante wurde das Codon an
Position 2 (nach dem Start-Codon) in ein Histidin umgewandelt (GGA — CAT). Dazu wurde unter
Verwendung der Primer 1 und 2 (Tabelle 4) ein 674 Bp grofles Fragment mittels PCR amplifiziert und
Afllll/Sacl-verdaut. Dieses Fragment wurde in einen AfII11/Sacl-linearisierten pLO11-Vektor ligiert. In
dieser modifizierten Variante des pLO11-Vektors, pIB0O1 genannt, sollten #ypCD unter der Kontrolle des
starken, induzierbaren acoX-Promotors iiberexprimiert werden.

Ausgehend von pIBO1 wurden pIB11 und pIB12 in gleicher Weise konstruiert. Die komplette hyp1-
Region aus dem MBH-Operon wurde in pIBO1 kloniert. Dazu wurde pCH783 Sacl/Hindlll verdaut und
ein 7,8 kB grofles Fragment, welches 'hypA-hoxA' enthielt, in einen Sacl/Hindlll-linearisierten pIBO1-
Vektor ligiert. Das entstandene Konstrukt, pIB02, enthielt ein vollstindiges Set an Ayp-Genen unter
Kontrolle des acoX-Promotors. Parallel wurde ein 750 Bp grofles Ascl-Fragment aus pCH301 in den
Vektor pNEB193 subkloniert. Dadurch entstand Plasmid pIB08. Die Integration einer Strep-Tagll®-
Sequenz wurde mittels PCR realisiert. Zur Integration eines Strep-Tagll® am C-Terminus von /ypC
wurde, unter Verwendung der Primer 3 und 5 (Tabelle 4), ein 324 Bp groBes Fragment von pIB08
amplifiziert. In gleicher Weise wurde mit Hilfe der Primer 4 und 5 (Tabelle 4) ein Fragment gleicher
GroBe amplifiziert, das einen Strep-Tagll® am N-Terminus von hypD erzeugen sollte. Beide Amplikons
wurden Nael verdaut und in einen Nael-linearisierten pIB08-Vektor kloniert. Die dabei entstandenen
Klone pIB09 und pIB10 wurden 4scl verdaut und jeweils ein 750 Bp groBes Fragment wurde isoliert.
Beide 750 Bp-Fragmente wurden mit dem Ascl-linearisierten pIB02-Vektor ligiert. Daraus entstanden
letztendlich zwei Plasmide, pIB11, mit einem C-terminalen Strep-Tagll® in hypC und pIB12, mit einem
N-terminalen Strep-Tagll” in hypD.
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Plasmid pIB15 wurde konstruiert, indem zunichst ein 1,4 kB-Fragment (hypC-hypD) von
genomischer DNS aus R. eutropha H16 amplifiziert wurde. Dies geschah unter Verwendung der Primer 6
und 7 (Tabelle 4). Das gereinigte Fragment wurde Pcil/Bglll-verdaut und in Ncol/Bglll-linearisierten
pLO11-Vektor kloniert.

Die verwendeten E.coli-Plasmide zur Uberexpression von E.c.HypCsuepD, E.c.HyCgye,DE und
E.c.HypCsye,DEF wurden wie von Blokesch et al. beschrieben konstruiert (Blokesch, Albracht et al.
2004) und uns dankenswerter Weise von der Gruppe von A. Bock aus Miinchen iiberlassen.

2.9.2 Suizidplasmid zur Deletion von glyA

Unter Verwendung der Primer 8 und 9 wurde ein 1,72 kB-Fragment, welches das gly4-Gen enthielt,
mittels PCR von genomischer DNS aus Ralstonia eutropha H16 amplifiziert. Das Amplikon wurde mit
Xhol geschnitten. Das resultierende 1714 Bp-Fragment wurde mit einem Sa/l-linearisierten pLO1-Vektor
ligiert. Das resultierende Plasmid, pCH2765, wurde erneut Sa/l geschnitten. Nach Religation entstand ein
Plasmid mit einer mit einer 384 Bp grofien in frame-Deletion in HypX (pCH2771).

2.9.3 Suizidplasmide zur Herstellung von Nukleotidaustauschen in hypX

Die konditional-letalen Suizidplasmide zur Substitution verschiedener AS in der C-terminalen Region
von HypX wurden mittels eines neuartigen Klonierungssystems zur restriktionsfreien Klonierung
hergestellt. Durch dieses System konnen punktgenau Nukleotidaustauschmutanten sowie Deletionen in
ein Gen eingebracht werden, ohne dass es dazu passender Restriktionsstellen bedarf (Biirstel 2006).
Dieses System basiert auf einer rekombinanten Cre-Rekombinase, die in Lage ist die Enden zweier DNS-
Strange mittels Rekombination zu verschmelzen. Einzige Voraussetzung ist dabei eine mindestens 15 Bp
lange Homologie beider Sequenzen zueinander (Fusion™-PCR Cloning Kit, Takara Bio Europe SAS.,
Saint-Germain-en-Laye, Frankreich).

Tabelle 5: Suizidplasmide und Primer-Paarungen fiir die AS-Austauschmutanten in HypX.

Mutation 5’-Amplikon 3’-Amplikon
(Suizidplasmid) Primer-Paarung* Grofe (~ kB) Primer-Paarung* GroBe (~ kB)
Y439F (pIF39) I1B154/IB159 1,04 IB155/IB156 0,96
Y439A (pIF40) I1B154/IB159 1,04 1B155/1B157 0,96
Y439E (pIF41) I1B154/IB159 1,04 IB155/IB158 0,96
D425A (pIF42) IB154/1B164 1,0 IB155/IB161 1,0
D425N (pIF43) IB154/1B164 1,0 IB155/IB162 1,0
D425E (pIF47) IB154/1B164 1,0 IB155/IB168 1,0
Y453F (pIF49) IB154/1B178 1,07 IB155/IB170 0,95
Y453H (pIF50) IB154/IB178 1,07 1B155/1B171 0,95
W451H (pIF51) IB154/1B178 1,07 IB155/IB172 0,95
WA451F (pIF52) IB154/1B178 1,07 1B155/IB173 0,95
E449Q (pIF53) IB154/1B178 1,07 IB155/IB174 0,95
E449D (pIF54) IB154/1B178 1,07 IB155/IB175 0,95
S448A (pIF55) IB154/1B178 1,07 IB155/IB176 0,95
S448G (pIF56) IB154/IB178 1,07 IB155/1B177 0,95

*Die Sequenz der benannten Primer ist Tabelle 4 zu entnehmen.

Zu diesem Zwecke wurden jeweils links und rechts von der zu mutierenden AS etwa 1000 Bp von
genomischer H16-DNS amplifiziert. Die Zusammenstellung der einzelnen Primer-Paarungen fiir die
jeweiligen Amplikons, welche die Mutation in 5°- bzw. 3 '-Richtung flankieren, sowie die GroBe des
jeweiligen Amplikons sind Tabelle 5 zu entnehmen. Die PCR-Ansétze wurden zunéchst mit Dpnl verdaut
und anschlieend iiber ein praparatives Agarosegel (Kapitel 2.8.6) gereinigt. Die gereinigten Amplikons
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wurden paarweise mit Xbal-linearisierten pLO2-Vektor rekombiniert. So entstand eine Reihe
Suizidplasmide (siehe Tabelle 2) die in verschiedene Hintergrinde HF965 (H16 Agly4) und HF967
(AhoxBCGH AglyA) eingebracht wurden, um die Effekte der jeweiligen Aminosdureaustausche auf die
Funktion von HypX zu untersuchen (Kapitel 3.4.16 und 3.4.17).

2.9.4 MBP::HypX-Uberexpressionsplasmid

Das Expressionsplasmid pCH631, zur Uberexpression des MBP::HypX-Fusionsproteins, wurde wie
folgt konstruiert. Zunichst wurde das Plasmid pCH328 mit Plel verdaut. Uberhingende Enden des
isolierten 0,2 kB-Fragments wurden mittels Klenow-Fragment aufgefiillt. Im Anschluss wurde das
Fragment in einen Xmnl-linearisierten pMal-c2-Vektor ligiert. Daraus resultierte ein Plasmid, in dem der
5'-Terminus von AypX mit malE fusioniert war (malE::hypX"). Um hypX zu vervollstindigen, wurde ein
1,8 kB-(Dralll-EcoR])-Fragment aus pCH328 in das aus dem ersten Schritt resultierende Plasmid
inseriert, welches zuvor mit EcoRI und partiell mit Dralll geschnitten worden war.

2.9.5 Suizidplasmid zur Deletion von coxL1

Unter Verwendung der Primer 10 und 11 wurde ein 3,4 kB-Fragment mittels PCR von genomischer
DNS aus Ralstonia eutropha H16 amplifiziert. Dieses Fragment enthielt einen Genomabschnitt (‘coxM -
coxL1-coxS1') aus dem coxi-Operon. Im néichsten Schritt wurde dieses Fragment mit einem Xbal-
linearisierten Vektor (pLO2) zu einem neuen Plasmid, pIB18, ligiert. Dieser Vektor wurde mit SexAI
verdaut und religiert. Das resultierende Plasmid, pIB19, enthielt eine 1239 Bp groB3e in frame-Deletion im
coxLI-Gen.

2.10 Genetische Grundtechniken

2101 Lysogenisierung von Zellen

Fiir die Expression von Genen in einem T7 Expressionsvektor wurde ein rekombinanter ADE3 Prophage
in das Genom der Wirtsstimme (MI54 und MI59, sieche Tabelle 1) eingebracht. Dieser kodiert die T7-
RNA Polymerase, die fiir Expression der plasmidstimmigen Gene bendtigt wird (Tabor und Richardson
1985). Dazu wurde ein ADE3 Lysogenization Kit (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) verwendet. Das
Prinzip basiert dabei auf einer Dreifach-Infektion mit ADE3, einem Helferphagen (B10) und dem
Selektionsphagen (B482). ADE3 trigt eine Stérung in der int-Genkassette und ist nicht in der Lage sich
selbst zu integrieren, bzw. sich aus dem Wirtsgenom herauszuldsen. B10 fiihrt dabei die Integration der
Prophagen herbei, ohne dabei selbst integrieren zu konnen. Der Selektionsphage totet alle potentiellen
Wirte die keinen A-Prophagen tragen, kann befallene Zellen allerdings nicht befallen, da er derselben
Immunititsgruppe wie ADE3 angehort. So entstanden zwei Varianten der vorgenannten Stimme, YUOS51
und YUO053, welche die T7-RNA Polymerase unter /acUV5-Kontrolle exprimieren.

2.10.2 Herstellung kompetenter Zellen

Zur Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen wurde eine 10ml-Kultur des entsprechenden
Stammes in LSLB-Medium angesetzt. Diese Vorkultur wurde iiber Nacht bei 37 °C und 200 upm
inkubiert. Eine auf 37 °C vorgewidrmte Hauptkultur (150 ml LSLB-Medium) wurde mit 1% (v/v)
Vorkultur inokuliert und bei 120 upm und 37 °C inkubiert. Nach Erreichen einer ODgy von 0,5 - 0,8 (~3
Stunden) wurden die Zellen fiir 5 Min. auf Eis gestellt und in einem sterilen Gefdl3 geerntet (4.000 x g,
5 Min. 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen vorsichtig in 45 ml kaltem (4 °C) TFBI-
Puffer (100 mM RbCI, 50 mM MnCl, 30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaCl, 15 % (v/v) Glycerol, pH 5,8,
sterilfiltriert) resuspendiert und fiir weitere 90 Min. auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation
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(4.000 x g, 5Min. 4 °C) wurde der Uberstand wiederum verworfen und die Zellen in 4 ml eiskaltem
TFB2-Puffer (10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl,, 15 % (v/v) Glycerol, pH6,8 eingestellt mit
KOH, sterilfiltriert) resuspendiert. Aliquots von 50-100 pl wurden in vorgekiihlte Reaktionsrohrchen
pipettiert, die umgehend in Fliissigstickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert wurden.

2.10.3 Transformation

Zur Transformation von Plasmiden und Klonierungsansidtzen wurden die chemisch-kompetenten
Zellen fiir etwa 10 Min. auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 1 pg bis 100 ng der pDNS (entspricht 1-5 ul)
wurden die Zellen sanft gemischt. Nach einer Inkubation im Eisbad fiir 30 Min. wurden die Zellen einem
Hitzeschock unterzogen. Dazu wurden die Zellen fiir exakt 30 Sekunden bei exakt 42 °C inkubiert und fiir
weitere 5 Min. auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden 950 pl steriles SOC-Medium hinzugegeben. Die
Zellen wurden unter stindigem Schiitteln (200 upm) fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss
wurden diese Zellen 2 Min. bei RT und 4.000 x g abzentrifugiert und 800ul des Uberstandes wurden
abgenommen. Im verbleibenden Volumen wurden die Zellen resuspendiert und auf jeweils zwei LSLB-
Platten mit einem geeigneten Antibiotikum ausgelegt, wo sie UN bei 37 °C auswachsen konnten.

2104 Transkonjugation

Ein Plasmidtransfer zwischen E. coli S17-1 (Donor) und Ralstonia eutropha (Rezipient) wird dadurch
ermoglicht, dass der Donor die fra-Gene von pRP4 besitzt und demzufolge mobilisierbare Plasmide
mittels Spot mating transferieren kann (Friedrich, Hogrefe et al. 1981; Simon, Priefer et al. 1983). Zur
Durchfiithrung der Transkonjugation wurde von beiden zu kreuzenden Stdmmen eine 10ml-Kultur in
LSLB (E. coli), bzw. NB (R. eutropha) angeimpft. Nach 24-stiindiger Inkubation bei 30 °C und 100 upm
wurde die Zelle in sterilen Zentrifugenrohrchen geerntet (4.000 x g, 5 Min. 4 °C) und mit 5 ml sterilem
H16-Puffer gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (4.000 x g, 5 Min. 4 °C) wurde das Zellpellet in
1 ml H16-Puffer resuspendiert. Je 200ul beider Zellsuspensionen wurden auf LSB-Agarplatten ausgelegt
und UN bei 37 °C inkubiert. Das Zellmaterial wurde mit einem sterilen Spachtel abgehoben und in 1 ml
H16-Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurde eine Verdiinnungsreihe (10'-10*) angelegt und jeweils
200pl auf eine FN-Agarplatte mit einem geeigneten Antibiotikum ausplattiert. Nach 48 Stunden bei 37 °C
konnten Transkonjuganten beobachtet werden.

2.10.5 Allelaustausch mittels doppelt-homologer Rekombination

Um bestimmte Genorte zu mutagenisieren bzw. zu deletieren, wurden zwei aufeinanderfolgende
homologe Rekombinationen durchgefiihrt. Auf Basis der Vektoren pLO1 und pLO2 (Lenz, Schwartz et
al. 1994) wurden verschiedene Suizidplasmide (Tabelle 2) konstruiert (siche Kapitel 2.9). Diese
Suizidplasmide enthielten neben dem mutagenisierten Allel/Deletion auch etwa 1 kB flankierender
Gensequenz zu jeder Seite der Modifikation. Die Vektoren pLO1/2 sind in S17-1 mobilisierbar (mob")
und besitzen einen ColE1-ori, welcher u. a. von Ralstonia eutropha nicht erkannt wird. Ein {ibertragenes
Plasmid kann sich somit nur etablieren, wenn es iiber eine homologe Gensequenz stabil in das Genom
integriert wird. Neben dem Resistenzmarker neo (Kanamycinresistenz), welches zur positiven Selektion
von Heterogenoten fiihrt, ist auch das konditional-letale sacB-Gen auf diesen Vektoren vorhanden. Dieses
Gen kodiert fiir das Exoenzym Laevan-Saccharase aus Bacillus subtilis, welches in Gegenwart von
Saccharose im Medium zur Akkumulation von Laevan-Polymeren im Periplasma gramnegativer
Bakterien und letztlich zum Zelltod fiihrt (Gay, Le Coq et al. 1985).

Fiir den Allelaustausch wurden die Suizidplasmide zunédchst in E. coli transformiert (Kapitel 2.10.3) und
anschlieBend, wie in Kapitel 2.10.4 beschrieben, in den Ralstonia eutropha-Rezipienten {ibertragen. Nach
einem Reinigungsausstrich auf Kanamycin-haltigen FN-Platten wurden je zwei heterogenote Isolate UN
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bei 30 °C in 10 ml LSLB-Medium ohne Antibiotikum inkubiert. Nach Zentrifugation (4.000 x g, 5 Min.
4 °C) und Resuspension in sterilem H16-Puffer wurde eine Verdiinnungsreihe (10'-107) angelegt und
jeweils 200 ul auf Selektivplatten (LSLBgs,. mit 15 % (w/v) Saccharose) ausgelegt. Vermeintlich
homogenote Mutanten wurden im Anschluss (parallel) auf FN- und FNg,,-Platten ausgelegt.
Homogenoten wachsen nicht in Gegenwart von Kanamycin. Bei Deletion von gly4 wurden FNsmm Giycin-
und FNk..-Platten verwendet. Alle Deletionen/Nukleotidaustausche wurden zudem mittels Kolonie-PCR
(Kapitel 2.8.4) und unter Umstidnden durch Sequenzierung (Kapitel 2.8.12) bestitigt.

2.11 Methoden zur Charakterisierung der Dialysekapsel

Die hier neu entwickelten Dialysekapseln mussten zunéchst zeigen, dass sie absolut dicht waren und
dhnliche Dialysecharakteristika wie die kommerziell erhiltlichen Zellen vorweisen konnten. Diese
Parameter wurden fiir die neuartigen Dialysekapseln in einfachen Experimenten und im direkten
Vergleich zu den Referenzkapseln (QuixSep”; Membrane Filtration Products Inc., Seguin, USA)
ermittelt.

2111 Dichtheitspriifung

Zur Priifung der Dichtheit wurden die Dialysezellen mit Wasser gefiillt (ein kleiner Lufteinschluss
war erwiinscht) und mit einer PTFE-Membran (0,125 um Stirke; Hansatech Instruments Ltd., Norfolk,
UK) verschlossen. Zu Beginn des Experiments wurde die gefiillte Kapsel gewogen und die Wassermenge
ermittelt. AnschlieBend wurden die Zellen in einem Exsikkator fiir Zeitrdume von 5 Minuten bis zu 6
Stunden einem Vakuum ausgesetzt. Nach Ablauf des Experiments wurde von allen Zellen erneut das
Gewicht und somit die verbleibende Restfiillung ermittelt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte aus
insgesamt 60 Einzelmessungen mit unterschiedlichen Kapseln und unterschiedlichen Inkubationszeiten.

2.11.2 Bestimmung der Dialyserate

Um die verbesserte Dialysekapsel zu charakterisieren, wurden die Dialyseraten beider Kapseltypen
direkt und unter einheitlichen Bedingungen verglichen. Ausgehend von einem Protokoll, dass bereits zur
Charakterisierung der QuixSep”-Kapseln gedient hatte (Membrane Filtration Products Inc., Seguin,
USA), wurde die Diffusion von NaCl iiber eine Membran (ZelluTrans F3-Flachmembran, d=22,9um,
12.000-14.000 MWCO; Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) untersucht. Als MaB fiir die erfolgte
Diffusion wurde die Leitfdhigkeit (mS) des Losemittels festgehalten (PT-20C Tragbares
Leitfahigkeitsmeter, Sartorius mechatronics, Gottingen, Deutschland). Da Salinitit und Leitfahigkeit einer
Losung linear proportional zusammenhédngen, kann das umgesetzte Salz unmittelbar aus der Leitfahigkeit
der Losung abgeleitet werden.

Im Versuch wurden die Kapseln mit einer Hochsalzlosung (3M NaCl, 25mM Tris/HCI, pH 7.4 @
RT) befiillt und unter stindigem Riihren gegen einen 273-fachen Uberschuss an Losungsmittel (ddH,0)
dialysiert. Die steigende Leitfdhigkeit (Salinitdt) wurde als Funktion der Zeit abgebildet. Der Puffer
wurde wihrend eines Experiments nicht gewechselt. Die Dialyse wurde bei einer konstanten Temperatur
von 22 °C durchgefiihrt.

2.12 Chemikalien und Enzyme

Sofern nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Chemikalien von den Firmen Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland) und
DIFCO (Detroit, USA) bezogen. Glaswaren und Laborgerdte wurden iiber A. Hartenstein (Wiirzburg,
Deutschland), Glasgeridtebau Ochs (Bovenden, Deutschland), VWR (Darmstadt, Deutschland) und Carl
Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Ultrafiltrationseinheiten lieferte die Firma Millipore (Eschborn,
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Deutschland). Die eingesetzten Primer wurden von Operon (Ko6ln, Deutschland) und Metabion
(Miinchen, Deutschland) synthetisiert. Des Weiteren wurden alle eingesetzten SI von Eurisotop
(Saarbriicken, Deutschland) oder Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Deutschland) bezogen. Die verwendeten
Gase stammten von Air Liquide (Diisseldorf, Deutschland). Restriktionsendonukleasen und andere DNS-
modifizierende Enzyme lieferten die Firmen New England Biolabs (Frankfurt, Deutschland), Invitrogen
(Karlsruhe, Deutschland) und Roche (Mannheim, Deutschland). Wasser wurde unter Verwendung eines
MembraPure Aquintus (Bodenheim, Deutschland) gereinigt und deionisiert (Spezifischer Widerstand
18,2 MQecm).

2.13 EDV und web-basierte Dienste

Diese Arbeit sowie die darin enthaltenen Abbildungen wurde mit MS Office XP, Adobe Creative
Suite 3, Inkscape und Endnote X4 erstellt. Nicht lineare Regressionen, Datenanalyse und -visualisierung
wurden mit GraphPad Prism 5 (www.graphpad.com/prism) und Origin 8.5 (www.originlab.de)
durchgefiihrt. FTIR-Spektren wurden mit der OPUS 6.5 Software-Suite erstellt und ausgewertet.
Bioinformatische Arbeiten wurden unter Verwendung von GeneSOAP (Dr. R. Cramm, unverdffentlicht)
oder Vector NTI 9.0 (Invitrogen) durchgefiihrt. Fiir Sequenzvergleiche und -analysen wurden folgende
Programme verwendet; BLAST (Altschul, Gish et al. 1990), COBALT (Papadopoulos und Agarwala
2007) und Clustal W2 (Thompson, Higgins et al. 1994).

Charakteristische Aminoséuresequenz-Signaturen wurden mit Expasy PROSITE (Sigrist, Cerutti ef al.
2002; Sigrist, Cerutti ef al. 2010) und durch einen Abgleich mit der Conserved Domain Database (CDD)
(Marchler-Bauer, Anderson et al. 2009; Marchler-Bauer, Lu et al. 2011) identifiziert.

Zur Ableitung sekundirer Strukturmerkmale und homologer Strukturen wurden HHPred und HHSearch
verwendet (Soding 2005; Soding, Biegert ef al. 2005). Die Strukturmodelle wurden mittels der web-
basierten SwissModel-Suite (Automated Mode, Wildcard-Search) erstellt (Arnold, Bordoli et al. 2006;
Kiefer, Arnold et al. 2009). Das Protein-Protein-Docking wurde mittels ClusPro 2.0 (Advanced Options >
Structure Modification > Ligand: Ja; Receptor: Ja ) (Comeau, Gatchell ef al. 2004; Kozakov, Clodfelter et
al. 2005; Kozakov, Brenke et al. 2006) bzw. RosettaDock (ClusPro Output-File, No Settings;
Auswertung gemdll Dokumentation) (Gray, Moughon et al. 2003; Wang, Schueler-Furman ef al. 2005)
durchgefiihrt. Kristallstrukturen wurden der Protein Database (PDB, www.rcsb.org) entnommen,
Proteinstrukturen und Protein-Protein-Dockings wurden mit dem Stand-alone-Programm Chimera v1.5.3
visualisiert (Pettersen, Goddard et al. 2004).
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3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung einer neuartigen Kapsel zum Zwecke der Dialyse
und Applikation

Im Rahmen der Charakterisierung des direkten Vorldufers des Carbonylliganden sind
prinzipiell zwei Mdglichkeiten denkbar durch die der CO-Ligand zum ,katalytischen® Eisen
gelangen kann. Auf der einen Seite ist es mdglich, dass der CO-Ligand, analog dem
Mechanismus der Synthese der CN'-Liganden, als gebundene Carbonylgruppe angeliefert wird
und vor Ort iibertragen wird. In diesem Zusammenhang wird in der Literatur des Ofteren eine
funktionelle Beteiligung von HypE antizipiert (Watanabe, Matsumi et al. 2007). Die andere
Moglichkeit wire, dass gasformiges Kohlenmonoxid durch eine unbestimmte metabolische
Aktivitit freigesetzt wird und dieses unmittelbar an das komplexgebundene Eisen bindet. Eine
solche Moglichkeit legen Experimente mit markiertem, gasformigem *CO in Escherichia coli
nahe. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese Markierung aufgrund des hohen CO-
Partialdrucks artifiziell ist (Forzi, Hellwig et al. 2007; Lenz, Zebger et al. 2007). Daneben
besteht zudem die Mdglichkeit, dass beide Mechanismen parallel nebeneinander existieren.

Da die Natur des nativen CO-Vorldufers nicht bekannt ist, musste eine Moglichkeit gefunden
werden beide Synthesewege anhand der physikalischen Eigenschaften der jeweiligen Vorstufe
zu unterscheiden. Eine Moglichkeit dieser Frage nachzugehen ist das in der Zelle produzierte,
gasformige CO zu eliminieren und einen etwaigen Einfluss auf die Hydrogenaseaktivitit zu
untersuchen. Da ein derartiges System zur spezifischen Eliminierung bisher nicht bekannt ist,
musste ein neuartiges System entwickelt werden (detaillierte Informationen in Kapitel 3.3.4).
Zentrales Element dieses Systems ist eine Dialysekapsel, die - ausgestattet mit einer speziellen
Membran - im Kulturmedium versenkt wird. Das einzige, scheinbar brauchbare System mit
Namen QuixSep” (Membrane Filtration Products Inc., Seguin, USA) erwies sich jedoch als
unzureichend geeignet, um den harten Bedingungen einer lang anhaltenden Kultivierung
standzuhalten. Leckagen flihrten wiederholt zur Vergiftung der Kulturen. Demzufolge musste
eine vollkommen neuartige Dialyse- und Applikationskapsel, mit einem bisher nicht gekannten
MalB an Dichtheit und Zuverldssigkeit, konzipiert und bis zur Patentreife weiterentwickelt

werden (DE 20 2012 000 398.4 gem. GebrMG).

3.1.1 Beschreibung der Dialyse- und Applikationskapsel

Ein Ausfiihrungsbeispiel dieser Kapsel wird anhand Abbildung 3-1 erldutert. Es zeigen
Abbildung 3-1 A eine Explosionszeichnung und Abbildung 3-1 B eine Schnittzeichnung der
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Kapsel im demontierten Zustand. Die Dialyse- und Applikationskapsel besteht aus drei Teilen;
dem Korpus (A), dem Deckel (B) und einem Dichtring (C).

Abbildung 3-1: Technische
Zeichnungen der neu ent-
wickelten Dialyse- und Appli-
kationskapsel. A) Explosions-
zeichnung der Dialyse- und
Applikationskapsel, bestehend
aus drei Teilen. Der Korpus (A)
wird mit dem Deckel (B) iiber
ein Schraubgewinde verbunden,
wobei der Dichtring (C) zwi-
schen beiden Elementen arretiert
wird. B) Schnittzeichnung der
Dialyse- und  Applikations-
kapsel. Erlduterungen im Text.

A)

Der Korpus (A) besteht aus einem Zylinder (1), an dessen FuB3 sich eine verbreiterte Basis (2)
befindet. An diesem Zylinder (1) befindet sich, etwas abgesetzt, oberhalb der Basis (2) ein
AulBlengewinde (3). Dieses AuBBengwinde (3) dient der Aufnahme und Arretierung des Deckels
(B). Am oberen Ende des Zylinders (1) sitzt die Krone (4). Nach innen wird die Krone (4) durch
einen konzentrisch umlaufenden Steg (5) begrenzt. Der Dichtring (C) wird zwischen Krone (4)
und Steg (5) fixiert. Mittig in diesem Zylinder (1) befindet sich entlang der Langsachse eine
konzentrische Bohrung (6), die von der Krone (4) zur Basis (2) verlduft. Diese Bohrung (6) stellt
den Probenraum dar. Die Bohrtiefe kann variieren und ermdglicht somit unterschiedliche
Probenvolumina.

Der Deckel (B) ist ein gerader Hohlzylinder. Dessen Mantel (7) besitzt einen
Innendurchmesser, der es ermoglicht, ihn {iber den Zylinder (1) des Korpus (A) zu stiilpen.
Dabei bleibt zwischen dem Zylinder (1) und der Innenseite des Mantels (7) ein geringer

Zwischenraum frei, der im montierten Zustand die iiberstehende Membran aufnimmt. Am
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unteren Ende des Deckels (B) befindet sich auf der Innenseite des Mantels (7) ein Innengewinde
(8). Mittels dieses Innengewindes (8) kann der Deckel (B) am AuBlengewinde (3) des Korpus (A)
festgeschraubt werden. Am oberen Ende des Deckels (B) befindet sich ein Lid (9), in dessen
Mitte sich eine Offnung (10) befindet. Diese Offnung (10) sitzt dabei genau iiber dem
Probenraum (6). Zwischen dem Probenraum (6) und dem Lid (9) spannt sich die semipermeable
Membran und ermdglicht die Dialyse. Deckel und Korpus besitzen eine Materialstirke von
mindestens 2,5 mm und bieten dadurch genug Widerstandskraft, um verformungsfrei im
Vakuum zu funktionieren.

Der Dichtring (C) wird dabei an der Krone (4) iiber den Steg (5) gezogen und dort fixiert.
Dabei iiberragt der Dichtring den Steg geringfiigig, so dass die aufgelegte Membran nur auf dem
Dichtring aufliegt. Wéhrend der Deckel (B) auf den Korpus (A) geschraubt wird, driickt das Lid
(9) auf den Dichtring (C). Dieser wird dadurch gequetscht, dabei spannt sich die Membran dicht
iiber den Probenraum und bildet eine faltenfreie, absolut dichte Barriere zwischen Probenraum

(6) und Medium.

3.1.2 Verwendung

Die Dialysekapsel ist mit wenigen Handgriffen bereit zur Anwendung. Im ersten Schritt kann
die Kapsel, sofern erforderlich, sterilisiert werden (Abbildung 3-2 A). Nachdem der Dichtring in
seine Arretierung an der Krone eingesetzt wurde (Abbildung 3-2 B), kann der Probenraum mit
dem entsprechenden Dialysier- bzw. Applikationsgut befiillt werden. Sollte das Volumen des
Probenraums zu groB fiir die Menge der Probe sein, hat es sich in der Praxis bewdéhrt das
Volumen der Kapseln durch Zugabe von niedrigschmelzendem Paraffin zu reduzieren. Da
Paraffin unter den gegebenen Bedingungen weitestgehend inert ist, sind Wechselwirkungen mit
dem Applikationsgut nicht zu befiirchten. Das Paraffin kann anschlieBend wieder riickstandsfrei

entfernt werden, indem man die Kapseln in ein ca. 60 °C heifles Waserbad legt.

[

A

C D

Abbildung 3-2: Anwendung der Dialysekapseln. A) Kapsel im demontierten Zustand. B) Dichtring liegt auf der
Krone des Korpus. C) Nachdem der Probenraum befiillt wurde, wird die Membran (ca. 20mm x 20mm) aufgelegt.
D) Kapsel mit aufgeschraubtem Deckel. Weitere Erlduterungen im Text.
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Die Membran wird mittig auf den Dichtring aufgelegt (Abbildung 3-2 C). Der Deckel wird
handfest auf den Korpus geschraubt. Dabei spannt sich die Membran mit den letzten Drehungen
selbst (Abbildung 3-2 D). Die Kapsel wird nun in den Puffer/das Medium gelegt und mittels
Schiittelinkubator in Bewegung gehalten. Nach Beendigung des Experiments kann die Membran

mit einer Spritze durchsto3en werden und die Probe abgezogen werden.

3.1.3 Dialyse-Charakteristika der neu entwickelten Kapsel im Vergleich
zum Stand der Technik

Um die verbesserte Dialysekapsel zu charakterisieren, sollte die maximale Dialyserate im
direkten Vergleich zum Konkurrenzprodukt ermittelt werden. Diese sollte sich im Bereich
dessen bewegen was durch die QuixSep®-Kapseln erreicht wird, welche den Stand der Technik
darstellen. Dabei wurde darauf geachtet, dass die experimentellen Parameter beider
Versuchsreihen vergleichbar waren. Eine 3M NaCl-Losung (25mM Tris/HCI, pH 7.4 @ RT)
wurde gegen einen 273-fachen Uberschuss an Puffer (ddH,O) dialysiert. Der Puffer wurde
wihrend eines Experiments nicht gewechselt. Als Dialysemembran wurde die ZelluTrans F3-
Flachmembran verwendet. Die Dialyse wurde bei einer konstanten Temperatur von 22 °C
durchgefiihrt.

Als Mal fiir die umgesetzte Stoffmenge und der sich daraus ergebenden maximalen
Dialyserate wurde die Verdnderung des Leitwertes des Puffers in Abhingigkeit zur
Salzkonzentration ermittelt.

Aus technischen Griinden konnte die Durchtrittsfliche der Dialysedffnung nicht angepasst
werden. Da dieser Parameter kritisch fiir die Vergleichbarkeit der beiden Systeme ist, musste ein
entsprechender Korrekturfaktor ermittelt und angewendet werden. Entsprechend dem Gesetz fiir

die Diffusion iiber eine Membran gilt;

) % —pessli=fe) (mol - m? 5™

mit ngs=ngy (Stoffmenge), tos=tgv (Zeit), cigs=civ, caos=Cqev (Stoftkonzentration innen und
aullen) und zgs=zgy (Membranstirke) und D (Diffusionskonstante). Die gezeigten Indizes
verweisen dabei jeweils auf die Referenzkapsel QuixSep” (QS) bzw. hier vorgestellte Testkapsel
(EV). Dazu sollte der Teilchenstrom beider Systeme iiber die Membran hinweg ermittelt werden.
Da die Durchtrittsfliche die einzige Variable zwischen Referenz- und Testkapsel ist, ergibt sich
der bendtigte Korrekturfaktor Fx als Koeffizient der Radien beider Durchtrittsflichen, es gilt

demnach;

(3) F, = / _
rQS
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Dieser Korrekturfaktor wird auf die zeitabhidngige Achse der Dialysekurve angewendet werden.

Die gemessenen Dialysekurven sind unten dargestellt (Abbildung 3-3).

3500 Abbildung 3-3:  Dialyse-
kurven im Vergleich. Als
MalBl fir die Menge des

3000 umgesetzten Dialysegutes
wurde die Leitfdhigkeit eines

Elektrolyts in Losung heran-

02500 gezogen. A) Stoffumsatz der

neu entwickelten Dialyse- und
——QuixSep-Kapseln Applikationskapsel (m) und der

S
A=,
o
25000 - —=—Neue Kapseln Referenzkapsel (QuixSep) (4)
OE) in Abhingigkeit zur Zeit. Der
N grau  schraffierte  Bereich
3 1500 . Eichreihe marl'derte de?n Zei'traum zu
e % 12 7 Beginn der Dialyse, in dem die
@ = 107 maximale Diffusion erreicht
° 1000 S g wird. B) Die Eichreihe zeigt,
2 g 6 - dass sich Salzkonzentration
e S 4 y = 8,5022x + 0,0115 qnd Leitw.ert linear propor-
é i R?= 0,999 tional zueinander verhalten.
500 S 2 Somit kann der Leitwert als
0 - . . L . i
S oo 05 1.0 15 MaB fiir die D1a1yse.heran
Leitwert (mS) gezogen werden. Die ab-
0 " " gebildete  Geradengleichung

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 dient zur Umrechnung des

Zeit (Minuten) Leitwertes in die Salzkonzen-
tration. Das Bestimmtheitsmal}
der Eichkurve liegt bei
R?=0,999.

Zu Beginn war der Anstieg der Kurve linear, hier erreichte der Teilchenstrom {iiber die
Membran sein Maximum. Mit schwindendem Konzentrationsunterschied zwischen Dialysat und
Puffer sank die Diffusionsrate, so dass die Kurve abfiel. Mittels einer linearen Regression konnte
die Diffusionsrate fiir den Bereich der maximalen Diffusion ermittelt werden. Der Teilchenstom
tiber die Membran ergibt sich als Steigung im linearen Bereich und betrug bei der
Referenzkapsel (QuixSep™) 47,5 + 0,1 nmol/min und bei der hier entwickelten Kapsel 48,6 + 0,1
nmol/min. Im Bereich der maximalen Diffusion konnte somit kein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Kapseln festgestellt werden. Im weiteren Verlauf sank die Diffusion der
Referenzkapseln sogar stirker als die der hier entwickelten Kapsel. Somit konnte belegt werden,
dass unter vergleichbaren Bedingungen, beide Kapseln vergleichbare Dialyseraten erzielen.
Folglich ist die getestete Kapsel in puncto Dialyserate ebenso leistungsfahig wie der derzeitige

Stand der Technik.

3.1.4 Dichtheitspriifung

Neben den unverhéltnisméfig hohen Kosten des komerziellen Pendants, ergaben

Praxisversuche, dass die Unzuverléssigkeit des kommerziellen Systems hdufig zu Vergiftungs-

-54 -



Ergebnisse

erscheinungen in den Bakterienkulturen fiihrte. Um die Zuverldssigkeit der hier entwickelten
Kapsel zu belegen, wurden beide Kapseln komplett mit Wasser gefiillt und anschlieend mit

einer PTFE-Membran mit einer Materialstirke von 125 nm verschlossen.

100 1

80 1

60 -

40 1

Verbleibender Inhalt

20 1

5 10 30 60 180 360
Zeit (Min.)

Abbildung 3-4: Dichtheitspriifung der Kapseln. Gemessen wurde der Fliissigkeitsverlust der Referenzkapseln
(blau) sowie der neu entwickelten Kapseln (rot) nach einer bestimmten Inkubationszeit unter Vakuum. Anders als
bei seinem kommerziell erworbenen Pendant, konnte, selbst unter diesen extremen Bedingungen, bei den hier
vorgestellten Kapseln kein Flissigkeitsverlust festgestellt werden. Die abgebildeten Mittelwerte ergeben sich pro
Kapseltyp und Zeitpunkt aus 4-7 Einzelmessungen.

Durch die stark hydrophoben Eigenschaften des PTFE ist gewéhrleistet, dass keine Diffusion der
Fliissigkeit — auch nicht bei Innendruck — durch die Membran stattfindet. Gleichzeitig ist PTFE
widerstandsfahig genug, um dem Innendruck, der durch das duBlere Vakuum erzeugt wird, stand
zu halten. Dabei wurde der Verlust der Fliissigkeit unter den Versuchsbedingungen in
zahlreichen, vergleichenden Versuchen untersucht (siche Abbildung 3-4). Wie in der obigen
Abbildung zu erkennen, verlieren die Referenzkapseln der Marke QuixSep” bereits nach
wenigen Minuten — zum Teil — erhebliche Mengen ihres Probenvolumens. In 93,3% aller Tests
trat bei den Referenzkapseln eine Leckage auf. Der Fliissigkeitsverlust lag bei bis zu 97% des
urspiinglichen Volumens. Bereits wihrend der Evakuierung konnte vereinzelt ein
Fliissigkeitsverlust festgestellt werden. Die Zeit im Vakuum stellte dabei keinen Parameter dar,
der die Menge des Fliissigkeitsverlustes beeinflusste. Es konnte kein Trend in Abhédngigkeit zur
Zeit festgestellt werden. Vielmehr traten Leckagen von Versuch zu Versuch vollkommen
sporadisch auf. Im Gegensatz dazu zeigten die neuen Kapseln eine hundertprozentige
Zuverldssigkeit. Das bedeutet, dass nie, auch nicht bei maximaler Testdauer von bis zu sechs
Stunden im Vakuum, ein Verlust des ,,.Dialysegutes* festgestellt werden konnte. Diese Dichtheit
und Zuverléssigkeit lieferte die Reproduzierbarkeit, die erforderlich ist fiir die Evaluierung der

Hydrogenaseaktivitit unter CO-Limitation (siehe Kaptiel 3.3.4).
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3.2 Der HypCD-Komplex

Vorangegangene Untersuchungen an HypC und HypD in E. coli haben gezeigt, dass beide
akzessorischen Proteine einen Komplex bilden, welcher eine zentrale Rolle in der Reifung des
aktiven Zentrums von [NiFe]-Hydrogenasen einnimmt. Gemdfl einem Postulat dient ein im
HypCD-Komplex gebundenes Eisen dabei als Rezipient von wenigstens einem CN'-Liganden
(Blokesch, Albracht et al. 2004). In dieser Arbeit sollte dieser Komplex hinsichtlich des

Ligandierungsmechanismus und seiner vollstindigen Ligandenausstattung untersucht werden.

3.2.1 Ein neu identifiziertes HypD-Homolog in Ralstonia eutropha zeigt
Ahnlichkeiten zu E. coli HypD

Neben dem gut charakterisierten HypCD-Komplex aus E. coli konnte ein solcher Komplex
auch in Ralstonia eutropha nachgewiesen werden (Jones, Lenz ef al. 2004). Hier wurde unléngst,
neben dem vergleichsweise gut charakterisierten HypD1 aus dem MBH-Operon, ein weiteres
HypD-Homolog (A/N: NP_ 942714, nachfolgend HypD2 genannt) identifiziert. Diese Isoform
von HypD wird in einem zusitzlichen 4yp-Operon, welches 5,7 kB in 5’-Richtung vor dem SH-
Operon liegt, auf dem Megaplasmid pHG1 kodiert (Schwartz, Henne et al. 2003). Im Umfeld
dieses hyp-Operons befinden sich auch die Strukturgene fiir eine vierte [NiFe]-Hydrogenase, die
bis dato noch weitestgehend uncharakterisiert ist.

Deletionen in HypD1 bewiesen, dass HypD2 den Verlust eines funktionsfahigen HypD1
nicht komplementieren kann (Dernedde, Eitinger et al 1996). Umgekehrt zeigten
Untersuchungen an der vierten Hydrogenase aber auch, dass weder das Ayp/-Operon noch das
hyp2-Operon fiir die Reifung der vierten Hydrogenase notwendig sind. Demzufolge scheint
dieses hyp-Operon inkompatibel zu den hyp-Genen aus MBH- und SH-Operon sein
(unverdffentlichte Ergebnisse C. Schifer).

Die hier durchgefiihrten Sequenzanalysen zeigten, dass HypD2 eine hohere Homologie zu
HypD aus E. coli (51,9 % Identitét) aufweist, als zu R.e.HypD1 (48,8 % Identitdt) (Abbildung 3-
5). Dariiber hinaus ist in HypD2 eine hochkonservierte Aminosdure, C354°, ebenso wie in
E. coli, durch ein Leucin substituiert. Demzufolge kann hier lediglich eine der Disulfidbriicken
gebildet werden, denen eine essentielle Funktion innerhalb des Ligandierungsprozesses
nachgesagt wird (siche hierzu Abbildung 3-6). Es wird vermutet, dass die Oxidation dieser

Thiolgruppen zu den entsprechenden Disulfidbriicken die Elektronen fiir den nukleophilen

* Sofern nicht anders angegeben, bezichen sich die Aminosiurekoordinaten, zwecks Vereinheitlichung, auf
HypDl1.
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Angriff der diatomaren Liganden auf das Metall-Ion bereitstellt (Watanabe, Matsumi et al.
2007).

36
R.e. HypDl -MKYIEEFRDGELAQRIAAHVRAEAR----PGQR-YNFMEF@GGHTHAISRYGVTELLPENVRMIH 60
R.e. HypD2 -MKYVDEFRDPAKAQALAREIRDLVAGMGRARRRPLQIMEV@GGHTHTIFRYGIQQLLPDEVEFVH 65
E.c. HypD -MRFVDEYRAPEQVMQLIEHLRERASHLSYTAERPLRIMEV@GGHTHAIFKFGLDQLLPENVEFIH 65
T.k. HypD MEEPFEAYRSREVAMKLVEKIREEAK----TLDGEIRIMHV@GTHEDTVTRHGIRSLLPENVKVVS 62
Lol E . : R . R S I O O S
64 67
R.e. HypDl CPVCVLPIGRIDLALHLALER----- DAIVCTYGDTMRVPASGGMSLIRAKAHGADIRMVYSA 121
R.e. HypD2 CPVCVLPMGRVDDCVALAERP--——-— EVIFTTFGDAMRVPGSR-KSLLKAKADGADVRMVYSP 125
E.c. HypD C CVLPMGRIDTCVEIASHP----- EVIFCTFGDAMRVPGSR-KSLLKAKADGADVRMVYSP 125
T.k. HypD CITPVEDIVAMQLIMRKAREEGEEIILTTFGDMYKIPTPM GSFADLKSEGFDVRIVYGI 127
******* *: B B . B *. * * % ::* *: *: * * * **
R.e. HypDl ADALKIAQRHPQREVVFLAT TPPTALIIREAKARQVDNFSVLCCHVLTPSAITHILESPEV 187
R.e. HypD2 IDALALARNHPDREVIFFGL PSTAMTVLRARAEGVRNFSLEFCNHITIIPTIKAILDSPDL 191
E.c. HypD MDALKLAQENPTRKVVFFGL PTTAITLQQAKARDVONFYFFCQHITLIPTLRSLLEQPDN 191
T.k. HypD FDTYRIAKENPDKTVVHFSP TAPAAGMLNVAAQEELENFKIYSVHRLTPPAVEVLLKQGTV 193
*: R T Lo KR LK
203
R.e. HypDl RDYGTVPIDGEFVGP SIVIGTRPYEHFSREYGKPVVI LDVMQAILMLVRQVNSGRAEVE 253
R.e. HypD2 = -—-——-- QIDGFLGPGEIVSMVIGTQPYEFIARHYRKPIT LDVLQSMWMVLRQIAQGRCEVE 251
E.c. HypD -——-—=——- GIDAFLAPGEIVSMVIGTDAYNFIASDFHRPL LDLLQGVVMLVQQKIAAHSKVE 251
T.k. HypD ~ —-—=——==--- FQGLIAPG] STIIGVKGWEYLTEKYGIPQ NDVLMAILMLIRMYKEGEARII 252
HER N A R S T T o o
R.e. HypDl NEFVRAVTRDGNESAQAMVSEVFELRPSFEWRGLGEVPYSALRIRAQFARFDAEQRFDLRYRP-VP 318
R.e. HypD2 NQYGRIVPAAGNAQALAAIQEVFELREFFEWRGLGSIDFSGVRMREAFSAFDAERKFTVPDVK-IA 316
E.c. HypD NQYRRVVPDAGNLLAQQATIADVFCVNGDSEWRGLGVIESSGVHLTPDYQRFDAEAHFRPAPQQ-VC 316
T.k. HypD NEYERAVKYEGNVVAQKMIDKFFEVVD AKWRALGVFPKSGLELRKEWKDFEIRSFYKVEVPKNLP 317
Koo kK KxRK HE. : HEOR O S A HE O
323
|325 338 345 354 362
R.e. HypDl D-NKA@ECGAILRGVKKPTD@KLFATV@TPENPMGSCMVSSEGABAAHY SYGRFKDIPLVAA---- 379
R.e. HypD2 D-PKABOCGEVLKGVIKPHO@KVFGTABTPESPLGSLMVSSEG YYHYCRIDTSRLGRHGARA 381
E.c. HypD D- DPRARIGEVLTGKCKPHQ PLEGNT@NPQTAFGALMVSSEG. AWYQYRQOESEA-—-—=————— 373
T.k. HypD DLEKGIRCGAVLRGLALPTD PLFGKT TPRHPVGPCMVSYEGT OIFYKYGVLEF-—-——=——=——— 372
** * * . . *. * % % **.* *  *
R.e. HypDl = ——————-———————————————
R.e. HypD2 AGQTATRDAVANERAAAGAGHE 403
E.c. Hypb - -———————————m—————
T.k. HypD = = —=-—-———mmmmmmmm oo

Abbildung 3-5: HypD Sequenzvergleich. Dieser Sequenzvergleich wurde mit Hilfe von CLUSTAL W2 @ EBI
erstellt (Chenna, Sugawara ef al. 2003; Larkin, Blackshields et al. 2007). Konservierte Aminoséuren sind mit einem
Stern unterhalb der entsprechenden Position gekennzeichnet. Cysteine, die in die Koordinierung des FeS-Clusters
involviert sind, sind rot unterlegt. Cysteine, die an der Bildung der Disulfidbriicken beteiligt sind, sind gelb
markiert. Aminosduren, die potentiell an der Bindung des ,katalytischen* Eisens beteiligt sind, sind blau unterlegt.
Die hochkonservierten Motive, die die Koordinierungsstelle des Eisens bilden, sind griin markiert (Abbildung 3-9).
Der hier gezeigte Sequenzvergleich umfasst HypD aus Escherichia coli K12 (A/N: NP_417209), Thermococcus
kodakarensis KOD1 (A/N: YP 184413) sowie HypD1 (A/N: NP 942658) und HypD2 (A/N: NP 942714) aus
Ralstonia eutropha H16.

Wie der Vergleich zwischen den vier HypD-Homologen aus Ralstonia eutropha, Escherichia
coli und Thermococcus kodakarensis zeigte, verfiigen nicht alle HypD-Isoformen iiber zwei
Disulfidbriicken (siehe auch Abbildung 3-6), so dass man zwei Typen des HypD-Proteins
unterscheiden kann (siehe Abbildung 3-7). Der erste Typ, nachfolgend auch DDB-Typ (Double-

Disulfide-Bond) genannt, besitzt insgesamt vier konservierte Cysteine und kann zwei
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Disulfidbriicken ausbilden. Zu diesem Typ gehoren u. a. auch HypD1 aus Ralstonia eutropha

und HypD aus Thermococcus kodakarensis.

A) Thermococcus kodakarensis HypD B) Ralstonia eutropha HypD1

C) Escherichia coli HypD D) Ralstonia eutropha HypD2

Abbildung 3-6: Strukturmodelle verschiedener HypD-Isoformen aus verschiedenen Spezies. A)
Kristallstruktur des Maturationsproteins HypD aus Thermococcus kodakarensis KOD1 (2Z1D). B) Strukturmodell
(40,3 % / RMSD 0,66) von HypD1 aus Ralstonia eutropha H16. C) Strukturmodell von HypD aus Escherichia coli
K12 (38,6 % / RMSD 0,67). D) Strukturmodell von HypD2 aus Ralstonia eutropha H16 (35,8 % / RMSD 0,94).
Konservierte Cysteine, die an der Koordinierung des [4Fe4S]-Clusters beteiligt sind, sind in Rot dargestellt.
Aminosduren, die an der Bildung des HypCD-Komplexes beteiligt sind bzw. fiir die Koordinierung des
»katalytischen* Eisens notwendig sind, sind blau eingefdrbt. Die Disulfidbriicken sind in Gelb dargestellt. Die
angegebene Sequenzidentitdt und der RMSD-Wert der Co-Atome beziehen sich auf 7.kA.HypD als Referenz. Die
Darstellungen der HypD-Strukturen wurden mit Hilfe von UCSF Chimera 1.5.3 (Pettersen, Goddard et al. 2004)
erstellt. Die Modelle wurden mittels SwissModel erstellt (Arnold, Bordoli et al. 2006, Kiefer, Arnold et al. 2009).

Der zweite Typ, nachfolgend SDB-Typ (Single-Disulfide-Bond) genannt, besitzt zumeist nur
die beiden Cysteine, welche die proximale Disulfidbriicke bilden. Zu diesem Typ gehoren u. a.

HypD2 aus Ralstonia eutropha und HypD aus Escherichia coli.
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Sollte die postulierte Funktion des Elektronentransfers zutreffend sein, dann miisste die
Distanz zwischen dem [4Fe4S]-Zentrum und der proximalen Disulfidbriicke innerhalb der fiir
den intramolekularen Elektronentransfer {iblichen Entfernungen liegen.

ce7 C72
C323 C343

7\\ c325 ?\\
‘//\% ¢ ‘) C338 ‘/./“\%f' c321
ce4'l \/‘/;?f",‘ L ce9 Tt
< ‘ -
N/

C354 : :
C345 C360 C336
A) B)

C362

Abbildung 3-7: Die beiden funktionalen Varianten von HypD aus Ralstonia eutropha. A) HypD1 aus Ralstonia
eutropha ist notwendig fiir die Reifung der RH, SH und MBH; DDB-Typ. B) HypD2 aus Ralstonia eutropha ist
mutmaBlich notwendig fiir die Reifung der vierten Hydrogenase; SDB-Typ. Die gelb dargestellten Cysteine bilden
die Disulfidbriicken, die in rot dargestellten Cysteine koordinieren das abgebildete [4Fe4S]-Zentrum. Anhand der
Homologiemodelle fiir HypD1 bzw. HypD2 ergeben sich in etwa folgende Distanzen fiir den Elektronentransfer:
HypD1 ~4,6 A ([4Fe4S] <> SS2) und ~5,5 A (SS2 <> SS1) bzw. HypD2 ~8,8 A ([4Fe4S] <> SS1). Die angegebenen
Positionen der Cysteine beziehen sich auf die jeweiligen Proteine. Die Darstellungen der HypD-Strukturen wurden
mit Hilfe von UCSF Chimera 1.5.3 erstellt (Pettersen, Goddard et al. 2004).

Basierend auf den Strukturmodellen der HypD-Proteine konnten die ridumlichen
Entfernungen zwischen den Eisen-Schwefel-Zentren und den distalen (SS2) bzw. den
proximalen (SS1) Disulfidbriicken ermittelt werden (Abbildungen 3-7). Die direkte
Maximaldistanz ([4Fe4S] <> SS1) unterscheidet sich dabei in den verschiedenen HypD-
Varianten nicht. Mit einer mittleren Entfernung von 8,8 A zwischen [4Fe4S]-Zentrum und
proximaler Disulfidbriicke liegen die zu {iberbriickenden Distanzen deutlich unter den
dokumentierten Spitzenwerten (Lippard und Berg 1995). Daraus muss gefolgert werden, dass die
distale Disulfidbriicke fiir einen Elektronentransfer und somit die Funktion von HypD nicht

zwingend erforderlich ist.
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3.2.2 Sequenzvergleich mit 448 HypD-lsoformen aus verschiedenen
Organismen
Anhand eines Sequenzvergleichs von insgesamt 448 HypD-Isoformen aus verschiedenen

Hydrogenase-exprimierenden Organismen sollte, mittels einer statistischen Untersuchung geklart
werden, ob eine der beiden HypD-Varianten quasi eine Grundform darstellt und der jeweils
andere Typ nur eine Ausnahme bildet. Tatsdchlich waren die Isoformen die beide
Disulfidbriicken besitzen (DDB-Typ) mit 63 Prozent hdufiger vertreten. Allerdings kann der
SDB-Typ, der lediglich die proximale Disulfidbriicke enthélt, mit einem Anteil von 37 Prozent
nicht als ,,Ausnahmeerscheinung® gewertet werden (Abbildung 3-8 A). Beide Typen kommen
weit verstreut vor, ohne dass dabei - in phylogenetischer Hinsicht - ein Muster ersichtlich wird.
Die statistische Auswertung des Sequenzvergleichs aller 448 HypD-Homologe zeigte, dass die
Aminosduren C338, C345 und C362 durchgehend konserviert sind. Diese AS sind an der
Koordinierung des [4Fe4S]-Zentrums beteiligt. Andere Cysteine an den Positionen C323, C325
und C354 zeigten hingegen gewisse Enzympolymorphismen (Abbildung 3-8 B).

A) B)

7,6%

0,2%
3,6%
C323 0,4%

6,6%

63%

73,7% 19,7%

C325
Cystein

Alanin

Serin
Threonin

Prolin 69,9% 16,3
Leucin
C354

O R 0@ m O

Abbildung 3-8: Statistische Analyse von HypD. 448 Isoformen von HypD wurden mittels Multi-Sequenz-
Alignment untersucht. A) Prozentuale Anteile des SDB- (nur proximale Disulfidbriicke) bzw. DDB- (beide
Disulfidbriicken) Typs an der untersuchten Stichprobe von HypD-Homologen. B) Prozentuale Héaufigkeit
verschiedener (substituierender) Aminosduren an den Positionen der hochkonservierten Cysteine in HypD.
Untersucht wurden die variablen Positionen 323, 325 und 354 (Nomenklatur bezieht sich auf R.e.HypD1). Die
iibrigen Positionen sind invariant.

Die Analyse des Sequenzvergleichs ermdglichte die Ableitung einiger Grundregeln fiir die
Substitution der Cysteinreste. So konnte zum Beispiel niemals ein doppelter

Aminosdureaustausch in C323 und C325 beobachtet werden. GemiB dem gegenwértigen Modell
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ist in HypD-Isoformen mit zwei Disulfidbriicken (DDB-Typ) C323 an der Koordination des
[4Fe4S]-Zentrums beteiligt. Im Gegensatz dazu sind C325 und C354 an der Ausbildung der
distalen Disulfidbriicke beteiligt (Abbildung 3-7). Diese Beobachtung untermauert die These,
dass in HypD-Isoformen mit nur einer einzigen Disulfidbriicke, C325 — im Falle der Substitution
von C323 — die Funktion der Koordination des [4Fe4S]-Zentrums iibernchmen kann.
Experimentell wird diese These durch den Austausch von C323 zu Serin gestiitzt. So konnte in
der entsprechenden Mutante gegeniiber der Negativkontrolle (HF338; AhypD) eine etwa 3,5-fach
hohere Restaktivitdt der 10slichen Hydrogenase nachgewiesen werden (Biirstel, Siebert et al.
2012).

Dartiber hinaus fiel auf, dass die Polymorphismen in Art und Anzahl der substituierenden
Aminoséuren stark eingeschrénkt sind (Abbildung 3-8 B). So ist ein Austausch von C323 (fast)
immer mit einem Austausch von C354 assoziiert (Es sind drei Ausnahmen bekannt (0,66 %);
YP 004436673, AEE25405, AEA96489). Auf der anderen Seite werden C354L-Substitutionen
in 94,6 % aller Fille von einer Substitution von C323 begeleitet. C354T- und C354P-Austausche
hingegen gehen immer mit einem Austausch von C325 einher (Zwei Ausnahmen bekannt
(0,44 %); ABP95102, ADX82239). Obgleich die Sinnhaftigkeit der beobachteten Restriktionen
nicht vollstindig verstanden ist, zeigten diese Ergebnisse, dass die Substitutionen der variablen
Cysteine nicht willkiirlich sind, sondern bestimmten Regeln unterliegen. Beim Vergleich der
Eigenschaften der Aminosduren an den jeweiligen Positionen konnte festgestellt werden, dass
bestimmte Eigenschaften der Cysteine auch in den Substituenten erhalten geblieben sind. An den
Positionen C323 und C325 sind alle Substituenten ebenfalls kleine bzw. winzige AS, an Position
C354 sind alle identifizierten Substituenten klein und hydrophob (Livingstone und Barton 1993).
Auch wenn augenscheinlich hier sterische Aspekte eine groe Rolle spielen, kann nicht erklért

werden, warum andere AS mit vergleichbaren Eigenschaften nicht vorkommen.

3.2.3 Identifikation neuer, hochkonservierter struktureller Merkmale in
HypD

Im Rahmen des erwidhnten, umfassenden Sequenzvergleichs von 448 HypD-Homologen
konnten, neben den bereits diskutierten Cysteinen, weitere Aminosduremotive identifiziert
werden, die hoch bzw. durchgehend konserviert sind. Diesen hochkonservierten Motiven konnte
bisher noch keine bestimmte Funktion zugeordnet werden. Interessanterweise zeigte der
Vergleich mit der Struktur von R.e.HypDI, dass alle diese Motive beinahe die gesamte
Oberfldche eines rohrenférmigen Hohlraums bilden, in dem die mutmaBliche Assemblierung der
Fe(CN),(CO)-Einheit stattfindet. Neben den beiden AS C36 und H203, fiir die bereits eine

(13

Funktion bei der Koordinierung des designierten ,katalytischen® Eisens postuliert wurde
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(Blokesch und Bock 2006; Watanabe, Matsumi et al. 2007), konnten insgesamt drei auffallend
hoch konservierte Motive identifiziert werden, die in erheblichem MafBle an der Bildung dieser
Kavitit beteiligt sind.

Das erste dieser Motive (Motiv 1; Abbildung 3-9) war das durchgehend konservierte
c1GPGCPVC¢7-Motiv, das bisher nur wegen der beiden Cysteine Beachtung gefunden hat (siehe
Abbildung 3-5). Diese Cysteine bilden die proximale Disulfidbriicke (SS1; Abbildung 3-9), die
in allen HypD-Homologen vorhanden ist. Interessanterweise tragen auch bei diesem Motiv alle
tibrigen AS in hohem Malle zur Oberfldchenbildung der Kavitit bei.

Das zweite Motiv (Motiv 2, siche Abbildung 3-9) war das 4,GFETT 4-Motiv (siche
Abbildung 3-5). Wie das i GPGCPVC¢-Motiv ist auch dieses in allen bekannten Isoformen
durchgehend konserviert.

Einen ebenfalls hohen Konservierungsgrad zeigte auch das ,,7AGFEP,3,-Motiv (Motiv 3,
siche Abbildung 3-9 und Abbildung 3-5). Allerdings sind hier in der Gesamtpopulation aller
HypD-Homologe nur G228 und F229 durchgehend konserviert. Die {ibrigen Positionen weisen
hingegen eine gewisse Variabilitdt auf. Allerdings stellen in diesem Motiv nur die beiden

genannten AS einen Anteil an der Oberflache der Kavitit.

Abbildung 3-9: Hochkonservierte
strukturelle Merkmale von HypD. Modell
des HypD aus Thermococcus kodakarensis
(Aufsicht). SS1, proximale Disulfidbriicke
bestehend aus C66 und C69; SS2, distale
Disulfidbriicke bestehend aus C325 und
C354 (gelb). Die rot hervorgehobenen AS
sind an der Koordinierung des [4Fe4S]-
Zentrums  beteiligt. Aminosduren, die
mutmaBlich an der Koordinierung des
katalytischen Eisens beteiligt sind, werden
blau dargestellt. Die Oberflichen die von
den hochkonservierten Motiven gebildet
werden, sind in Griin dargestellt. Die
potentielle Position des katalytischen Eisens
ist durch einen roten Ring markiert.

Da somit nahezu die gesamte Oberfliche der Kavitdt durch hochgradig konservierte AS
gebildet wird, ist anzunehmen, dass diese Kavitit bestimmte funktionale bzw. strukturelle
Funktionen erfiillt. Denkbar sind in diesem Zusammenhang prinzipiell zwei Aufgaben, die ein
solches Mal} an Restriktivitit in der Struktur erfordern, zum einen die Komplexbildung von

HypC und HypD, zum anderen der Prozess der Ligandierung des koordinierten Eisens.

-62 -



Ergebnisse

3.2.4 Konstruktion und Komplementation von HypCD-Expressions-
plasmiden

Hinsichtlich des HypCD-Komplexes ist die mit Abstand wichtigste Frage, ob sich der
Carbonylligand bereits in diesem Stadium am ,katalytischen Eisen befindet und die
Fe(CN),(CO)-Einheit demzufolge als Gesamtheit in die groBen Untereinheiten transferiert wird
oder als teilmontierte Vorstufe.

Obgleich die Anwesenheit des Carbonylliganden im HypCD-Komplex regelmiBig antizipiert
wird (z. B. Watanabe, Arai et al. 2009), konnte noch nie ein Beweis fiir die Priasenz des CO-
Liganden erbracht werden. Zudem wire diese Erkenntnis wichtig fiir die Suche nach dem bzw.
den Synthesewegen des Carbonylliganden, da man so gezielt nach potentiellen
Interaktionspartnern suchen konnte. Da bisherige Untersuchungen auf der Markierung der CN'-
Liganden mit "“C-CP basierten, konnten diese lediglich einen qualitativen Nachweis fiir die
Existenz von mindestens einem Cyanidliganden erbringen (Reissmann, Hochleitner et al. 2003;
Blokesch, Albracht et al. 2004). Aufgrund der kumulativen Natur des verwendeten Assays kann

keine Quantifizierung der diatomaren Liganden im HypCD-Komplex vorgenommen werden.
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Abbildung 3-10: Uberexpressionsplasmide zur Expression und Reinigung verschiedener HypCD-Komplexe
aus Ralstonia eutropha. Abgebildet sind zwei Konstrukte zur Gewinnung eines gereiften HypCD-Komplexes. Das
Plasmid pIB11 enthilt dabei ein C-terminal ,.getagtes hypC. In pIB12 wurde ein Strep-TagIl” am N-Terminus von
hypD eingefligt. Beide Gene werden mit den {ibrigen Ayp-Genen des MBH-Operons ko-exprimiert. Das dritte
Konstrukt, pIB15, wurde fiir die Uberexpression eines ungereiften HypCD-Komplexes konstruiert. Es enthilt
ausschlieBlich die Gene AypC und hypD. Dabei wurde in diesem Falle der C-Terminus von sypD mit dem Strep-
Tagll versehen. Die Expression aller drei Plasmide wird durch den starken, induzierbaren acoX-Promotor
kontrolliert. Die Expression wurde durch Zugabe von 15 mM Acetoin induziert.
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Um Art und Anzahl der diatomaren Liganden im HypCD-Komplex ndher zu bestimmen,
sollte der Komplex mittels FTIR-Spektroskopie detailliert untersucht werden. Da diese Methode
noch nie zuvor auf eine der transienten Zwischenstufen der pleiotropen Reifungen angewendet
wurde, musste zundchst untersucht werden, ob die FTIR-Spektroskopie tiberhaupt auf die labilen
Zwischenprodukte der frithen Reifung anwendbar ist. Im Anschluss sollte der HypCD-Komplex
in unterschiedlichen Reifestadien isoliert und analysiert werden, um einen detaillierteren
Einblick in die Ligandenausstattung und die im HypCD-Komplex ablaufenden Prozesse zu
erhalten.

Um den HypCD-Komplex aus Ralstonia eutropha (nachfolgend auch R.e.HypCD) in
verschiedenen Stadien zu isolieren, wurden verschiedene, mit einem Strep-Tagll® modifizierte,
Versionen von AypC und hypD konstruiert. Beide Gene werden nur im MBH-Operon kodiert,
daher wurde das gesamte MBH-assoziierte hyp-Operon in den Uberexpressionsvektor pIBO1
kloniert, um das Spektrum eines reifen R.e. HypCD-Komplexes zu bekommen.

Ausgehend von diesem neuen Uberexpressionsplasmid, pIB02, wurde zunichst, in Analogie
zu den Uberexpressionssystemen aus E. coli, versucht 4ypC mit einem C-terminalen ,,7ag* zu
versehen. Dieses Expressionsplasmid erhielt den Namen pIB11 (Abbildung 3-10; oben). Dariiber
hinaus wurde eine weitere Variante konstruiert, pIB12. In dieser Variante wurde hypD N-

terminal mit einem Strep-TagIl® versehen (Abbildung 3-10; mittig).

Tabelle 6: Komplementationstest der R.e.HypCD-Uberexpressionsplasmide. Dabei entspricht die Wildtyp-
aktivitit im Falle der MB® reduzierenden Aktivitit der MBH 0,8 = 0,1 U/mg und im Falle der NAD" reduzierenden
Aktivitdt der SH 4,0 += 0,2 U/mg.

NAD"
Plasmid / Genotyp Stamm / Genotyp MB? reduzierende reduzierende
Aktivitit [%] Aktivitit [%]
- H16 / Wildtyp 100 100
pIBO1 HF575 / Ahypl und Ahyp?2 0 n.v.
pIB02; Poox-hypAIBIFICDEX  HF575/ Ahypl und Ahyp2 199 n.v.
pIB11;
Povo-hypAIBIF1(Csyep) DEX HF340 / AhypC 227 n.v.
pIB11;
Povor-hypA1BIF1(Csyer) DEX HF575 / Ahypl und Ahyp2 0 n.v.
pIB12;
Pocor-hypA 1BIFIC (syepD)EX HF338 / AhypD 212 n.v.
pIB12;
Povor-hypA1BIFIC (syepD)EX HF575 / Ahypl und Ahyp?2 58 n.v.
pIB15; Pocox-hypC(spe,D) HF338 / AhypD n.v. 108
pIB15; Pocox-hypC(spe,D) HF340 / AhypC n.v. 113

a = Methylenblau; n.v. = nicht verfiigbar

Zur Uberexpression des ungereiften Komplexes wurden lediglich hypC und AypD in das

Uberexpressionsplasmid, pLO11, kloniert. Dabei wurde von der intrinsischen Strep-TagH®-
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Sequenz in pLO11 Gebrauch gemacht, so dass in diesem Fall HypD mit einem C-terminalen
Strep-TaglI” entstand. Dieses Plasmid wurde pIB15 genannt (Abbildung 3-10; unten).

Die Funktionalitdt dieser modifizierten 4yp-Gene wurde durch einen Komplementationstest
tiberpriift. Als Mal3 fiir eine erfolgreich komplementierte Maturation wurde wahlweise die
Methylenblau reduzierende Aktivitit der MBH bzw. die NAD" reduzierende Aktivitit der SH
herangezogen (siche Tabelle 6). Dazu wurden die Zellen unter heterotrophen Bedingungen auf
FGN-Medium angezogen (siehe Kapitel 2.2.2), anschlieend wurde die Hydrogenaseaktivitit,
wie in Kapitel 2.4.3 und 2.4.4 beschrieben, bestimmt.

Die MBH-Aktivitit der Positivkontrolle pIB02, einem Plasmid von dem das gesamte hyp1-
Operon exprimiert wird, zeigte dabei etwa die doppelte Aktivitit bzgl. des Wildtyps H16. Als
Hintergrund diente HF575. In diesem Stamm wurde sowohl das 4yp1-Operon als auch das Ayp2-
Operon deletiert.

Zunichst sollte pIB12 auf seine Funktionalitét hin untersucht werden. Dieses Plasmid enthalt
eine Strep-Tagll®-Sequenz am 5'-Ende von AypD. In einer AhypD-Mutante (HF338) konnte
pIB12 MBH-Aktivitit auf dem Niveau der Positivkontrolle (pIB02) wiederherstellen. In HF575
(H16 Ahypl, Ahyp2) wurden noch 58 % MBH-Aktivitit des Wildtyps festgestellt. Das Plasmid
pIB11, bei dem der Strep-Tagll® mit dem C-Terminus von HypC fusioniert wurde, konnte in
einem Stamm mit einer in frame-Deletion in hypC (HF340) Hydrogenaseaktivitit auf dem
Niveau der Positivkontrolle generieren. Interessanterweise konnte mit demselben Plasmid in
HF575 keine Hydrogenaseaktivitét festgestellt werden. Folglich ist pIB11 zwar in der Lage den
Verlust von AypC zu komplementieren, jedoch muss durch die Strep-TaglI®-Sequenz am 3'-
Ende von hypC die Expression der nachfolgenden Gene gestort sein.

Der ungereifte HypCD-Komplex von pIB15 zeigte sowohl in HF338 (AnypD) und HF340
(AhypC) eine Hydrogenaseaktivitit auf Wildtyp-Niveau.

3.2.5 Expression und Reinigung des HypCD-Komplexes aus Ralstonia
eutropha und Escherichia coli

Zur Isolierung des gereinigten Komplexes wurden die konstruierten Expressionsplasmide in
den Uberexpressionsstamm HF962 (HF210 AP,..x) konjugiert. Diesem Uberexpressionsstamm,
einem Derivat von Ralstonia eutropha H16, fehlt das Megaplasmid pHG1. Diesem Stamm
fehlen somit nicht nur sdmtliche 4yp-Gene, sondern auch die groBen Hydrogenaseuntereinheiten
als Rezipienten der putativen Fe(CN),(CO)-Einheiten, was die Akkumulation des HypCD-
Komplexes unterstiitzt. Zudem wurde in diesem Stamm der endogene Promotor von acoX
deletiert. Diese Deletion verhindert die Expression des aco-Operons. Die Genprodukte dieses

Clusters sind fiir den Acetoin-Katabolismus erforderlich. Demzufolge kann Acetoin fiir die
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Induktion der Uberexpression verwendet werden, ohne dass es gleichzeitig iiber den
Metabolismus abgebaut werden kann.

Zur Uberexpression der HypCD-Komplexe wurden die erzeugten Expressionsstimme unter
aeroben Bedingungen im heterotrophen Fermenter auf Fruktose-Glycerol-Ammonium- (FGN-)
Medium angezogen (Kapitel 2.2.2). Zur Induktion der Expression wurde nach 24 Stunden, nach
Volladaption auf Glycerol, jeweils 10-15mM Acetoin zugegeben. Geerntet wurde nach
weiteren 24 Stunden (Kapitel 2.2.6).

Fir die Uberexpression der verschiedenen HypCD-Komplexe aus Escherichia coli
(nachfolgend auch E.c.HypCD) konnte auf etablierte Plasmide zurlickgegriffen werden. Die
Expression fand unter anaeroben, fermentativen Bedingungen in 5L-Erlenmeyerkolben, die bis
zum Rand mit TGYEP-Medium gefiillt wurden, statt. Ab einer ODg von 0,5 wurde mit 0,2 - 1,0
mM IPTG induziert und nach weiteren 12 Stunden bei 22 °C geerntet (Blokesch, Albracht et al.
2004).
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Abbildung 3-11: Anreicherung des reifen HypCD-Komplexes. A) HypCD-Komplex aus Escherichia coli. HypD
besitzt eine molekulare Masse von 41,4 kDa und HypCgyep, 10,6 kDa. B) HypCD-Komplex aus Ralstonia eutropha.
HypDsyep besitzt eine molekulare Masse von 43,1 kDa und HypC 9,8 kDa. Die Fraktionen wurden mit einem
denaturierenden 16%-igen SDS-Gel aufgetrennt. Farbung mit Coomassie. LE, S30-Extrakt; DF, Durchflussfraktion;
W1-2, Waschfraktionen; E1-5, Elutionsfraktionen.

Fir die FTIR-Spektroskopie sind Volumina von 10 - 20 ul mit einer Proteinkonzentration
von nicht weniger als 0,2 mM erforderlich. Aufgrund der schlechten Expression des HypCD-
Komplexes in beiden Systemen mussten fiir eine Messung zwischen 20 g und 80 g Zellmaterial
aufgeschlossen werden (Kapitel 2.3.1).

Mittels Affinitaitschromatographie wurden die HypCD-Komplexe beider untersuchten
Spezies aus dem loslichen Extrakt angereichert (siche Kapitel 2.3.3). Im Unterschied zu den
Herstellerangaben der Strep-Tactin® Matrix wurde dazu ein Puffersystem mit einem pH-Wert

von 7,5 (4 °C) und einer maximalen NaCl-Konzentration von 50 mM verwendet.
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Abbildung 3-11 zeigt den Verlauf einer typischen Anreicherung des HypCD-Komplexes aus
E. coli (A) und R. eutropha (B). Deutlich zu erkennen sind die dominanten Banden bei 41,4 kDa
(E.cHypD) und 10,6 kDa (E.c.HypCsuep) bzw. 43,1 kDa (R.e.HypDsyep) und 9,8 kDa
(R.e.HypC). Diese belegen die erfolgreiche Reinigung von HypC und HypD als Komplex. Es
muss an dieser Stelle angemerkt werden, dass neben dem HypCD-Komplex sicherlich sowohl
E.c.HypCsuep als auch R.e.HypDsyep auch als Monomer vorliegen. Die Identitdt dieser Banden
konnte durch eine immunologische Farbung mit wirtsspezifischen Antikorpern bestétigt werden
(Abbildung 3-12). Die verwendeten Proben hatten eine Konzentration von 0,3-1,9 mM
(vergleiche Abbildungsbeschreibungen) und ein Volumen von 10-—20 pl. Kontaminante
Proteine, die aufgrund der niedrigen eingesetzten lonenstirke im Reinigungspuffer nicht

vollstidndig entfernt wurden, bleiben in der FTIR-Spektroskopie ,,unsichtbar®.

Abbildung  3-12: Immunologischer

kDa Nachweis von HypC und HypD.
100 __ Vereinigtes Eluat des HypCD-Komplexes
75 — nach  Strep-Tagll®-Affinititschromatogra-
50 — e | 4—HypDsyep/HypD phie. Proteine wurden durch SDS-PAGE auf
37 — P einem 16%-igen Polyacrylamidgel getrennt
25 und auf eine Nitrozellulosemembran
o0 transferiert. Die Bestandteile des Komplexes

wurden mittels wirtsspezifischer a-HypC
(untere Reihe) und a-HypD (obere Reihe)
15 — HyPCastep Antikdrper identifiziert. Spur 1, Standard
10 — £Hpr (kDa); Spur 2, konzentriertes Eluat mit
R.e. HypCD-Komplex; Spur 3, konzentriertes
Eluat mit E.c.HypCD-Komplex. Pro Spur
wurden 5pg Protein aufgetragen.

3.2.6 Nachweis der diatomaren Liganden am HypCD-Komplex aus
Ralstonia eutropha mittels IR-Spektroskopie

Wie bereits erwéhnt, sollte zunédchst die Frage untersucht werden, ob der CO-Ligand bereits
in dieser frithen Phase der Reifung, im Komplex aus HypC und HypD, am designierten
,Katalytischen Eisen gebunden ist oder ob der Carbonylligand erst in der grolen Untereinheit an
das ,katalytische* Eisen gelangt.

Um belastbare Informationen iiber die Art und Anzahl der diatomaren Liganden am
designierten ,katalytischen Eisen zu erhalten, sollte - in Zusammenarbeit mit der AG
Hildebrandt an der TU Berlin - die Ligandierung isolierter HypCD-Komplexe mittels FTIR-
Spektroskopie untersucht werden (Kapitel 2.4.2). Dabei sollte zwischen einem ,,reifen” HypCD-
Komplex und einem unreifen HypCD-Komplex unterschieden werden. Wobei der reife Komplex

einen vollstindigen Satz an diatomaren Liganden enthalten wiirde (sofern diese den vorhanden
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sind), der unreife Komplex hingegen konnte potentiell keinen oder aber eine Teilmenge aller drei
Liganden enthalten.

Zunichst wurden reife HypCD-Komplexe aus Ralstonia eutropha untersucht. Dazu wurde
eine ,,getagte” Variante von hypD im Kontext der iibrigen hyp-Gene, unter heterotrophen
Bedingungen, iiberexprimiert (pIB12). Wie in Abbildung 3-13 A zu sehen ist, sind drei deutliche
Absorptionsmaxima zu erkennen. Zwei Maxima finden sich im Bereich der CN'-Bande bei 2099
cm™ und 2077 cm™. Etwas abgesetzt findet sich bei 1969 cm™ ein weiteres deutliches Maximum.

Dieses Maximum wird dem Carbonylliganden zugeordnet.

CN CN CO
T T T | L |: T LI LI B B I B L | T T LI T Abbildung 3'13: FTIR'

' ! Spektren des HypCD-
2077 ' 1969 Komplexes aus Ralstonia
eutropha. A) HypCD-
Komplex koexprimiert mit
den akzessorischen /hyp-
Genen des MBH-Operons;
isoliert aus HF962 (HF210
AP,,x). Gemessen wurde
bei einer Proteinkonzen-
tration von 353uM. B)
HypCD-Komplex isoliert
aus HF962 (HF210
AP..ox). Gemessen wurde
bei einer Proteinkonzen-
tration von 287uM. Die
gezeigten Spektren wurden
einer Basislinienkorrektur
unterzogen.

25x10™

Absorption

2100 2050 2000 1950 1900
Wellenzahl (cm™)

Um zu diskriminieren, ob es sich bei den beobachteten Maxima nicht um unspezifische
Absorptionen durch den Proteinkomplex handelte, sollte als Nachstes pramaturer, also unreifer,
R.e. HypCD-Komplex untersucht werden. Dazu wurde das Uberexpressionsplasmid pIB15,
welches nur die Gene fiir HypC und HypDsy, enthélt, in HF962 (HF210 AP,..x) konjugiert. Bei
vergleichbarer Proteinkonzentration konnten keine Absorptionsmaxima detektiert werden
(Abbildung 3-13 B). Die beobachteten Liganden im R.e.HypCD-Komplex sind also abhingig
von der Aktivitit der iibrigen hyp-Gene. Hierbei sind vor allem die Gene fiir AypE und hypF zu
nennen, deren Produkte fiir die Synthese und den Transfer der CN'-Liganden essentiell sind

(Reissmann, Hochleitner et al. 2003; Blokesch, Paschos et al. 2004; Petkun, Shi et al. 2011).
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3.2.7 Nachweis der diatomaren Liganden am HypCD-Komplex aus
Escherichia coli mittels IR-Spektroskopie

Die obigen Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die Funktion weiterer Hyp-Proteine fiir die
Ligandierung des HypCD-Komplexes notwendig ist. Im Falle der CN'-Liganden sind es die
Genprodukte von hypE und hypF (Reissmann, Hochleitner et al. 2003; Blokesch, Albracht et al.
2004; Blokesch, Paschos et al. 2004). Fiir HypA und HypB ist eine Funktion beim Einbau des
Nickels belegt (Atanassova und Zamble 2005; Leach, Sandal et al. 2005; Leach, Zhang et al.
2007; Kaluarachchi, Zhang et al. 2011), daher scheint eine Funktion innerhalb der
Ligandierungskaskade unwahrscheinlich. Inwieweit hAypEF auch fiir die Ligandierung des
HypCD-Komplexes mit dem CO-Liganden notwendig und hinreichend sind, sollte im Folgenden
untersucht werden.

Zur Isolierung des reifen HypCD-Komplexes aus E. coli wurden hypCDEF gemeinsam vom
Expressionsplasmid pT-HypDEFCStrep iiberexprimiert. Der E. coli-,,Wildtyp*-Stamm
BL21(DE3) wurde mit diesem Uberexpressionsplasmid transformiert, und wie von Blokesch et

al. beschrieben, unter anaeroben, fermentativen Bedingungen, kultiviert (Blokesch, Albracht et

al. 2004).

CN CN 010) Abbildung 3-14: FTIR-

1 Spektren des HypCD-
! Komplexes aus E. coli.
' A) HypCD-Komplex ko-
| exprimiert mit den ak-
| zessorischen Genen
| hypE und hypF, isoliert
! aus BL21(DE3). Ge-
! messen wurde bei einer
| Proteinkonzentration von
| 300 puM. B) HypCD-
E Komplex  ohne die
! begeleitende  Uberex-
' pression von hypEF;

N A AAAANAAANA A e isoliert aus BL21(DE3).
i
9

5x10°

Absorption

Gemessen wurde Dbei
einer Proteinkonzentra-
tion von 242 uM. Alle

——— . : — ’ Spektren wurden einer
2150 2100 2050 2000 1950 1900  Basislinienkorrektur un-

Wellenzahl (cm™) terzogen.

Wie in Abbildung 3-14 A zu erkennen ist zeichnen sich im Spektrum des maturen
E.c.HypCD-Komplexes drei Absorptionsmaxima ab. Die Maxima bei 2099 cm™ und 2075 cm’™
reprisentieren die CN'-Liganden. Diese Wellenzahlen sind in guter Ubereinstimmung zu den
CN'-Streckschwingungen aus Ralstonia eutropha. In der CO-Bande findet sich ein

Absorptionsmaximum bei 1951 cm™. Damit unterscheidet es sich signifikant von der Position
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des Carbonylliganden im HypCD-Komplex aus R. eutropha. Worauf genau diese Verdnderung
beruht ist unklar. Es scheint jedoch wahrscheinlich, dass das Proteinumfeld einen gewissen
Einfluss die Position der Liganden hat und das insbesondere der Carbonylligand sensibel auf
geringste Verdnderungen der Elektronendichte am Eisen reagiert. Mit Hilfe dieser Experimente
konnte jedoch zweifelsfrei belegt werden, dass auch der reife E£.c. HypCD-Komplex bereits alle
drei diatomaren Liganden tréagt.

Der immature E.c.HypCD-Komplex wurde vom Uberexpressionsplasmid pT-HypDCStrep
transkribiert. Das Plasmid wurde wiederum im ,,Wildtyp“-Hintergrund exprimiert. Obwohl
dieser Stamm noch die endogenen Kopien sdmtlicher 4yp-Gene besal}, enthielt das Spektrum
keine Absorptionsmaxima und folglich auch keine Liganden (Abbildung 3-14 B).

Diese Beobachtung konnte ein Indiz dafiir sein, dass fiir eine erfolgreiche Ligandierung eine
essentielle Stochiometrie zwischen HypCD und HypEF gewéhrleistet sein muss. In
vorangegangenen Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass eine Ko-Expression von
hypEF und hypCD sich positiv auf die Stabilitit eines terndren HypCDE-Komplexes und den

in vitro-Cyanid-Transfer auswirkt (Blokesch, Albracht ez al. 2004).

Abbildung  3-15: FTIR-
Spektren des HypCD-Kom-
plexes aus E. coli-Mutanten.
A) HypCD-Komplex koex-
primiert mit dem akzes-
sorischen Gen hypE, isoliert
aus BL21(DE3). Gemessen
wurde bei einer Proteinkon-
zentration von 290uM. B)
HypCD-Komplex koexpri-
miert mit dem akzessorischen
Gen hypE, isoliert aus
MC4100(DE3) AcarAB
AhypF. Gemessen wurde bei
einer Proteinkonzentration von
1,93mM. C) HypCD-Komplex
koexprimiert mit dem akzes-
sorischen Gen hypE, isoliert
aus MC4100 (DE3) AcarAB.
Gemessen wurde bei einer
Proteinkonzentration von 2,38
mM. Alle Spektren wurden
einer Basislinienkorrektur un-
terzogen.

CN CN CcO

2075

1x10™

Absorption

2150 2100 2050 2000 1950 1900

Wellenzahl (cm™)

Insbesondere fiir HypE wird in der Literatur eine Funktion beim Transfer des
Carbonylliganden auf den HypCD-Komplex postuliert (Reissmann, Hochleitner et al. 2003;
Blokesch, Albracht et al. 2004; Watanabe, Matsumi et al. 2007).

Deshalb sollte zunédchst untersucht werden, ob die Koexpression von hypCD und hypE

alleine bereits hinreichend ist, um die vollstindige bzw. teilweise Ligandierung des Eisens im
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HypCD-Komplex zu bewirken. Dazu wurden zunichst die Gene AypCD gemeinsam mit hypE
vom Plasmid pT-HypDECStrep in verschiedenen Hintergriinden iiberexprimiert und mittels
FTIR-Spektroskopie untersucht. Das FTIR-Spektrum des entsprechenden HypCD-Komplexes,
isoliert aus einem Wildtyp-Stamm, zeigte dasselbe Muster wie der reife HypCD-Komplex in
Abbildung 3-14 A (Abbildung 3-15 A). Somit kann festgehalten werden, dass fiir eine effiziente
Ligandierung des katalytischen Eisens im HypCD-Komplex zumindest HypE ebenfalls
tiberexprimiert werden muss. Im Gegensatz dazu waren die substdchiometrischen Mengen von
HypF, die von der endogenen Kopie des Wirtsstammes exprimiert werden, bereits hinreichend
um eine vollstindige Ligandierung zu gewéhrleisten.

FTIR-Spektren von HypCD-Komplexen, die aus AhypF/AcarAB- und AcarAB-Mutanten
isoliert wurden, wiesen keinerlei Absorptionsmaxima auf (Abbildung 3-15 B und C). Da bereits
hinlédnglich bewiesen werden konnte, dass die Synthese des Carbonylliganden nicht von
Carbamoylphosphat abhéngig ist (Forzi, Hellwig et al. 2007; Lenz, Zebger et al. 2007), zeigte
insbesondere das letztgenannte Spektrum (Abbildung 3-15 C), bei dem durch die Deletion der
Carbamoylphosphat-Synthetase (car4B) lediglich kein Carbamoylphosphat mehr produziert
werden kann, dass eine funktionierende Synthese des CN'-Liganden auch fiir die erfolgreiche
Ligandierung mit dem Carbonylliganden gegeben sein muss. Allerdings konnte anhand dieser
Daten noch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass HypE keine Funktion innerhalb des
Transfers der Carbonylliganden tibernimmt.

Der Vergleich zwischen E. coli und R. eutropha zeigte jedoch eindeutig, dass die Maturation
der [NiFe]-Hydrogenasen in diesen beiden, nicht miteinander verwandten, Spezies auch in
diesem wichtigen Schritt vergleichbar ist. Bereits im HypCD-Komplex ist ein vollstindiger Satz

diatomarer Liganden vorhanden.

3.2.8 Reduzierende Bedingungen beeinflussen die Streckfrequenz der
Liganden im HypCD-Komplex.

Anders als die maturen [NiFe]-Hydrogenasen zeigte die Fe(R),(CN),CO-Gruppe, gebunden
an HoxV, keinerlei Verdnderungen der Absorptionsmaxima der diatomaren Liganden. HoxV, ein
Homolog der groflen Untereinheit der MBH, dient als Intermediat beim MBH-spezifischen
Transfer der prosthetischen Gruppe von HypC auf das MBH-spezifische HypC-Homolog, HoxL.
Ahnlich wie im HypCD-Komplex konnten in HoxV weder Ni noch verbriickenden Cysteine
nachgewiesen werden (Ludwig, Schubert et al. 2009).

Vorangegangene UV-Vis-Studien an gereinigtem HypD aus E. coli ergaben Indizien dafiir,
dass sich der [4Fe4S]-Cluster durch die Zugabe eines Uberschusses an Dithionit reduzieren lisst.

Begleitende Untersuchungen mittels EPR-Spektroskopie zeigten, dass der Cluster EPR-inaktiv
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ist und sich somit eine entsprechende Reduktion nicht bestétigen lieB. /n vitro-Untersuchungen
zum Transfer von CN'-Liganden auf den HypCD-Komplex konnten nachweisen, dass dieser nur
in reduziertem Zustand in der Lage ist die Cyanidliganden aufzunehmen. Die Stabilitit des
Komplexes wurde jedoch durch Disulfidbriicken-bildende Agenzien erhoht bzw. durch
reduzierende Agenzien (DTT) destabilisiert (Blokesch, Albracht ef al. 2004).

CN"-Bereich CO-Bereich Abbildung 3-16: FTIR-

i : . . Spektren eines reduzierten

2075

HypCD-Komplexes aus E. coli.
A) HypCD-Komplex koexpri-
miert mit den akzessorischen
Genen hypE und hypF, isoliert
aus BL21(DE3). Die Reinigung
fand standardmiBig in Gegen-
wart von 0,1 mM DTT statt. Ge-
messen wurde bei einer Protein-
konzentration von 300 puM. B)
HypCD-Komplex  koexprimiert
mit den akzessorischen Genen
hypE und hypF, isoliert aus BL21
(DE3). Gemessen wurde bei einer
Proteinkonzentration von 353
pM. Reinigung unter reduzieren-
den Bedingungen in Gegenwart

. . ' . von 1 mM DTT. Alle Spektren
2150 2100 2050 2000 1950 1900  wurden einer Basislinienkorrek-
tur unterzogen.
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Auf Grundlage dieser augenscheinlich widerspriichlichen Befunde sollte deshalb
nachfolgend untersucht werden, ob sich die Liganden in einem maturen HypCD-Komplex durch
die Zugabe von milden Reduktionsmitteln, hinsichtlich ihrer Absorptionsmaxima, modifizieren
lassen. Der HypCD-Komplex aus Escherichia coli wurde standardméBig in Gegenwart von
0,1 mM DTT gereinigt (vergleiche Kapitel 2.3.3; sowie Blokesch, Albracht et al. 2004). Ein
entsprechendes Spektrum (Abbildung 3-16 A) zeigte die drei bereits erwdhnten Maxima bei
2099 cm™, 2075 cm™ und 1951 em™. Das Spektrum eines, mit | mM DTT im Reinigungspuffer,
gereinigten maturen HypCD-Komplexes (Abbildung 3-16B) zeigte hingegen vier
Absorptionsmaxima. Die beiden Cyanidliganden blieben dabei unverdndert. Im CO-Bereich
hingegen kam es zu einem Signal-, Splitting”. Neben dem bereits beobachteten Maximum bei

1951 cm™ konnte ein weiteres Maximum bei 1963 cm™ beobachtet werden (Abbildung 3-16 B).
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Abbildung  3-17:  FTIR-
Spektren eines reduzierten
HypCD-Komplexes aus Ral-
stonia eutropha. Beide FTIR-
Spektren zeigen die Liganden-
ausstattung maturer HypCD-
Komplexe, die in Gegenwart
aller hyp Gene exprimiert
wurden (pIB12 in HF962
(HF210  AP,.x). A) Der
HypCD-Komplex wurde in
Gegenwart von 0,1 mM DTT
gereinigt, was dem Standard-
protokoll entspricht. Das Spek-
trum wurde bei einer Protein-
konzentration von 353 uM auf-
genommen. B) Der HypCD-
Komplex wurde wunter re-
duzierenden Bedingungen,
ImM DTT im Reinigungs-
puffer, gereinigt. Gemessen
wurde bei einer Proteinkon-
zentration von 1,31 mM. Spek-
tren werden als zweite Ablei-
tung dargestellt.

Auch der mature R.e.HypCD-Komplex =zeigte ein vergleichbares Verhalten unter

reduzierenden Bedingungen. Wihrend beide Cyanidliganden, sowohl in Gegenwart von 0,1 mM

als auch 1 mM DTT, unveridndert bei 2099 cem”! bzw. 2077 cm™ blieben, traten auch hier im

Bereich der CO-Bande neue Maxima auf. Neben dem Peak bei 1969 cm™, wie er auch unter

nicht-reduzierenden Bedingungen zu finden ist (Abbildung 3-17 A), waren unter reduzierenden

Bedingungen auch deutliche Absorptionsmaxima bei 1977 cm™ und 1959 cm™ zu erkennen.

Dariiber hinaus war ein weit weniger ausgeprigtes Absorptionsmaximum bei 1942 cm™ zu

sehen. Dieses war jedoch nur unwesentlich grofer als das Signalrauschen des Hintergrundes

(Abbildung 3-17 B). In diesem Punkt unterscheiden sich die HypCD-Komplexe der beiden

untersuchten Spezies, kommt es in E. coli doch lediglich zu einer Aufspaltung in zwei Banden.

3.3 Charakterisierung des Vorldaufers des Carbonylliganden im
aktiven Zentrum von [NiFe]-Hydrogenasen aus R. eutropha

Der beobachtete Einbau von extern zugegebenem, gasformigem *CO als Carbonylligand

(Forzi, Hellwig et al. 2007; Lenz, Zebger et al. 2007) lasst die Mdglichkeit zu, dass es sich bei

dem gesuchten Vorldufer des Carbonylliganden um atmosphérisches Kohlenstoffmonoxid

handeln konnte. Diese Moglichkeit sollte im Folgenden eingehend untersucht werden.
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3.3.1 Der Carbonylligand im aktiven Zentrum von [NiFe]-Hydrogenasen
stammt aus dem Metabolismus

Als erster Schritt bei der Identifikation moglicher Vorstufen des Carbonylliganden muss
daher zunichst untersucht werden, ob der Carbonylligand das Produkt des Metabolismus ist oder
atmosphérisches CO akkumuliert wird und direkt als Vorstufe des Carbonylliganden fungiert.
Dazu sollte untersucht werden wie sich die einzelnen diatomaren Liganden verhalten, wenn die
Expressionsstimme auf vollstindig mit *C-Isotopen markierten Derivaten von Fruktose und
Glycerol angezogen wurden. Wihrend der Anzucht zeigte sich das klassische, zweiphasige
Wachstum von Ralstonia eutropha in FGN-Medium (vergleiche Kapitel 2.2.1). Wéhrend in der
ersten Phase bevorzugt Fruktose verstoffwechselt wird, wird in der zweiten Phase das
verbleibende Glycerol umgesetzt. Die Induktion der Hydrogenaseexpression beginnt dabei erst
nach dem Wechsel auf Glycerol als Kohlenstoffquelle (Friedrich, Heine et al. 1981; Friedrich
1981; Friedrich 1982).

Als Modellsystem fiir alle nachfolgenden Markierungsexperimente wurde auf ein etabliertes
System zur Expression eines RH-Derivates (pGE567, nachfolgend auch pRH) zuriickgegriffen
(Buhrke, Lenz et al. 2005). Bei dieser RH-Variante wurde die C-terminale Extension, die zur
Interaktion mit der zugehdrigen Histidin-Protein-Kinase (HoxJ) notwendig ist, durch einen
StrepTagH® ersetzt (RHsopstrep). Dieses Derivat zeigt zwar noch immer Hydrogenaseaktivitit, ist
jedoch nicht mehr in der Lage die Expression der Hydrogenasegene zu steuern (Buhrke, Loscher
et al. 2005). Exprimiert wurde die RHgopsiep in R. eutropha HF574 (H16 AhoxBCGH), einem
Wildtyp-Derivat bei dem die grofen Untereinheiten aller Hydrogenasen, sowie die kleine
Untereinheit der RH deletiert wurden (Buhrke, Brecht ef al. 2002). Der resultierende
Expressionsstamm wurde, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, heterotroph in FGN-Medium
(Kapitel 2.2.1) angezogen. Nach Zellernte (Kapitel 2.3.1) und Reinigung {iber
Affinitdtschromatographie (Kapitel 2.3.3) wurden die isolierten Proteine, wie in Kapitel 2.4.2
beschrieben, mittels FTIR-Spektroskopie analysiert.

Abbildung 3-18 A zeigt das typische Spektrum einer unmarkierten, oxidierten RH, wie es
zuvor bereits beschrieben wurde (Pierik, Schmelz ef al. 1998; Bernhard, Buhrke ez al. 2001). Die
beobachteten Absorptionsmaxima korrespondieren mit den Streckschwingungen zweier *CN -
Liganden (ven =2080/2072) und eines '2CO-Liganden (vco = 1943). Im Gegensatz dazu zeigte
das Spektrum der vollstandig markierten RH, dass sdmtliche Peaks um die charakteristischen
42 - 45 Wellenzahlen verschoben sind. Diese Verschiebung ist das Ergebnis des Einbaus der
schwereren *C-Isotope in die diatomaren Liganden (Abbildung 3-18 B; ven = 2037/2027,
veo = 1899).
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Abbildung 3-18: FTIR-Spektren
der regulatorischen [NiFe]-
Hydrogenase (RH) aus hetero-
trophen Zellen aus uniform "“C-
markierten Medien. Die Zellen
wurden heterotroph, in Minimal-
medium mit Fruktose und Glycerol
(FGN-Medium) als Energie- und
Kohlenstoffquelle, angezogen. A)
Zellen gezogen auf unmarkierten
Substraten mit '>Cg-Fruktose und
1899 2C;-Glycerol. B) Zellen gezogen
auf uniform markierten Substraten
mit 13Cf,—Fruktose und 13C3-
Glycerol. Die gestrichelten Linien
markieren die Streckschwingungen
der diatomaren Liganden; schwarze
Linien zeigen '*C-Isotope in den
| ) L ) ' . diatomaren Liganden an (ven=
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Neben der zu erwartetenden Verschiebung der beiden CN'-Liganden war auch eine
quantitative Markierung des Carbonylliganden zu beobachten. Die Markierung des CO-Liganden
zeigt, dass dieser durch eine oder mehrere Reaktionen des zelluldren Metabolismus bereitgestellt
wird und dass atmosphérisches Gas als Substrat in die Biosynthese des CO-Liganden unter

diesen Bedingungen keine Rolle spielt.

3.3.2 Die Carbonylliganden werden unter heterotrophen Bedingungen
exklusiv aus den Kohlenstoffatomen des Glycerols synthetisiert.

Als Weiterentwicklung der vorangegangenen Untersuchungen, welche aufzeigen konnten,
dass der Carbonylligand und dessen Vorstufen aus dem Metabolismus des Wirtsorganismus
stammen, sollte jetzt liberpriift werden, ob sich die Herkunft auf ein bestimmtes Substrat
(Fruktose oder Glycerol) eingrenzen lisst. Daher wurden im folgenden experimentellen Setup
entweder uniform markierte *Cg-Fruktose zusammen mit unmarkiertem Glycerol (Abbildung
3-19 B) oder unmarkierte Fruktose mit uniform markiertem "*Cs-Glycerol verwendet (Abbildung
3-19 O).

Im Vergleich zu einem Kontrollspektrum einer unmarkierten RH (Abbildung 3-19 A) zeigte
das FTIR-Spektrum der RH, welche aus heterotrophen Kulturen mit BCe-Fruktose/ 12C3-Glycer01
gereinigt wurde, keine Verdnderung der Absorptionsmaxima der diatomaren Liganden
(Abbildung 3-19 B). Eine Verschiebung der diatomaren Liganden war ausschlieBlich bei
Verwendung von *C;-Glycerol zu beobachten (Abbildung 3-19 C).
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Abbildung 3-19: FTIR-Spektren der
RH aus heterotroph gewachsenen
Zellen, die auf wechselnd uniform
markierten Substraten kultiviert
wurden. Die Zellen wurden hetero-
troph, in Minimalmedium mit Fruktose

35x107°

und Glycerol (FGN-Medium) als
Energie- und Kohlenstoffquelle an-
gezogen. A) Zellen gezogen auf unmar-
kierten Substraten mit '“Ce-Fruktose
und "2C;-Glycerol. B) Zellen gezogen
auf uniform Isotopen-markierter "*Ce-
Fruktose und unmarkiertem '*C;-
Glycerol. C) Zellen gezogen auf
unmarkierter '2Cy-Fruktose und uni-
form Isotopen-markiertem '*C;-Gly-
cerol. Die  gestrichelten  Linien
markieren die Maxima der diatomaren
Liganden; schwarze Linien zeigen '*C-
Isotope in den diatomaren Liganden an
(ven = 2080/2072 und veo = 1943), rote
Linien zeigen “C-markierte Liganden
(VCN =2038/2027 und Vco = 1899) an.
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In diesem Spektrum waren sowohl der Carbonylligand als auch die Cyanidliganden
verschoben. Die Synthese des Carbonylliganden beginnt folglich erst nach dem Wechsel auf
Glycerol als Kohlenstoffquelle, also mit Beginn der Derepression der Hydrogenaseexpression.
Es kann somit ausgeschlossen werden, dass die Liganden aus Speicherstoffen synthetisiert
werden, die wahrend der Fruktosephase gebildet wurden.

Da Glycerol ein Riickgrat aus drei Kohlenstoffatomen besitzt, kann durch differentiell
markierte Glycerolderivate festgestellt werden, welche Kohlenstoffatome bei der Biosynthese
des Carbonylliganden von Bedeutung sind. Da die beiden terminalen Kohlenstoffatome
stereochemisch identisch sind, ist es ausreichend mit zwei unterschiedlichen Derivaten, 1,3-">C,-
Glycerol und 2-"*C-Glycerol, zu arbeiten. Fiir den Fall, dass exklusiv nur einer der beiden Arten
der Kohlenstoffatome (zentral oder terminal) involviert ist, widre die Moglichkeit gegeben
diesem Tracer weiter zum unmittelbaren Vorldufer des CO-Liganden zu folgen.

In der folgenden Serie von Experimenten wurde RH-Protein aus heterotroph kultivierten
Zellen gereinigt, die neben unmarkierter Fruktose entweder mit 1,3-'>C,-Glycerol (Abbildung
3-20 A) oder 2-"*C-Glycerol (Abbildung 3-20 B) angezogen wurden.

Im Bereich der Cyanidliganden waren insgesamt sechs Maxima zu sehen, die aufgrund von
Uberlappungen der Absorptionsbanden teilweise nur als Schultern sichtbar waren. Die
Hauptmaxima lagen dabei etwa mittig zwischen den bekannten Maxima fiir v(**CN") bei
2080 cm™ und 2072 cm™, bzw. fiir v('"?CN") bei 2038 cm™ und 2027 cm™. Diese entstehen, wenn

das katalytische Eisen mit '*"*CN" bzw. "*CN" ligandiert ist. Diese dominierenden Maxima

-76 -



Ergebnisse

entstehen dagegen durch die Kopplung der beiden Cyanidliganden, wenn das Eisen im aktiven

Zentrum mit '*'*CN” besetzt ist.

13 12 13
“CN___CN co ~co Abbildung  3-20:  FTIR-
' Spektren der RH aus hetero-

troph gewachsenen Zellen
| mit differentiell markiertem
|
1

1,5x10°

Glycerol. Die Zellen wurden
heterotroph, in  Minimal-
medium mit Fruktose und
Glycerol (FGN-Medium) als
Energie- und Kohlenstoff-
quelle, angezogen. A) Zellen
gezogen auf '“Cg-Fruktose und
1,3-13C2—Glycerol. B) Zellen
gezogen auf '“Cg-Fruktose und
2-BC-Glycerol. Die gestrichel-
ten Linien stellen die Streck-
schwingungen der diatomaren
Liganden dar; schwarze Linien
zeigen '“C-Isotope in den
diatomaren Liganden an (veny =
2080/2076/2072 und  vco =

: : 1943), rote Linien zeigen “C-
2100 2050 2000 1950 1900 1850 markierte Liganden (ven=
Wellenzahl v in (cm'1) 2038/2033/2027 und v =
1899) an.

Absorption

Die FTIR-Spektren zeigten aber auch, dass die Carbonylliganden eine Mischpopulation aus
2CO- (1943 cm™) bzw. *CO-Liganden (1899 cm™) sind. Der Mittelwert der Experimente zeigte
ein Verhéltnis von 4,1 (£0,3): 1 (terminale : zentrale Kohlenstoffatome). Da die terminalen
Kohlenstoffatome im Glycerol nur mit einem Verhéltnis von 2 : 1 {iberwiegen, werden diese
offensichtlich bei der Biosynthese des Carbonylliganden leicht bevorzugt eingebaut. Dieses
Ergebnis muss als Indiz dafiir gewertet werden, dass mehrere Synthesewege zur Biosynthese des
Carbonylliganden beitragen. Die vorliegenden Ergebnisse lassen allerdings keine Riickschliisse
auf konkrete Produkte des Glycerol-Katabolismus zu, die fiir weitere SI-Markierungs-
experimente herangezogen werden konnten (siche auch Kapitel 4.3). Einen weiteren
Anbhaltspunkt zur Evaluierung der metabolischen Vorstufe des CO-Liganden sollte daher deren

Quantifizierung liefern.

3.3.3 Quantifizierung der biologischen Vorstufe des CO-Liganden unter
heterotrophen Bedingungen.

Obgleich die vorangegangenen Experimente gezeigt haben, dass atmosphirisches CO als
Vorstufe des Carbonylliganden im aktiven Zentrum von [NiFe]-Hydrogenasen ausscheidet,
zeigte ein Markierungsexperiment in R. eutropha mit 530 ppmv *CO, dass der Carbonylligand

im FTIR-Spektrum spezifisch und quantitativ als markierter ?CO-Ligand vorlag (Abbildung
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3-21). Diese Beobachtung ist im Ergebnis konsistent mit entsprechenden Untersuchungen in
E. coli-Wirten (Forzi, Hellwig et al. 2007; Lenz, Zebger et al. 2007). Dass gasformiges CO aus
der Atmosphédre keine Bedeutung fiir die Synthese hat und dennoch extern appliziertes,
gasformiges CO als Carbonylligand eingebaut werden kann, erdffnet die Moglichkeit, dass
intrinsisch produziertes, gasformiges CO eine direkte Vorstufe des CO-Liganden darstellt.

A) B)
13,
CO-
12, 12, 13,
,Q‘N co co Konzentration
' ' ' i " 1004 7 T T T T
| 2 W““"J 5,3x10™ ppmv 90 ’
: /\M/ = g0
“m)' j N 5,3 ppmv P 80i AA
——A—/ \—J\_/ - 9,5 ppmv é 70i
= J
c J J\’Jp 11,6 ppmv 2% 60+ 2
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Abbildung 3-21: ®CO-Titration zur Quantifizierung des intrinsischen Vorliufers des CO-Liganden. A) FTIR-
spektroskopische Analyse von '*CO-markierter RH. Die RH wurde aus heterotrophen Zellen (auf FGN-Medium)
gereinigt, die in einer Atmosphire aus 70 % N, und 30 % O, und in Gegenwart steigender Mengen “C-
Kohlenmonoxids angezogen wurden. Alle Spektren wurden auf die Hohe der CN'-Banden normiert. B) Nicht-
lineare Regression der Messwerte. Relativer Anteil der Absorption des v('*CO) in Bezug zur Gesamtabsorption der
v('*CO) (v) als Funktion der *CO-Konzentration (x) im Uberstand der Kulturen. Der Aquimolarititspunkt wurde
als xy = (4y—A;)/2 mittels nicht-linearen Regression iiber die sigmoidale Funktionsgleichung (4) bei 13 ppmv
ermittelt. Der schraffierte blaue Bereich gibt die Schwankungsbreite der CO-Konzentration in der Erdatmosphére
an.

Zur Quantifizierung des Metaboliten (bzw. der Metaboliten) sollte in einem kompetitiven
CO-Titrationsexperiment, mit ansteigenden Mengen CO im Uberstand, der Aquimolaritts-
punkt ermittelt werden. Das ist der Punkt bei dem die intrinsisch produzierte Vorstufe des CO-
Liganden und das extern zugegebene *CO in gleichen Mengen als CO-Liganden im aktiven
Zentrum der RH vorliegen. Dieser Aquimolarititspunkt gibt letztendlich Aufschluss iiber die
GroBenordnung der CO-Vorldufer in den Wirtszellen.

Zur Ermittlung des Aquimolarititspunktes wurde der bereits eingefiihrte Expressionsstamm
(HF574/pRH) in unmarkiertem FGN-Medium und unter einer kiinstlichen Atmosphire von
30 % O, und 70 % N, sowie variierenden Mengen “CO’s kultiviert. Im Anschluss wurden die

Werte der Einzelmessungen, dargestellt als relativer Anteil des CO an der 'Y"CO-
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Gesamtpopulation, einer nicht-linearen Regression unterzogen. Dazu wurde folgende sigmoidale
Funktion verwendet,
A-—A
i °f
4 X)=—>—
(4) y(x) R
I+ —
0
mit 4;= 0 (initialer y-Wert fiir x =0), A,=100 (finaler y-Wert fiir lim,» ), xo= 13,0186 und
p=1,0135. Dabei entspricht xo = (4,—4,) /2 dem Punkt mit gleicher Absorption von v('*CO)

+Af,

bzw. v('*CO) und folglich dem Aquimolarititspunkt. Der Aquimolarititspunkt lag bei einer CO-
Konzentration von 13 ppmv (Abbildung 3-21 B). Damit liegt die Konzentration in etwa beim
130-Fachen der atmosphirischen CO-Konzentration. Diese schwankt global von 50 bis 200 ppbv
(Abbildung 3-21 B, blauer Bereich; Conrad 1996).

Nach Ermittlung des CO-Partialdrucks, aus einem Volumenanteil von 13 - 10™ %, ergibt sich
gemil Dalton’s Gesetz, mit gegebenem Partialdruck (pg.) aus Henry’s Gesetz,

Caq

) k =—,
H,cp Pgas

und der stoffspezifischen Henry-Konstante fir CO ky o, = 9,5 - 10 {m—(’l} bei 298 K, die

e atm

Konzentration (c,y) des in wissriger Losung gelosten Kohlenstoffmonoxids. Da die Henry-
Konstante faktisch jedoch keine Konstante ist, sondern eine starke Temperaturabhingigkeit
besitzt und das Experiment unter konstant 30 °C (323 K) durchgefiihrt wurde, muss diese
zundchst mittels der van 't Hoff-Gleichung,

6) KH(T) = kH(T®) exp {c [LT—TL@H

wobei 7° die Standardtemperatur (298 K), T die tatsichliche Temperatur wihrend des Versuchs
(323 K) und C eine CO spezifische Stoffkonstante (1300 K) ist, angepasst werden. Demnach
ergibt sich bei einem Volumenanteil von 13 ppmv CO am Agquimolarititspunkt eine
Stoffkonzentration von 10,5 nmol/l geldsten Kohlenstoffmonoxids. Daraus folgt, dass die
Vorstufen des Carbonylliganden in einer Konzentration im nanomolaren Bereich vorliegen

miissen.
3.3.4 Entwicklung eines Systems zur spezifischen Eliminierung von

gasformigem Kohlenmonoxid

Auf Grundlage der vorangegangenen Experimente kann mit Sicherheit gesagt werden, dass

der Carbonylligand aus dem Wirtsmetabolismus hervorgeht (Kapitel 3.3.1). Die Ergebnisse aus
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Kapitel 3.3.2 lassen dariiber hinaus vermuten, dass es mehrere Synthesewege fiir den CO-
Liganden geben muss. Diese konnten, je nachdem unter welchen Anzuchtbedingungen die
Hydrogenasen exprimiert werden, zu unterschiedlichen Zeitpunkten einen unterschiedlich
groBBen Beitrag zur Gesamtpopulation beitragen. Die Menge dieser metabolische(n) Vorstufe(n)
liegt im niedrigen nanomolaren Bereich. Daher muss davon ausgegangen werden, dass die
Carbonylliganden-produzierende(n) Reaktion(en) metabolische Nebenreaktionen sind. Diese
dienen womoglich einzig dem Zweck die Maturation der [NiFe]-Hydrogenasen mit den
bendtigten CO-Liganden zu versorgen.

Die Markierungsexperimente mit gasformigem *CO aus Kapitel 3.3.3 haben gezeigt, dass
dieses nicht nur von Ralstonia eutropha-Zellen aufgenommen werden kann, sondern auch
spezifisch als Surrogat fiir die endogenen ,,Carbonylliganden Verwendung findet. Somit ist die
Moglichkeit gegeben, dass es sich bei dem Vorldufer des Carbonylliganden tatsdchlich um
freigesetztes CO handelt. Um die Natur des metabolischen Vorldufers zu kléren, wurde ein daher
ein experimenteller Aufbau entwickelt bei dem spezifisch gasformiges CO entfernt werden
sollte. Da, wie in Kapitel 3.3.3 gezeigt, CO als kleines, nach auBlen hin ungeladenes Molekiil
problemlos durch die Zellmembran diffundieren kann, befinden sich — in guter Ndherung —
Cytoplasma und Medium im Aquilibrium. Nach dem Prinzip der Gaswische sollte daher das in
Losung befindliche CO durch den spezifischen Scavenger PdCl, zu CO, umgesetzt werden und
somit Bedingungen geschaffen werden, in denen die Verfiigbarkeit von freiem CO limitiert ist.

Dieses System,
(7) PdCl, + CO + H,O — Pd + CO, + 2 HCl,

dient in der Forensik zum spezifischen, hochsensitiven Nachweis geringster Mengen
Kohlenmonoxids in Losungen (Reimann und Prokop 1980). Das metallische Palladium scheidet
sich an den Wandungen der Kapsel und an der Membran ab (Abbildung 3-22 A).

Da jedoch Vorversuche gezeigt hatten, dass bereits geringste Mengen PdCl, toxisch auf
Ralstonia eutropha wirken, konnte dieses Agens nicht direkt im Medium gelost werden. Diese
Toxizitdt beruht jedoch nicht auf einer Verdnderung des pH-Wertes durch die Synthese der
Salzsdure. Selbst grofe Mengen an umgesetzten PdCl, konnten den pH-Wert nicht verdndern

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3-22: Spezifische CO-
Gaswiische mittels Palladium(Il)
chlorid. Eine hochkonzentrierte
PdCl,-Losung (1 mM PdCl, bezogen
auf das absolute Kulturvolumen)
wurde wihrend der Anzucht in einer
Applikationskapsel  eingeschlossen
und im Kulturmedium versenkt. A)
PTFE-Membran nach Anzucht unter
lithoautotrophen Bedingungen. Rei-
nes metallisches Palladium hat sich
an der Membran abgesetzt. B) PTFE-
Membran nach Anzucht unter hetero-
trophen Bedingungen. Metallisches
Palladium kann nur in geringsten
Spuren nachgewiesen werden. C)
PdCl, vor (links) und nach (rechts)
einem Kultivierungszyklus  unter
lithoautotrophen Bedingungen. Es ist
zu erkennen, dass sich am Boden
metallisches Palladium abgesetzt hat
(Ausschnitt). D) PdCl, vor (links)
und nach (rechts) einem Kaulti-
vierungszyklus unter heterotrophen
Bedingungen. Eine Verinderung der
PdCl,-Konzentration ist nicht fest-
stellbar.

Aufgrund der Toxizitdt musste eine Moglichkeit gefunden werden das PdCl, rdumlich von
den lebenden Zellen zu trennen, ohne die Gaswische dabei zu beeintriachtigen. Dazu sollte das
PdCl, in einer Dialysekapsel deponiert werden (siehe Kapitel 3.1), die — mit einer
Polytetrafluorethylen-Membran verschlossen — im Medium versenkt werden sollte. Diese
Polytetrafluorethylen- (PTFE)- Membran mit einer Dicke von 0,125 um ist zwar gaspermeabel,
Fliissigkeiten und geloste Substanzen konnen wegen der stark hydrophoben Eigenschaften des

Materials jedoch nicht hindurch diffundieren.

3.3.4.1 Effekte der CO-Limitation auf die Maturation der [NiFe]-
Hydrogenasen unter heterotrophen Bedingungen

Zur Durchfiihrung des Experiments wurde Ralstonia eutropha H16 heterotroph in FGN-
Medium angezogen. Die Schikanekolben mit den Kulturen wurden bei 30 °C und unter einer
Atmosphédre mit 85 % N», 10 % CO; und 5 % O, (jeweils in v/v) in Exsikkatoren kultiviert. Zur
Einstellung der kiinstlichen Atmosphére wurden die Exsikkatoren evakuiert und die Atmosphare
wurde barometrisch eingestellt. Durch die wiederholte Evakuierung kam es bei der einzigen
kommerziell erhiltlichen Dialysekapsel immer wieder zu Ausblutungen der hochkonzentrierten

PdCl,-Losung in das Medium. Als Folge musste eine verbesserte Dialyse- und Applikations-
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kapsel entwickelt werden (siehe auch Kapitel 3.1). Diese Kapsel zeigte auch nach vielfacher

Verwendung, selbst im Vakuum, noch einhundertprozentige Dichtheit.

A) B)
— 140
S
10; = 120 7
= 100
4
8 < 80
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prozessiert
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CO - - - - - +
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Abbildung 3-23: Effekte der CO-Limitation auf Wachstum und Hydrogenasematuration unter heterotrophen
Bedingungen. A) Wachstum von H16 unter heterotrophen Bedingungen auf Fruktose-Glycerol-Ammonium-
(FGN)- Medium mit (durchgezogene Linie) und ohne (gestrichelte Linie) CO-Limitation, gemessen als Absorption
bei 436 nm. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte, an denen Proben entnommen wurden. Die PdCl,-Kapseln wurden
nach 35 Std. entnommen und 5000 ppmv des Antagonisten CO wurden zugegeben. B) NAD'-reduzierende Aktivitit
der loslichen Hydrogenase in ganzen Zellen. Gemessen wurde bei den in (A) angegebenen Zeitpunkten; jeweils fiir
die Proben (mit CO-Limitation / schraffiert) und die Kontrollgruppe (ohne CO-Limitation / dunkelgrau). Die volle
Aktivitdt (100 %) entspricht dabei 3,7 + 0,4 U/mg. C) Immunologische Detektion des Maturationsstatus mittels
spezifischer Anti-HoxG und Anti-HoxH Antikérpern. Die Proteine wurden mittels eines 12 %-igen (w/v)
denaturierenden SDS-Gels aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Die prdmaturen Formen der
groBBen Untereinheit (68,8 kDa bei pra-HoxG und 54,9 kDa bei prda-HoxH) sind dabei geringfiigig groer als die
maturen Untereinheiten (67,1 kDa bei HoxG und 52,3 kDa bei HoxH).

Im Fortgang des Experiments sollte untersucht werden, ob ein eventueller Effekt der CO-
Limitation durch die Zugabe von Kohlenmonoxid komplementiert werden kann. Dazu wurde die
PdCl,-Kapsel nach einiger Zeit entfernt und 5000 ppmv CO zugegeben.

Das heterotrophe Wachstum von H16 war durch die Zugabe des PdCl, nicht beeinflusst
(Abbildung 3-23 A). Weder unter CO-Limitation noch nach Zugabe des gasformigen
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Kohlenmonoxids (nach 35 Std.) war eine Abweichung des Wachstumsverhaltens der Probe
(gestrichelte Linie) in Bezug zur Kontrolle (durchgezogene Linie) erkennbar. Somit kann
iiberdies die Verlésslichkeit des Applikationssystems belegt werden bzw. mogliche Vergiftungs-
erscheinungen durch austretendes PdCl, ausgeschlossen werden.

Als MaB fiir eine funktionierende Maturation wurde die NAD'-reduzierende Aktivitit der
16slichen Hydrogenase bestimmt. Diese zeigte innerhalb der Fehlergrenzen keine signifikante
Abweichung von der Positivkontrolle (Abbildung 3-23 B), wobei die maximale Aktivitit
(100 %) der Kontrolle nach 45 Stunden bei 3,7 = 0,4 U/mg lag.

Eine Bestimmung des Maturationsstatus der beiden energiekonservierenden Hydrogenasen
aus Ralstonia eutropha wurde mittels einer immunologischen Analyse durchgefiihrt. Dem liegt
die Beobachtung zugrunde, dass nach erfolgreicher Insertion der prosthetischen Ni(SR),(u-
SR),Fe(CN),(CO)-Gruppe eine spezifische Endopeptidase aktiv wird, die eine C-terminale
Extension der groBen Untereinheiten abschneidet. Somit ist eine vollstindig mature grof3e
Untereinheit geringfligig kleiner als ihr prdmatures Pendant (vgl. Kapitel 1.6.6). Nach 24
Stunden Kultivierungsdauer war weder nennenswerte Hydrogenaseaktivitit zu messen
(Abbildung 3-23 B), noch konnten nennenswerte Mengen der grofen Untereinheit beider
Hydrogenase detektiert werden (Abbildung 3-23 C; Spalte 1 und 4). Da die Derepression erst
etwa nach 24 Stunden beginnt, war diese Beobachtung nicht weiter {iberraschend. Bei den
weiteren Zeitpunkten zeigte sich, dass die grofen Untereinheiten vorwiegend in ihrer maturen
Form vorlagen. Dies war sowohl unter CO-Limitation (bei 35 Std. / Abbildung 3-23 C; Spalte 2
und 5), als auch nach Zugabe des Antagonisten (bei 45 Std. / Abbildung 3-23 C; Spalte 3 und 6)
der Fall.

Anhand dieser Daten war folglich kein Effekt durch die CO-Limitation feststellbar, was zu
der Schlussfolgerung fiihrt, dass hier der Vorldufer in einer ,,gebundenen Form* vorliegen muss

und nicht als freies Gas.

3.3.4.2 Effekte der CO-Limitation auf die Maturation der [NiFe]-
Hydrogenasen unter chemolithoautotrophen Bedingungen

Um zu untersuchen, ob die Herkunft des Carbonylliganden unter chemolithoautotrophen
Bedingungen derjenigen unter heterotrophen Bedingungen gleicht, wurde ein vergleichbares
Experiment auch in Minimalmedium (AutN) mit einer kiinstlichen Atmosphire von 75 % N,
10% CO,, 10% H; und 5% O, (jeweils in v/v) durchgefiihrt. Unter diesen Bedingungen
bewirkte die CO-Limitation eine deutliche Verzogerung (21,9 +1,4 Std. Lag-Phase) im
Wachstum (Abbildung 3-24 A).
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Der Vergleich der Aktivitdten der 16slichen Hydrogenase zeigte, dass sich die Proben, die
anfanglich unter CO-Limitation kultiviert wurden, in ihrer Hydrogenaseaktivitit dramatisch von
der Kontrolle unterschieden. Nach 35 Stunden Wachstum unter CO-limitierenden Bedingungen
(Abbildung 3-24 B; 35 Std.) war die NAD -reduzierende Aktivitit der 16slichen Hydrogenase

etwa 20-fach geringer als in denjenigen Zellen, die nicht unter CO-Limitation kultiviert wurden.
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Abbildung 3-24: Effekte der CO-Limitation auf Wachstum und Hydrogenasematuration unter
lithoautotrophen Bedingungen. A) Wachstum von H16 unter lithoautotrophen Bedingungen (O,, CO,, H,) in
Minimal- (AutN)- Medium mit (durchgezogene Linie) und ohne (gestrichelte Linie) CO-Limitation, gemessen als
Absorption bei 436 nm. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte, an denen Proben entnommen wurden. PdCl,-Kapseln
wurden nach 35 Std. entnommen und 5000 ppmv des Antagonisten CO wurden zugegeben. B) NAD'-reduzierende
Aktivitdt der 16slichen Hydrogenase in ganzen Zellen. Gemessen wurde bei den in (A) angegebenen Zeitpunkten;
jeweils fiir die Proben (unter CO-Limitation / schraffiert) und die Kontrolle (ohne CO-Limitation / dunkelgrau). Die
volle Aktivitdt (100 %) entspricht dabei 1,3 +0,1 U/mg. C) Immunologische Detektion des Maturationsstatus
mittels spezifischer Anti-HoxG und Anti-HoxH Antikérpern. Die Proteine wurden mittels eines 12 %-igen (w/v)
denaturierenden SDS-Gels aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Die prdmaturen Formen der
groen Untereinheit (68,8 kDa bei pra-HoxG und 54,9 kDa bei pra-HoxH) sind dabei geringfiligig groBer als die
maturen Untereinheiten (67,1 kDa bei HoxG und 52,3 kDa bei HoxH).

Bereits wenige Stunden Inkubation mit gasformigem Kohlenmonoxid reichten bereits aus,

um diesen Unterschied auf etwa das 7-Fache zu senken (Abbildung 3-24 B; 52,5 Std.).
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Nach insgesamt 76 Stunden war kein deutlicher Unterschied in der Hydrogenaseaktivitédt der
Proben und der Kontrolle mehr festzustellen (Abbildung 3-24 B; 76 Std.). Die maximale SH-
Aktivitdt der Positivkontrolle nach 76 Stunden lag bei 1,3+ 0,1 U/mg (100 %). Um die
beschriebenen Effekte auf eine Storung der Maturation unter CO-Limitation einzugrenzen,
wurde der Maturationsstatus der MBH und der SH wiederum iiber einen immunologischen
Nachweis bestimmt (Abbildung 3-24 C). In den Zellen ohne CO-Limitation lag zu allen drei
Zeitpunkten die bei weitem grofite Menge der detektierten grofSen Untereinheiten beider
untersuchten Hydrogenasen in ihrer maturen Form vor (Abbildung 3-24 C; Spalte 1 - 3). Unter
CO-limitierenden Bedingungen zeigte sich ein anderes Bild. Hier lag die grole Untereinheit der
SH (HoxH) in nahezu gleichen Mengen in prdmaturer und in maturer Form vor (Abbildung
3-24 C; Spalte 4 oben). Noch deutlicher fiel dieser Effekt bei der MBH aus, hier lag die grof3e
Untereinheit (HoxG) vollstindig in ihrer prdmaturen Form vor (Abbildung 3-24 C; Spalte 4
unten). Nach Komplementation mit gasformigem CO lagen die groBen Untereinheiten
vorwiegend in ihrer gereiften Form vor (Abbildung 3-24 C; Spalte 5 und 6).

Diese Ergebnisse belegen, dass die Zugabe von PdCl; einen Effekt auf das Wachstum der
H16-Zellen hat (Abbildung 3-24 A). Dieser korreliert eindeutig mit einer verminderten
Hydrogenaseaktivitdt der SH in ganzen Zellen (Abbildung 3-24 B). Durch immunologische
Detektion der grofen Untereinheiten lassen sich beide Effekte auf eine Storung der
Hydrogenasematuration eingrenzen. Da beide untersuchten Hydrogenasen dieselbe Storung
zeigten, muss diese Storung der Phase der pleiotropen Reifung zugeordnet werden. Diese
Ergebnisse sind konsistent mit den *CO-Markierungsexperimenten, bei denen die Zugabe von
gasformigem CO zu einem spezifischen Einbau als Carbonylliganden gefiihrt hat (siche Kapitel
3.3.3). Gemeinschaftlich verweisen diese Ergebnisse auf eine Stérung der Hydrogenase-
maturation durch den Entzug von intern produziertem CO als Vorstufe der Carbonylliganden.
Dieser Effekt konnte zudem durch die Zugabe von CO komplementiert werden.

Interessanterweise verhalten sich diese Beobachtungen damit gegensdtzlich zu den
Ergebnissen der analogen Versuchsreihe unter heterotrophen Bedingungen. Dies zeigt, dass
unter unterschiedlichen Wachstumsbedingungen unterschiedliche Moglichkeiten zur Synthese
des Carbonylliganden existieren. Diese werden von bisher nicht ndher bestimmten Genprodukten
katalysiert. Im Folgenden wurde daher versucht solche Enzyme zu identifizieren, die konkret an

der Synthese des CO-Liganden beteiligt sind.
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3.4 HypX, eine Anpassung der pleiotropen Maturation an ein aerobes
Umfeld

Wie eingangs erldutert, ist iiber die Funktion von HypX nur wenig bekannt (sieche Kapitel
1.6.5). Lange Zeit wurde vermutet, dass HypX in die Synthese zweier zusétzlicher CN'-Liganden
im aktiven Zentrum der SH involviert ist. Diese Theorie konnte jedoch kiirzlich mittels in situ-
FTIR-Spektroskopie an SH in lebenden Zellen widerlegt werden (Horch, Lauterbach et al
2010). Als Bestandteil des hyp-Operons besitzt das Genprodukt von hypX demzufolge eine
bisher unbekannte Funktion. Diese muss zeitlich vor der proteolytischen Spaltung der
primaturen Untereinheiten der SH und MBH angesiedelt sein. Die wahre Funktion von HypX

wurde im Folgenden untersucht.

3.4.1 Komplementation des HypX-Phanotyps durch Applikation geringer
Mengen gasformigen Kohlenmonoxids

Die Experimente mit CO-Limitation zeigten eine deutlich verlédngerte Latenzphase und eine
verminderte Hydrogenaseaktivitit unter lithoautotrophen Bedingungen. Beide Effekte lieBen sich
auf eine Storung der Maturation eingrenzen (Kapitel 3.3.4.2). Einen vergleichbaren Phénotyp
zeigte zuvor bereits die AhypX,-Mutante (Buhrke und Friedrich 1998). Daher lag es nahe HypX
auf eine mogliche Beteiligung an der Synthese des Carbonylliganden hin zu untersuchen.
Um dieser Theorie nachzugehen, wurden der Wildtyp R. eutropha H16 und die AhypX,-Mutante
HF469 in Minimalmedium (AutN) unter lithoautotrophen Bedingungen mit 15 % O,, 10 % Ha,
10 % CO; und 65 % N, angezogen.

30 Abbildung 3-25: Komplementation
des lithoautotrophen Wachstums
der hypX-Mutante durch Zugabe
geringer Mengen Kohlenmonoxids.
Die Ralstonia eutropha-Stimme H16
(A) und HF469 (H16 AhypX, / W)
wurden in Mineralmedium mit CO,
als einziger Kohlenstoffquelle und H,
als Energiequelle kultiviert. Dabei
wurden beide Staimme als Kontrolle
ohne CO (durchgezogene Linien) und
mit 5000 ppmv CO (gestrichelte
Linien) angezogen.

101
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In der Kontrolle, ohne Zugabe externen Kohlenmonoxids, konnte der bereits beschriebene,
verzogerte Eintritt der logarithmischen Wachstumsphase beobachtet werden (Buhrke 2006) /
Abbildung 3-25, durchgezogene Linien).

Zur Komplementation dieses HypX -Phénotyps wurden in einem parallelen Experiment
zusdtzlich 5000 ppmv Kohlenmonoxid zugegeben. Bei Zugabe von CO konnte auch in der
AhypX,-Mutante ein Wachstum auf Wildtyp-Niveau beobachtet werden (Abbildung 3-25:,
gestrichelte Linien).

Diese Ergebnisse zeigen somit, dass 5000 ppmv gasformigen Kohlenstoffmonoxids den
Phinotyp der AhypX>-Mutante auf physiologischer Ebene vollstindig komplementieren konnen.
Da der HypX'-Phénotyp auf einer Stérung der Maturation beruht (Buhrke und Friedrich 1998),
miisste die Zugabe von CO auch hier den beobachteten Arrest der Maturation beheben konnen.
Zu diesem Zweck wurden wihrend des Versuchs Proben entnommen anhand derer der
Maturationsstatus der groBen Untereinheiten von SH und MBH untersucht werden sollte. Nach
56 Stunden, zum Zeitpunkt der maximalen Lag-Phase, wurden Zellen entnommen und
Gesamtzellextrakt hergestellt. Dieser wurde iiber SDS-PAGE getrennt und mittels spezifischer
Antikorperfarbung analysiert.

Dabei konnte im Wildtyp H16 kein Unterschied zwischen der Probe mit CO und der
Kontrolle festgestellt werden (Abbildung 3-26; Spalte 1 und 2). In R. eutropha HF469 (H16
AhypX>) konnte hingegen eine Akkumulation von primaturen groflen Untereinheiten beobachtet
werden (Abbildung 3-26; Spalte 4). Im Gegensatz dazu zeigten die CO-behandelten Zellen,
ebenso wie der Wildtyp, ausschlieBlich gereiftes Protein (Abbildung 3-26; Spalte 3).

Abbildung 3-26: Applikation von
Kohlenstoffmonoxid verhindert die
Akkumulation ungereifter grofler
+CO -CO +CO -CO Untereinheiten. Immunologische Be-
} stimmung des Maturationsstatus der
Pra - groflen UE der SH und MBH. Autotroph
HoxG  kultivierte Zellen (H16 und HF469[H16
R ) —— HoxG AhypX;]) wurden nach 56 Stunden (siehe
oben) entnommen und gekocht. Die
Gesamtextrakte wurden anschlieBend
. iiber 16%-ige SDS-PAGE getrennt und
| Pra - auf NC-Membran transferiert. Die
R - HoxH i logische Detektion der groBen

—— - N\ immunolog g
HoxH Hydrogenaseuntereinheiten erfolgte mit-
tels a-HoxH (SH) und a-HoxG (MBH)
AK. So lassen sich gereifte (HoxG 67,1
kDa; HoxH 52,3 kDa), und ungereifte
(HoxG 68,8 kDa; HoxH 54,9 kDa) grofie

Untereinheiten unterscheiden.

H16 HF469 (H16 AhypXy)

Da bereits aus vorangegangenen Experimenten bekannt ist, dass gasformiges CO aus der

Umgebung aufgenommen wird und auch als Carbonylligand in das aktive Zentrum von [NiFe]-
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Hydrogenasen eingebaut werden kann (Kapitel 3.3.3 / Abbildung 3-21), liegt es nahe, dass HypX
eine essentielle Rolle innerhalb der Synthese dieses Liganden spielt. Dies scheint jedoch nicht
die einzige metabolische Quelle desselben zu sein, da auch die HypX'-Mutante keinen

Totalverlust der Hydrogenaseaktivitit zeigte.

3.4.2 Sequenzvergleich von HypX/HoxX-Homologen

In silico Untersuchungen an HypX sollten entscheidende Einblicke in die Funktionsweise des
Proteins werfen. Bereits Rey ef al. konnten mittels Sequenzvergleich homologer HypX/HoxX-
Sequenzen aus Bradyrhizobium japonicum, Ralstonia eutropha sowie Rhizobium leguminosarum
zwei hoch konservierte Motive identifizieren (Rey, Fernandez ef al. 1996). Das erste dieser
Motive am N-Terminus von HypX ist homolog zu einer Bindestelle fiir N'’-Formyl-
Tetrahydrofolat. Die zweite konservierte Doméne liegt in der C-terminalen Hélfte. Dabei handelt
es sich um ein Substrat-Binde-Motiv, welches in der Crotonase-Superfamilie durchgingig
konserviert ist. Diese beiden hochkonservierten Bereiche werden durch eine Region getrennt, die
keinen signifikanten Konservierungsgrad aufweist. Dieser ,,Linker* reicht in etwa von AS 269-
296 und trennt das HypX-Protein in zwei distinkte Doménen (sieche Abbildung 6-6). Genauere
Untersuchungen an den Sequenzen aller bekannten HypX/HoxX-Sequenzen sollten
weitergehende Erkenntnisse beziiglich der Signifikanz einzelner Aminosduren und vor allem im
Hinblick auf den zugrunde liegenden Mechanismus liefern.

Insgesamt wurden 18 offene Leseraster aus verschiedenen Spezies, die als AypX-Gene bzw.
hoxX-Gene annotiert wurden, im Sequenzvergleich beriicksichtigt (Anhang Abbildung 6-6).
Davon wurden zuvor lediglich die drei Isoformen aus R. eutropha, R. leguminosarum und B.
Jjaponicum experimentell untersucht. Die librigen Sequenzen stammen aus Genomprojekten und
wurden automatisch bzw. halbautomatisch annotiert.

Eine genauere Inspektion der N-terminalen Doméne zeigte eine Region in der etliche AS
durchgehend konserviert sind (Abbildung 3-27). Interessanterweise liegt diese Region nahe des
bereits zuvor identifizierten Motivs (Expasy Prosite: PS00373), einer N'’-Formyl-THF-
Bindestelle (Abbildung 3-27 A, Magenta) (Rey, Fernandez et al. 1996). Obgleich dieses Motiv
mit keiner der untersuchten Aminosduresequenzen in allen Positionen iibereinstimmte, konnte
das fragliche Motiv leicht adaptiert werden (Abbildung 3-27 B; Magenta Buchstaben), ohne dass
es dabei zu falsch-positiven Treffern in UniProtKB/SwissProt (Release: 2012-01) kam.
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A)
© ©
R.eutropha H16 RAIPERIWSR--LVCLVVHPGIVGDRGPSALDWAIVRDERSW]| 123
C.necator CH34 RAIPESIWRQ--HVCLVVHPGIVGDRGPSALDWTIQEGVDEW 123
R.leguminosarum RPIPADVWRR--TLCLIVHPGIRGDKGPSALDWAILESEARW]| 123
B. japonicum RAIPDDVWRS--VRCLVVHPGPPGDRGPAALDWAVLEGVAEW| 123
M.gryphiswald. RAIPEAVWKN--HTCLVIHPGPEGDRGPAALDWAVMNGAESW| 123
M.magneticum AYVPESIWQR--WTTIIIHPGPPGDRGPSSLDWAITDGEPIW 121
H.thermophilus RKVPEEVWRK--YLTLILHPGPPGDRGPSALDWAILRGLKVW| 123
A.aeoliqus RKIPQEVWKK--YKTLITHPGPPGDRGPNALDWAIMKGERIW| ‘ 123
Hydrogenivirga RKIPSEVWRR--YKTLIVHPGVREDRGPSALDWAIVRGERVW| 123
Campylobacter. KFIPKEIFQN--TPTFILHPGIRGDRGHNALDHATIRDKKEEW] EIMSEVRFK] 123
Sulfurovum sp. QYIPPSIYEN--YATFIFHPGPRGDRGPNALEYALQSHTKEW| DIMAEVPEN 123
Nitratiruptor s.KKIPKEIFTI--YPTFIIHPGPFRDRGAYALDNAILNNMKEW| IWGHRNFS 124
S.degradans QRIPADVYQQ--YLCLVVHPGIEGDRGPSSLDWAISGGAAEW 123
S.avermitilis TAIPREVWSA--HTCLVVHPGPVGDRGPSSLDWATIHEGADQW| 123
S.nassauensis HRVPAQVWQK--WPTVIIHPGPVGDRGPSSLDYAIMDRERQW 126
R.erythropolis AYVPESIWQR--WTTIIIHPGPPGDRGPSSLDWAITDGEPIW| ‘ 121
P.fluorescens DRVPQOLWSHPKRPVVITIHPGIVGDRGASALDWAISKELKRW, 128
C.violaceum DRVPAELWRDSPFPVVITHPGIVGDRGASALDWAIMKGEKRW 128
HRGB I Fokooookroan FRLoLL* *ox
B)
Prosite: WGESILEVxDELDAGxIExXXxxxxL
PS00373 LTVI¥M ELE+ G V&E +*
VME WA ¥ ¥ ¥ \Y%
€L QF M M + M
VA E kY Y
E AF A
K + W
R G
S H

Abbildung 3-27: Sequenzvergleich der N-terminalen Doméne von HypX/HoxX-Homologen aus verschiedenen
Spezies (A). Magenta unterlegte Positionen markieren Aminosiuren, die in Ubereinstimmung mit dem PROSITE-
Motiv PS00373 stehen. Katalytisch aktive Aminosduren sind durch ein rotes © oberhalb der Sequenz gekenn-
zeichnet (Krupenko und Wagner 1999; Krupenko, Vlasov et al. 2001). Diese Aminosiuren (H74 und D109) sind an
der Hydrolyse der Formylgruppe beteiligt (Kursula, Schuler ef al. 2006). B) Das Motiv (PS00373) charakterisiert
die Substratbindestelle bzw. das aktive Zentrum von N’’-Formyl-THF-bindenden Enzymen. Magentafarbene
Buchstaben zeigen zusitzliche AS, die nur in HypX-Homologen vorkommen; durchgestrichene Buchstaben zeigen
AS die im PS00373-Motiv enthalten sind aber in keinem HypX/HoxX-Homolog vorkommen. Vollstindige Namen
der beriicksichtigten Spezies in Abbildung 6-6.

Ferner konnte festgestellt werden, dass zwei Aminosduren, His74 und Asp1094, in allen
Sequenzen durchgehend konserviert sind. Diese beiden AS sind auch in allen anderen N'’-
Formyl-Tetrahydrofolat-hydrolysierenden Enzymen konserviert. Durch ortsspezifische Muta-
genese konnte bestétigt werden, dass beide AS direkt in den katalytischen Mechanismus dieser
N'’-Formyl-THF-Hydrolasedoménen involviert sind. Bei beiden AS fiihrte die Substitution zur
Inaktivitit des betreffenden Enzyms. Dariiber hinaus fiihrte eine Substitution des Histidins zur
Instabilitidt des Proteins (Krupenko und Wagner 1999; Krupenko, Vlasov et al. 2001). Eine
Mutagenesestudie an diesen beiden Aminosduren in HypX aus Ralstonia eutropha HI16
bestitigte beide Beobachtungen. So fiihrte ein Austausch des His74 gegen Asparagin, Leucin
oder Threonin zu einem Aktivititsverlust und zur Instabilitit des Proteins. In Relation zum
Wildtyp zeigte der Austausch des Aspartats gegen Asparagin zwar vergleichbare

Proteinausbeuten, wies iiberdies aber dieselbe verldngerte Latenzphase wie die AhypX,-Mutante

(HF469) auf. Demgegeniiber wies eine Glutamat-Austauschmutante an derselben Position auch

* Numerierung bezieht sich auf die Aminosiuresequenz von HypX aus Ralstonia eutropha H16.
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eine deutlich reduzierte Proteinausbeute auf (Buhrke 2006). Dies bestitigte nicht nur die
Notwendigkeit beider Aminosduren fiir Aktivitdit und Stabilitdit von HypX, zudem verweist

dieser Befund fiir die N-terminale HypX-Doméne auf eine Funktion als N'’-Formyl-THF-

Hydrolase.
A)
# N
R.eutropha H16 GIHLHQIEAA EHRGAESAAD ASWRNIQAMD DVALEILAFS A A
C.necator CH34 GIHLNLIEAA D----- SAAD ESWRNINAID DVARAVIETG A A
R.leguminosarum GIHLGITESA D----- SAAD ESWRNINAMN ELVREIIVTD A i A
B.japonicum GIHLAETIEAA E----- SAAD ESWRNINAID DLARAIIETT * A
M.gryphiswaldense GIHLSTIEAA L----- SPAD ESWRNINAMN DLCQAIITCP = A
M.magneticum GIHLCTIESA A----- SPAE ESWANINAMN DLTREIITCG A A
H.thermophilus GMNLNTIENA E----- SPPD ESWRNINAMD HVCEEILRTE G T
A.aeoliqus GMNLNTIENA E----- SPAD ESWRNINAID DVCEEILKTP G T
Hydrogenivirga GMNLNTIENA E----- SPPD ESWRNINAMD DLCEEILRTP G T
S.degradans GIHLNCIEAS K----- DPAL ESWLNINAID DVVKEIIDTP A A
Campylobacterales GIHLNILEDS K----- KQGE DGWSNINAMN DVVKSITFSD A
Sulfurovum sp. GIHLNILEDS R----- KQGE DGWANINAMN DLVSSILYAD A
Nitratiruptor sp. GIHLTILEDS K----- KQGE DGWSNINAMN NLIKTILFSD ag
S.avermitilis GIHLNVIEAA D----- DPGA ESWANINAID DLVEAVLTTT A A
R.erythropolis GIHLNVIEAA S----- DQAG EAWANTKAIN ETIAKATVTCT G
S.nassauensis GIHLNVIAAA P----- DPAL EAWENINAIN ALCKALVSCT S
P. fluorescens GVHLNVIQAA E----- VPGL EAWANIQAID DVCLELLTAR A
C.violaceum GIHLNVIQAA D----- HPGE EAWRNIQAID DVCLEILTAP NAGREBEVMLA HARBNALARQ
*::* : : '* **:*:: . .. **~*** . B * .

F B)

A GD H H

E AQ F F
R.eutropha H16 GVLVNPHYKN MGNLYGSEYW TYLLPQRVGA 461 Prosite: LSxLBG NAAAAAxxxx LxCDL
C.necator CH34 AATLNPHYKN MGNLYGSEYW TYLLPRRVGM 447 PS00166 IT INA  G&GG I soT
R.leguminosarum GVILNPHYKD MGNLYGSEYW TYLLPARVGE 430 VA VOK ¥ THV
B.japonicum QIILNPHYKD MGNLYGSEYW TYLLPRRAGA 434 MG MRR M ARM
M.gryphiswaldense GITLNPHYKG MGNLYGSEYW TYLLPKRCGA 418 FSN SGF
M.magneticum AVVLNPHYKG MGNLYGSEYW TYLLPRRCGP 425 T Y
H.thermophilus GVVLNPHYKN IGNLYGSEFW TYTLPKRVGW 438 A 2
A.aeoliqus GVVLNPHYKN IGNLYGSEFW TYTLPKRVGW 438 H 0
Hydrogenivirga GVVLNPHYKN IGNLYGSEFW TYTLPKRVGW 439 B E
S.degradans GVVLNPHYKN MG-LYGSEYW TYLMPRRLGL 444 L
Campylobacterales STVLNPHYKT LG-LSGSEYH TYSLPKRVGE 434
Sulfurovum sp. RVVFNPHYKT LG-LSGSEYH TYTLPGRVGK 432
Nitratiruptor sp. GIVLNPHYRT IG-LSGSEYH TYTLPRRVGK 443
S.avermitilis GAVLNPHYRL, MG-LYGSEYW TYTLPRRVGP 468
R.erythropolis GVVLNPHYAT MG-LFGSELH TYTLPARVGE 433
S.nassauensis GVVLNPYYD- MG-LYGSELH TYTLPRRVGH 443
P. fluorescens DTVYNPHYKS MG-LYGSEYW TYSLPRAVGQ 449
C.violaceum GVVLNPHYQT MG-LYGSEYW TYTLPRAVGG 449

* Kk . Kk

ek kX Kk kK

* Kk ek *

Abbildung 3-28: Sequenzvergleich der C-terminalen Doméne von HypX/HoxX-Homologen aus verschiedenen
Spezies (A). Magenta unterlegte Positionen markieren Aminoséuren, die in Ubereinstimmung mit dem PROSITE-
Motiv PS00166 stehen. Putativ aktive Aminosduren, die im Rahmen einer Mutagenesestudie substituiert wurden
(Kapitel 3.4.16), sind durch ihre Substituenten oberhalb der Sequenz (blau) gekennzeichnet. Die Rauten markieren
AS, die an der Bildung des Oxyanionischen Lochs beteiligt sind (siche unten). B) Das Motiv (PS00166) ist eine
Signatur die EnoylCoA-Hydratasen/Isomerasen (Crotonasen) charakterisiert. Magentafarbene Buchstaben zeigen
zusitzliche AS, die nur in HypX-Homologen vorkommen; durchgestrichene Buchstaben zeigen AS die im PS00166-
Motiv enthalten sind, aber in keinem HypX/HoxX-Homolog zu finden sind. Vollstindige Namen der
berticksichtigten Spezies in Abbildung 6-6.

Die C-terminale Domdne von HypX zeigte, ebenso wie die N-terminale Doméne, eine
Region in der durchgehend konservierte AS gehduft auftreten (Abbildung 3-28 A). Diese liegen
vor allem in einem Abschnitt in C-terminaler Richtung des bereits identifizierten Motivs

(PS00166) (Rey, Fernandez et al. 1996). Diese Signatur (Abbildung 3-28 A; Magenta) ist fiir
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eine Superfamilie von Enzymen mit unterschiedlichsten katalytischen Funktionen, den
Crotonasen, charakteristisch.

In sieben der hier untersuchen HypX/HoxX-Isoformen ist dieses Motiv vollstindig
konserviert. Die iibrigen Isoformen lieBen sich durch leichte Modifikationen der Sequenz in
Ubereinstimmung bringen, ohne dass durch einen Abgleich mit UniProtKB/SwissProt
(Release: 2012-01) falschpositive Treffer erzielt wurden. Die relative Héaufigkeit von
durchgehend konservierten Aminosduren in dieser Region legt eine wichtige Funktion dieses
Sequenzabschnittes im Allgemeinen und der konservierten Aminosduren im Besonderen nahe.
Daher sollte die strukturelle Anordnung und Funktion dieser Aminosduren im Fortgang dieser

Studie noch eingehend untersucht werden.

3.4.3 Extern appliziertes "*C-Formiat ist kein Substrat in der HypX-
abhangigen CO-Synthese

Die putative N'’-Formyl-THF-Bindestelle in HypX (Rey, Fernandez et al. 1996) lisst eine
Verbindung zum Tetrahydrofolatstoffwechsel vermuten. Tetrahydrofolat ist ein Kofaktor, der
innerhalb des Kohlenstoffwechsels eine wichtige Funktion bei der Bereitstellung von Ci-
Einheiten iibernimmt. Solche C;-Einheiten (u.a. Formyl- (CHO)-, Methyl- (CHs)-,
Hydroxymethyl- (CH,OH)- gruppen) sind essentielle Bestandteile in der Biosynthese von
Purinen oder Aminosduren. Die Derivate des Tetrahydrofolatstoffwechsels sind ineinander
konvertierbar und stehen in einem enzymatisch kontrollierten Gleichgewicht zueinander (Fuchs
2007). Die Prisenz einer solchen putativen Hydrolase-Doméne erdffnet die Moglichkeit eines
experimentellen Nachweises filir eine Beteiligung von HypX an der Biosynthese des
Carbonylliganden durch die spezifische Markierung des CO-Liganden. Da eine in vivo-
Markierung mit extern appliziertem, SI-markiertem N'’-Formyl-THF nicht moglich ist, musste
eine Alternative gefunden werden, um eine mogliche Markierung des Carbonylliganden via
HypX zu untersuchen. Daher wurde "*C-Formiat eingesetzt. Obgleich eine unmittelbare
Umsetzung von Formiat - via HypX - unwahrscheinlich ist, ist bekannt das Formiat unter ATP-
Hydrolse in Form einer Formylgruppe direkt an Tetrahydrofolat gebunden werden kann und
somit indirekt als Substrat verwendet werden kann. Enzyme die diese Reaktion katalysieren sind
die Formyltetrahydrofolat-Synthetasen (Fuchs 2007). Bislang jedoch konnte im Genom von
Ralstonia eutropha H16 kein Gen identifiziert werden, welches ein solches Enzym kodiert.
Dennoch besteht die Moglichkeit, dass ein solches Enzym von einem Leseraster kodiert wird,
welches entweder falsch oder derzeit noch nicht annotiert wurde.

Zu diesem Zweck wurde daher RHsipsiwep (PRH) unter heterotrophen Bedingungen

exprimiert (Kapitel 2.2.4). Da die vollstindige Adaption von den reprimierenden Bedingungen
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der Vorkultur bis zur Derepression im verwendeten GN-Medium sechs Stunden bendtigt
(vergleiche Kapitel 3.4.9), wurden 5 mM "*C-Na-Formiat nach sechs Stunden zugegeben, so
sollte verhindert werden, dass das gesamte Formiat verbraucht wire, bevor die Expression der
Hydrogenase beginnt.

Das Expressionsplasmid wurde in den Wildtyp H16 (Abbildung 3-29 A) und in HF469 (H16
AhypX>) (Abbildung 3-29 B) konjugiert. Die Zellen wurden bei einer OD436 von ~1,0 geerntet.
Das isolierte Protein wurde anschlieBend mittels FTIR-Spektroskopie analysiert (siehe Kapitel
2.4.1).

12CN 1ZCO ‘I3CO
[

Abbildung 3-29: Markierung
des CO-Liganden der
RHgtopstrep Mit 3C_Na-Formiat.
FTIR-Spektren von RHgepsirep
isoliert aus heterotrophen Zellen,
die auf GN-Medium gezogen
wurden. Das Expressionsplas-
mid fiir RHgopsep Wurde in den
Wildtyp HI16 (A), sowie in
HF469 (H16 AmpX,) (B)
konjugiert. Sechs Stunden nach
Inokulation wurde das Kultur-
medium mit jeweils 5mM "“C-
Na-Formiat supplementiert.
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Die entsprechenden Spektren zeigten weder im CN'-Bereich noch im Bereich der CO-Bande
eine Verdnderung der Ligandenpositionen (Abbildung 3-29). Eine Verstoffwechselung des
extern applizierten Formiats bei der Biosynthese des Carbonylliganden kann demnach weder
beim HypX'-Stamm noch beim Wildtyp festgestellt werden. Folglich musste eine andere
Moglichkeit gefunden werden, eine HypX-abhingige Markierung des Carbonylliganden

nachzuweisen.

3.4.4 Herstellung einer Deletionsmutante im Serin-Hydroxymethyl-
Transferase-Gen
Normalerweise wird der THF-Pool wahlweise durch Abspaltung einer Hydroxy-
methylgruppe von Serin - wobei gleichzeitig Glycin als Nebenprodukt entsteht - oder durch den
Abbau von Glycin selbst regeneriert. Die letztgenannte Reaktion wird durch das sogenannte
Glycine-Cleavage-System katalysiert und stellt die einzige katabole Reaktion von Glycin mit
physiologischer Signifikanz dar (Kikuchi, Motokawa et al. 2008).
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Von den beiden potentiellen Moglichkeiten neue C;-Einheiten flir den Tetrahydrofolat-
Stoffwechsel zu generieren bendtigt die Degradation von Glycin zu NHi, CO, und THF-
gebundenem CHj gleich vier Proteine. Alle zusammen bilden das Glycine-Cleavage-System
(Kikuchi, Motokawa et al. 2008). Im Gegensatz dazu ist fiir den Serin-Katabolismus lediglich
ein einzelnes Gen, glyA4, erforderlich. Dieses Gen kodiert die Serin-Hydroxymethyl-Transferase
(SHMT). Gleichzeitig ist der Serin-Katabolismus der einzige physiologisch relevante Weg zur
Biosynthese von Glycin. Somit ist eine Agly4A-Mutante gleichzeitig immer auch auxotroph fiir
Glycin. Die Deletion von gly4 versetzt uns folglich in die Lage externes, markiertes '>C-Glycin
als Surrogat einzusetzen, ohne dass dieses mit intern produziertem, unmarkiertem Glycin in
Konkurrenz steht.

Zu diesem Zweck wurde ein Plasmid (pCH2771) hergestellt (siche Kapitel 2.9.2), dass eine
384 Bp grof3e in frame-Deletion im glyA4-Gen enthilt. Durch doppelt homologe Rekombination
wurden die mutierten Allele in verschiedene Stdmme eingebracht. So konnten mehrere isogene

Stamme erzeugt werden, die eine Glycin-Auxotrophie aufweisen (siche Tabelle 1).

3.4.5 Charakterisierung der Glycin-Bedurftigkeit der SHMT -Mutante

Zunichst sollte der Verlust der Funktionalitit der Serin-Hydroxymethyl-Transferase
verifiziert und gleichzeitig die minimal notwendige Menge an extern zugegebenem Glycin
ermittelt werden, welche noch Wachstum auf Wildtyp-Niveau erlaubt. Zu diesem Zweck wurde
ein Versuch durchgefiihrt bei dem das Wachstum des AglyA4-Stammes mit steigenden Mengen
Glycin im Vergleich zum Wildtyp-Stamm unter heterotrophen Bedingungen festgehalten wurde.
Im Test wurden sechs Glycinkonzentrationen von 0 - 10 mM Glycin getestet.

Dazu wurde R. eutropha H16 und HF965 (H16 AglyA) in FN-Medium mit 10 mM Glycin als
Vorkultur angezogen. Die Hauptkulturen wurden mit 0,02 % der Vorkultur inokuliert. Das
Wachstum wurde als Absorption bei 436 nm gemessen.

Im Ergebnis konnte festgestellt werden, dass das Wachstum der R. eutropha-Mutante in FN-
Medium von der externen Zugabe von Glycin abhédngig ist (Abbildung 3-30). Ohne die externe
Zugabe von Glycin konnte kein Wachstum festgestellt werden. Die anfiangliche Zunahme der
Zelldichte in der Negativkontrolle bei 4,5 Stunden ist auf den minimalen Eintrag von Glycin aus

der Vorkultur zuriickzufiihren.
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Abbildung 3-30: Charakter-
isierung der AglyA-Deletion
unter heterotrophen Beding-
ungen. Der Wildtyp H16 und
HF965 (H16 AglyA) wurden
heterotroph (FN-Medium) mit
variierenden Mengen Glycin
kultiviert. H16 in FN-Medium
ohne Glycin (¢), HF965 (H16
AglyAd) in FN-Medium mit
verschiedenen Glycinkonzentra-
tionen; 0 mM (m), 0,1 mM (o),
ImM (A), 2mM (4), 5SmM
(*), 10mM (o) Glycin. Das
Wachstum wurde als Absorption
bei 436 nm gemessen.
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Bei Glycinkonzentrationen von 0,1 mM, bzw. 1 mM war ein deutlicher Abfall im Wachstum
gegeniiber der Wildtyp-Kontrolle zu sehen. Im durchgefiihrten Experiment iiber 36 Std. erwiesen
sich bereits 2 mM Glycin als ausreichend ein Wachstum auf Wildtyp-Niveau zu ermoglichen.
Damit ist gewiéhrleistet, dass eine Mindestkonzentration von 5 mM mehr als ausreichend wire

ein wildtypartiges Wachstum der Mutante zu ermdglichen.

3.4.6 In vivo Markierung der MBH mit "*C,-Glycin unter
chemolithoautotrophen Bedingungen

Sowohl fiir die SH als auch fiir die MBH wurde ein HypX-abhéngiger Phédnotyp unter
lithoautotrophen Bedingungen bereits hinldnglich beschrieben (Buhrke 2006). Daher sollte
zunidchst die MBH, reprisentativ fiir die energiekonservierenden Hydrogenasen, unter
lithoautotrophen Wachstumsbedingungen auf eine Isotopenmarkierung hin untersucht werden.
Dazu wurden durch Transkonjugation (Kapitel 2.10.4 oben) zwei Plasmide in den Megaplasmid-
freien R. eutropha-Stamm HF966 (HF210 AglyA) gebracht. Das erste Plasmid (pGE1626) trigt
das gesamte MBH-Operon. Das zweite Plasmid (pGE2799) ist eine Derivat von pGE1626 mit
einer hypX>-Deletion im MBH-Operon. Beide Transkonjuganten wurden unter
chemolithoautotrophen Bedingungen mit 65 % N,, 10 % H;, 10 % CO, sowie 15 % O, in der
Gasphase angezogen und bei einer OD436 von 1,0 geerntet (Kapitel 2.2.4). Von diesen Kulturen
wurde die Cytoplasmamembran prépariert (Kapitel 2.3.2 oben) und mittels FTIR-Spektroskopie
untersucht (siehe Kapitel 2.4.2).

In der AhypX>-Mutante (Abbildung 3-31 A) war lediglich ein Absorptionsmaximum bei einer

Wellenzahl von 1948 cm™ zu schen. Dieses Maximum korrespondiert mit den zuvor
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beschriebenen Wellenzahlen einer oxidierten MBH mit '“CO-Ligand (Ludwig 2008). Im
Vergleich dazu kam es im ,,Wildtyp*-Stamm mit 4ypX zu einer Signalaufspaltung. Neben dem
Absorptionsmaximum bei 1948 cm™ war ein weiteres Absorptionsmaximum von vergleichbarer
Intensitit bei 1902 cm™ zu sehen (Abbildung 3-31 B).

Durch den teilweisen Einbau des schwereren Kohlenstoffisotopes im markierten Carbonyl-
liganden kommt es zu einer charakteristischen Verschiebung der Streckschwingungen um ~45
Wellenzahlen (Nakamoto 2008). Diese Spektren demonstrieren, dass es - ausgehend von uniform
markiertem Glycin - unter lithoautotrophen Bedingungen zu einer spezifischen '*C-Markierung
des CO-Liganden im aktiven Zentrum der MBH kommt. Diese Markierung zeigte zudem eine
klare Abhéngigkeit zu aktivem HypX. Allerdings wies die entsprechende Probe eine nur partielle
Markierung des CO-Liganden der MBH auf (Abbildung 3-31 B).

CN’-Region 2co Bco
1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 17 T T T Abbildung 3'31: Markiel‘llng

des Carbonylliganden der
MBH mittels *C,-Glycin unter
lithoautotrophen Bedingungen.
Zweite  Ableitung der IR-
Spektren von isolierter Cyto-
plasmamembran. Angezogen
wurden die Agly4-Mutanten in
einem HypX™- (A) und einem
HypX'- (B) Hintergrund unter
lithoautotrophen ~ Bedingungen.
Die Glycin-Auxotrophie wurde
mit 5mM "C,-Glycin komple-
mentiert.

A)

B)

d’A/dv?

1902

2100 2050 2000 1950 1900
Wellenzahl (cm™)

Im Gegensatz zu FTIR-Spektren isolierter Cytoplasmamembran von Zellen aus der spiten
stationdren Wachstumsphase hoben sich hier keine deutlichen Absorptionsmaxima in der CN'-
Bande ab (Ludwig 2008). Da die Zellen bei einer OD43s von 1,0, also in der frithen
logarithmischen Phase, geerntet wurden, ist eine Anreicherung der Cytoplasmamembran mit
MBH noch zu gering, um die Absorptionen der CN'-Liganden jenseits des Signal-Rausch-
Verhiltnisses aufzuldsen. Lediglich der deutlich stiarkere CO-Peak lie3 sich daher abbilden.

3.4.7 In vivo Markierung der regulatorischen Hydrogenase mit *C,-Glycin
unter heterotrophen Standardbedingungen

In vorangegangenen Untersuchungen an HypX aus Ralstonia eutropha wurde unter
chemolithoautotrophen Bedingungen zwar ein deutlicher physiologischer Phénotyp beschrieben,
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jedoch konnte kein solcher Einfluss von HypX auf die Reifung der RH unter heterotrophen
Bedingungen mit Fruktose und Glycerol als Energie- und Kohlenstoffquelle beobachtet werden
(Buhrke 2006).

Rey et al. konnten in Rhizobium leguminosarum anhand von Expressionsanalysen
nachweisen, dass HypX mit den {ibrigen #yp-Genen koreguliert wird und es sich demzufolge um
ein echtes Mitglied des akzessorischen hyp-Operons handelt (Rey, Fernandez et al. 1996). Alle
bisher untersuchten Genprodukte aus dem #hyp-Operon sind in die Assemblierung und
Inkorporation der katalytisch aktiven Ubergangsmetalle und ihrer Liganden involviert. Da der
Carbonylligand, wie in Kapitel 3.2 gezeigt, bereits im HypCD-Komplex vorhanden ist, miisste es
sich auch bei der HypX-vermittelten CO-Synthese um einen echten pleiotropen Maturations-
schritt handeln. Demzufolge scheint es unwahrscheinlich, dass HypX nicht auch an der Reifung
der regulatorischen Hydrogenase beteiligt ist.

Um dieser These nachzugehen wurde erneut das in Kapitel 3.3.1 vorgestellte RH-Uber-
expressionssystem (pRH) verwendet. Als Expressionsstamm der R. eutropha Stamm HF967
(H16 AhoxBCGH AglyA) verwendet, ein Serin-Hydroxymethyl-Transferase- (g/y4)-defizientes
Derivat des bereits etablierten Expressionsstammes HF574 (H16 AhoxBCGH). Da dieses
Uberexpressionssystem - mangels SH und MBH - nur heterotroph wichst, wurden die Kulturen
in  Minimalmedium mit Fruktose und Glycerol (FGN-Medium) als Energie- und
Kohlenstoffquelle angezogen. Jede dieser Kulturen wurde zudem mit 16 mM *C,-Glycin bzw.

12C,-Glycin supplementiert.

trophen Standardbedingung-
en. FTIR-Spektren gereinigter
RHsopsirep- Die Zellen wurden
heterotroph in  FGN-Medium
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Das Kontrollexperiment (Abbildung 3-32 B) mit unmarkiertem Glycin zeigte zwei
Absorptionsmaxima im Bereich der CN-Bande bei 2080 cm™ und 2072 cm™ und eine starke
Absorption im CO-Bereich bei 1943 cm™. Dies entspricht dem Standardspektrum einer
unmarkierten, oxidierten RH (Bernhard, Buhrke et al. 2001). Im Markierungsexperiment
(Abbildung 3-32 A) mit uniform markiertem "*C,-Glycin war zudem ein weiteres Absorptions-
maximum bei 1899 cm™ zu erkennen. Mit einem relativen Anteil von weniger als 3 % der
Gesamtpopulation beider CO-Spezies deutet dies jedoch nicht auf eine spezifische, HypX-
abhingige Markierung des CO-Liganden der RH durch *C,-Glycin hin. Im Bereich der CN-
Bande gab es hingegen keine sichtbaren Verdnderungen.

Diese Ergebnisse konnten bedeuten, dass HypX keinen Einfluss auf die Maturation der RH
hat, sondern lediglich die Maturation der energiekonservierenden Hydrogenasen, SH und MBH,
beeinflusst. Diese Interpretation wére konsistent mit friiheren Beobachtungen (Buhrke 2006).
Auf der andern Seite konnte dieses Ergebnis bedeuten, dass die gewdhlten heterotrophen
Anzuchtbedingungen einen HypX-abhdngigen Effekt kaschieren bzw. das HypX nur unter
lithoautotrophen Bedingungen seine Funktion entfaltet. Diese Moglichkeiten sollten im

Folgenden weiter untersucht werden.

3.4.8 Vergleichende Analyse der HypX-Funktion unter verschiedenen
heterotrophen Bedingungen

Da die RH alleine nicht in der Lage ist chemolithoautotrophes Wachstum zu vermitteln,
wurden Untersuchungen iiber den Einfluss von HypX auf Funktionalitit der RH bis dato
ausschlieflich unter den oben genannten heterotrophen Bedingungen (FGN-Medium)
durchgefiihrt.

Nachfolgend sollte die These beleuchtet werden, dass eben diese heterotrophen
Anzuchtbedingungen bisher zu einer Verfilschung der Ergebnisse gefiihrt haben. Unter FGN-
Bedingungen ist ein zweiphasiges Wachstum zu beobachten. Zundchst wird die Fruktose
verstoffwechselt, dabei wird jedoch die Expression von Hydrogenasen reprimiert. Die
Derepression beginnt erst mit dem Wechsel auf Glycerol als Kohlenstoffquelle. Zu diesem
Zeitpunkt (~24 Std.) hat die Zelldichte im verwendeten Medium {iiblicherweise einen Wert von
ODy36 =~6,0 erreicht (Friedrich, Heine et al. 1981). Bei derart hohen Zelldichten ist die
Versorgung der Zellen mit gelostem Sauerstoff nicht mehr vollstindig gewéhrleistet. Dies
konnte der Grund sein, dass die Funktion von HypX entbehrlich wird.

Daher wurde der Einfluss von HypX auf die heterotrophe Hydrogenaseexpression untersucht,
indem jeweils der Wildtyp H16 und die AhypX>-Mutante HF469 unter FGN- und GN-

Bedingungen getestet wurden. Im letztgenannten Medium dient ausschlieBlich Glycerol als

-97 -



Ergebnisse

Energie- und Kohlenstoffquelle. Die Hydrogenaseexpression beginnt hier bereits ~6 Stunden
nach Inokulation. Als MaB fiir den Einfluss von HypX auf die Reifung aller Hydrogenasen wird

die Aktivitit der SH in ganzen Zellen herangezogen.

120 . : 120 . -
A) B)
= 100+ 100+ i
O\ —E
T 80+ 80+ -
=
< 60+ 60} ]
g
E 40+ 40+ .
(0]
o 20} 20} ]
0 |_x—|- 1 | 0 ! . 1

Zeit (Std.) 24,75 35,25 475 24,75 35,25 475
OD 36 17,7 /10,7 /11,8 /0,20 /0,25 /0,32

Abbildung 3-33: Einfluss von HypX auf die Reifung von Hydrogenasen unter heterotrophen Bedingungen.
Die Stamme H16 (hellblau) und HF469 (violett) wurden unter verschiedenen heterotrophen Bedingungen
angezogen. Als MaB fiir die Hydrogenasereifung dient die relative Aktivitat der 16slichen Hydrogenase in ganzen
Zellen. ,,100 % normiert auf volle Aktivitdt der Kontrolle (H16), diese betrdgt im FGN-Medium (A) 0,77 = 0,08
U/mg und im GN-Medium (B) 3,51 £+ 0,46 U/mg.

Wihrend die Hydrogenaseaktivitdt unter FGN-Bedingungen in Wildtyp und Mutante
innerhalb der Fehlergrenze nahezu iibereinstimmte (Abbildung 3-33 A), zeigte die Mutante unter
GN-Bedingungen eine signifikant reduzierte Hydrogenaseaktivitit (Abbildung 3-33 B).

Die ,,volle* Aktivitdt (100 % der Kontrolle) lag im FGN-Medium nach 47,5 Stunden bei
0,77+ 0,08 U/mg, im GN-Medium lag die ,,volle* Aktivitit bei 3,51 +£0,46 U/mg. Dieser
Unterschied liegt in erster Linie in der Tatsache begriindet, dass die Derepression unter FGN-
Bedingungen erst nach ungefahr 24 Stunden einsetzt.

Aus dieser Beobachtung ergibt sich ein eindeutiger Einfluss von HypX auf die Aktivitit von
Hydrogenasen auch unter heterotrophen Bedingungen. Dieser Effekt ist allerdings, wie oben
angefiihrt, nicht unter heterotrophen Standardbedingungen (FGN-Medium) zu erkennen. Somit
ist gezeigt, dass ein HypX-Effekt nicht exklusiv unter lithoautotrophen Bedingungen
nachweisbar ist. Dieses war im Hinblick auf die Ergebnisse der CO-Limitation (siche Kapitel
3.3.4) nicht unbedingt zu erwarten gewesen.

Soweit gilt dies in jedem Fall fiir die 16sliche Hydrogenase. Ein dquivalentes Experiment mit
der MBH ist nicht durchfiihrbar. Bei den geringen Zelldichten, zu denen die Proben entnommen

werden miissten, miisste ein derart groes Volumen angezogen werden, dass dies mit den
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vorhandenen Mitteln nicht zu verwirklichen war. Aufgrund der Tatsache, dass hier die pleiotrope
Maturation betroffen ist, darf angenommen werden, dass die Ergebnisse der SH auf die {ibrigen
Hydrogenasen tibertragbar sind.

Diese Deduktion konnte iiber eine immunologische Detektion des Maturationsstatus
verifiziert werden. Dadurch sollte zudem untersucht werden, ob die Reduktion der
Hydrogenaseaktivitit in HF469 — auch unter heterotrophen Bedingungen — tatsdchlich auf einem
Arrest der Reifung beruht. Dazu wurde Gesamtzellextrakt hergestellt und mittels 12 %-iger SDS-
PAGE aufgetrennt. AnschlieBend wurden die groBen Untereinheiten HoxG und HoxH
immunologisch detektiert, so dass mature und primature Isoformen unterschieden werden
konnen (Abbildung 3-34).

Wie in Abbildung 3-34 (oben) zu erkennen ist, ist unter FGN-Bedingungen kein signifikanter
Unterschied zwischen dem Wildtyp und der AhypX>-Mutante erkennbar. In beiden Stdmmen
nahm die Menge an Hydrogenaseproteinen iiber die Zeit zu. Wéhrend zu Beginn der
Derepression bei 24,75 Stunden nur wenig HoxG bzw. HoxH nachweisbar war, stieg die Menge
mit zunehmender Kultivierungsdauer an. Dabei liegen mature und prdmature Formen in etwa

gleichen Mengen vor.

H16 H16 AhypX> Abbildung 3-34: HypX-Effekt
unter heterotrophen Bedin-
2475 3525 47,5 2475 3525 47,5  Zeit (Stunden) gungen. Immunologische Fér-
— ! Pra-HoxG bung der groBen Untereinheiten
_—== * ‘ HoxG der MBH und der SH, mittels
5 spezifischer o-HoxG und o-
s ) HoxH Antikérper. Die Zellen
T o oamm -— . Pra-HoxH — yon Hi6 (Wildtyp) und HF469
HoxH (H16 AhypX,) wurden unter
Pra-HoxG verschiedenen heterotrophen
— — E—— HoxG Bedingungen (FGN und GN)
T —— " p— angezogen und zu verschiedenen
(ZD - Zeitpunkten geerntet. Die Zellen
Pra-HoxH .
e c— deal D wurden gekocht und mittels
HoxH o) ¢
12 %-iger SDS-PAGE getrennt.

Anders unter GN-Bedingungen, hier lagen im Wildtyp die grofen Untereinheiten nahezu
vollstidndig in gereifter Form vor (Abbildung 3-34; unten). Die Mutante indes zeigte, dass beide
groflen Untereinheiten etwa zu 50 % in ungereifter Form vorlagen.

Diese Beobachtungen bestitigen, dass HypX auch unter heterotrophen Bedingungen aktiv
ist. Ferner geben sie uns auch Aufschluss dariiber, dass HypX nur dann essentiell ist, wenn die
Hydrogenasen bei niedrigen Zelldichten synthetisiert werden. Dariiber hinaus zeigt der obige

Western-Blot, dass neben der SH auch die MBH unter heterotrophen Bedingungen betroffen ist.
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Da die RH keine proteolytische Spaltung unterlduft, kann ein Effekt auf die regulatorische

Hydrogenase nicht iiber eine Antikdrperfarbung nachgewiesen werden.

3.4.9 Der HypX abhangige Einfluss von Serin und Glycin auf die
Hydrogenase Aktivitat verweisen auf die Beteiligung des C;-
Metabolismus

Obgleich das initiale Markierungsexperiment mit der RH unter heterotrophen Bedingungen
keine nennenswerte, Glycin-abhidngige Markierung des Carbonylliganden aufwies (Kapitel
3.4.7), zeigten die Experimente im vorangegangenen Kapitel, dass unter heterotrophen
Bedingungen der HypX-Effekt von der Zusammensetzung des gewihlten Mediums abhingig ist.
Nur in GN-Medium, wenn Expression und Maturation der Hydrogenasen in Gegenwart hoher
Konzentrationen gelosten Sauerstoffs stattfindet, zeigte sich ein deutlicher HypX '-Phénotyp
(siehe Kapitel 3.4.8).

Auf Basis dieser neuen Erkenntnisse sollte eine mogliche Verbindung zwischen C;-
Stoffwechsel und HypX experimentell untersucht werden. Dazu wurden R. eutropha H16 und
HF469 (H16 AhypX>) unter heterotrophen Bedingungen in GN-Medium angezogen. Zusétzlich
wurden jeweils 5 mM Serin, Glycin und Alanin bei Inokulation zugegeben. Im Falle einer THF-
Abhidngigkeit wiirde die Zugabe von Serin und Glycin zu einem Anstieg der
Hydrogenaseaktivitdt fiihren, da beide Aminosduren den Pool der C;-Einheiten auffiillen
kénnen. Da HypX, wie durch die Deletion von HypX hinreichend belegt, an einem Flaschenhals
der Maturation agiert, sollte sich die Zugabe dieser Aminosiduren positiv auf die
Hydrogenaseaktivitit auswirken.

Als Mal} fiir eine erfolgreiche Maturation wurde im Folgenden die Aktivitit der SH in
ganzen Zellen gemessen. Nach Inokulation war in den ersten sechs Stunden keine Aktivitit zu
ermitteln (Daten nicht gezeigt). Da die Vorkulturen bei 37 °C angezogen wurden und bei dieser
Temperatur in Ralstonia eutropha die Expression von Hydrogenasen reprimiert ist (Friedrich
und Friedrich 1983), beginnt die Expression von Hydrogenasen erst nach Adaption an die
veranderten Kulturbedingungen, nach Beginn des Experiments.

Die Messung der SH-Aktivitdt in H16 zeigte nach Zugabe von Glycin eine Zunahme der
Aktivitit beziiglich der Kontrolle. Dieser Unterschied erreichte bei 31 Stunden (OD436 ~ 0,5)
sein Maximum. Hier lag die SH-Aktivitdt bei Zugabe von 5 mM Glycin bei 174 % der Aktivitat
der Kontrolle. Die volle Aktivitdt (100 %) der Kontrolle lag dabei bei 1,69 + 0,04 U/mg.
Interessanterweise war der gemessene Unterschied nur bei niedrigen OD436-Werten von ~ 0,5
(Kontrolle) zu erkennen. Dieser Unterschied hatte sich bei hoheren OD-Werten (ODass ~ 0,8)
bereits vollstindig egalisiert (Abbildung 3-35 A). Dieser Befund stiitzt die These, dass HypX nur
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in der Frithphase und bei niedrigen Zelldichten fiir eine effektive Maturation erforderlich ist
(siehe auch Kapitel 3.4.8).
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Abbildung 3-35: Abhiingigkeit der Hydrogenaseaktivitit von der Zugabe von Glycin. Aktivitit der NAD'-
reduzierenden Hydrogenase aus Ralstonia eutropha H16 (A) und HF469 (C) unter heterotrophen Bedingungen.
Heterotrophes Wachstum von H16 (B) und HF469 (D) in GN-Medium. Die Kontrolle (griin) enthielt keine
zusétzlichen Aminosduren, wihrend der Probe je 5mM Glycin ( ) zugegeben wurde. Die relative
Hydrogenaseaktivitdt wurde auf die maximale Aktivitit der Kontrolle bei 31 Stunden normiert, bevor sich die
Wirkung von HypX egalisiert hat (51 Std.). Die volle Aktivitdt (100 %) von H16 (bei 31 Std.) liegt bei 1,69 + 0,04
U/mg; die volle SH-Aktivitdt von HF469 (bei 31 Std.) hingegen liegt bei 0,47 £+ 0,03.

Im HypX-defizienten Stamm, HF469, war im Gegensatz dazu keine Zunahme der Aktivitdt
nach Applikation von Glycin zu erkennen. Die Aktivitit der Probe stimmte innerhalb der
Fehlergrenzen mit der Aktivitdt der Kontrolle iiberein (Abbildung 3-35 C), wobei die volle
Aktivitdt (100 %) dieses Stammes erwartungsgemif niedriger war als beim Wildtyp (0,47 + 0,03

U/mg). Dies beweist, dass die Zunahme der Hydrogenaseaktivitit nach Zugabe von Glycin

- 101 -



Ergebnisse

HypX-abhdngig ist. Ferner belegt dies die mogliche Verbindung zwischen dem THEF-
Metabolismus und der HypX-Aktivitét.

Ein vergleichbares Bild zeigte sich ebenfalls nach Zugabe von 5 mM Serin, welches im
Wildtyp eine alternative Quelle fiir C;-Einheiten darstellt. Im Gegensatz dazu war eine solche
HypX-abhidngige Zunahme der Hydrogenaseaktivitdt nach Zugabe von 5 mM Alanin, welches
keine Verbindung zum C;-Metabolismus besitzt, nicht zu erkennen (sieche Abbildung 6-2 A und
O).

Obgleich die Zugabe einiger Sduren des Intermedidrstoffwechsels zum Medium, z.B.
Sucinat, zu einem schnelleren Wachstum von R. eutropha fiihrt, ist dies im Allgemeinen bei
Aminosduren nicht der Fall (Friedrich 1981). Damit konsistent war auch die Beobachtung, dass
die Zugabe von Glycin zu keiner deutlichen Wachstumssteigerung fiihrte (Abbildung 3-35 B und
D).

3.4.10 Konzentration des gelosten Sauerstoffs in Korrelation zur
Zelldichte

Die Zelldichte per se kann jedoch nicht das ausschlaggebende Kriterium fiir den, bei hohen
Zelldichten abnehmenden, HypX-abhingigen Effekt sein. Da AypX fiir die Sauerstofftoleranz der
Maturation wichtig ist (Buhrke 2006), liegt die Schlussfolgerung nahe, dass es die
Sauerstoffkonzentration ist, die als entscheidendes Merkmal betrachtet werden muss. Wahrend
bei zunehmender Zelldichte der Sauerstoffeintrag durch Diffusion konstant bleibt, nimmt die
Konzentration des gelosten Sauerstoffs mit steigender Anzahl der Sauerstoffverzehrer im
Medium stetig ab. Da die Sauerstoffaufnahme aber von zahlreichen Parametern abhéngt (Art der
Bakterien, Kultivierungsbedingungen) und stark variieren kann, sollte als Néchstes direkt der

Sauerstoffgehalt im Medium, als universal vergleichbarer Wert, ermittelt werden.

Abbildung 3-36: Sauerstoffkonzentra-

25 tion im Medium in Abhingigkeit zur
S Zelldichte. Die Zelldichte wurde als
= 20 Absorption bei 436 nm ermittelt. Die
= Sauerstoffkonzentration wurde unmittel-
T ~ bar im Medium mittels eines nicht-
e So 15 invasiven, optischen Sensors der Firma
q_% 1S PreSens ermittelt. Gemessen wurde unter
:§ < 10 heterotrophen Anzuchtbedingungen (GN);
g bei 100upm und einer konstanten
S 5 Temperatur von 30 °C. Der schraffierte
8 Bereich markiert die Wachstumsphase, in

0 der ein positiver Effekt von HypX auf die

Hydrogenaseaktivitdt deutlich nachweis-
bar ist. Die Giite der nicht-linearen
Regression (siehe Gleichung 9) wurde
mit R* = 0,98 ermittelt.
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Dazu wurde Ralstonia eutropha H16 unter heterotrophen Bedingungen (GN-Medium) an
Luft, bei konstant 30 °C und 100 upm angezogen. Die verwendeten 500ml-Schikanekolben
wurden standardmifBig mit 166 ml Medium befiillt und mit 1% Vorkultur inokuliert. Die
Zelldichte wurde als Absorption bei 436 nm gemessen. Die Sauerstoffkonzentration wurde
unmittelbar im Medium mittels eines nicht-invasiven, optischen Sauerstoffsensors gemessen
(siehe Kapitel 2.7.1).

Mittels einer sigmoidalen Dose-Response-Funktion mit variablen Neigungen,

8) Y=Y n (YTop + YBottomJ
~ " Bottom " T410({LogY )y — X )e np’

konnte eine nicht-lineare Regression der Daten vorgenommen werden (Abbildung 3-36). Dabei
entspricht Y7,, dem Maximalwert der Y-Achse (226,9 pmol/l) und Yzouom dem Minimalwert der
Y-Achse (0,0 umol/l). LogYys, ist der X-Wert, bei dem der Y-Wert dem Mittelwert zwischen
Maximal- und Minimalwert entspricht (1,593). Der Hill-Koeffizient ny steht fiir die
Neigungsrate (-1,198).

Damit liegt die Sauerstoffkonzentration bei OD436 = 0,8 (bei dieser Zelldichte hat sich der
Beitrag von HypX zum CO-Gesamtpool bereits egalisiert) bei ca. 206 pmol/l. Das entspricht

92,2 % der Sauerstoffkonzentration vor Inokulation des Mediums.

3.4.11 In vivo Markierung der MBH mit **C,-Glycin unter modifizierten
heterotrophen (GN)-Bedingungen

Wie bereits gezeigt, ist HypX in die Maturation, sowohl der MBH als auch der SH, involviert
und ist sowohl unter lithoautotrophen (Buhrke 2006) als auch unter heterotrophen Bedingungen
aktiv (Kapitel 3.4.8). Die Tatsache, dass sich der HypX'-Phénotyp auf physiologischer Ebene
durch die Zugabe von CO komplementieren ldsst, verweist auf eine Funktion innerhalb der CO-
Synthese (Kapitel 3.4.1). Sequenzanalysen lieferten Hinweise auf eine Verbindung zum C;-
Metabolismus (Kapitel 3.4.2 / Rey, Fernandez et al. 1996). Diese konnten durch die HypX-
abhingige Aktivitatssteigerung der SH nach Zugabe von Glycin und Serin experimentell erhértet
werden (Kapitel 3.4.9).

Um einen experimentellen Beweis fiir die Verbindung der HypX-abhéngigen CO-Synthese
zum THF-Stoffwechsel zu erbringen, sollte daher erneut versucht werden den Carbonylliganden
der MBH durch die Zugabe von "*C,-Glycin auch unter heterotrophen Bedingungen spezifisch
zu markieren. Nachdem die Markierung unter standardisierten, heterotrophen Bedingungen

(FGN-Medium), zumindest bei der RH, erfolglos war, wurde daher zunédchst die MBH unter den
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modifizierten, heterotrophen Wachstumsbedingungen in GN-Medium auf eine Isotopen-

markierung hin untersucht.

2GN 260 3o
L e — Abbildung 3-37: Markier-
ung des Carbonylliganden
der MBH mit "“C,-Glycin
unter heterotrophen Be-
dingungen. Zweite Ablei-
tungen der FTIR-Spektren
eines Membranextraktes. An-
gezogen unter dereprimier-
enden (GN-) Bedingungen
wurden zwei AglyA-Mutanten
ohne HypX (A) und mit
HypX (B). Die Glycin-Auxo-
trophie wurde mit 5 mM "C»-
Glycin komplementiert.
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Dazu wurden dieselben Stamme wie bei der Markierung unter lithoautotrophen Bedingungen
verwendet (siche Kapitel 3.4.7). Diese wurden in GN-Medium angezogen und bei einer OD436
von 1,0 geerntet (Kapitel 2.2.4).

Noch deutlicher als unter lithoautotrophen Bedingungen konnte, in Abhéngigkeit von HypX,
eine quantitative Markierung des CO-Liganden beobachtet werden (Abbildung 3-37 B). Im
HypX'-Stamm lag die Streckschwingung des CO-Liganden vollstindig bei 1902 cm™, eine
Absorption bei 1948 cm™ war nicht mehr nachweisbar. Die entsprechende Kontrolle mit einem
HypX'-Stamm zeigte den Carbonylliganden vollstindig unmarkiert bei 1948 cm™ (Abbildung
3-37 A). Unter diesen Bedingungen konnten bei Proben aus der frithen logarithmischen Phase -
bei ODg436 1,0 geerntet (vergleiche Kapitel 2.2.4) - nur schwache Absorptionen im Bereich der
Cyanidliganden detektiert werden. Diese zeigten zwei Maxima, bei 2081 cm™ und 2098 cm™

(Abbildung 3-37). Somit entsprechen sie exakt den Positionen einer oxidierten, gereinigten MBH

(Ludwig 2008).

3.412  In vivo Markierung der RH mit '*C-Glycin-Derivaten unter GN-
Bedingungen
Nachdem ein HypX-abhingiger Effekt auf die Reifung der MBH nun auch unter
heterotrophen Bedingungen nachgewiesen werden konnte, sollte das Markierungsexperiment fiir
die regulatorische Hydrogenase in GN-Medium wiederholt werden. Als Expressionsstimme
wurden zwei Derivate von Ralstonia eutropha H16 verwendet. Diesen, HF967 (AhoxBCGH
AglyA) und HF971 (AhoxCGH AglyA AhypX>), fehlten neben den grolen Hydrogenas-
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euntereinheiten der MBH und SH auch die Serin-Hydroxymethyl-Transferase (gly4). Dem
Stamm HF967 (AhoxBCGH AglyA) fehlte dariiber hinaus auch die kleine Untereinheit der RH,
wohingegen HF971 (AhoxCGH AglyA AhypX,) zudem noch eine in frame-Deletion in hypX
(AhypX) besaB. Desweiteren wurde das bereits in Kapitel 3.4.7 eingefiihrte Uberexpressions-
system fiir RHsopsiep (PRH) erneut eingesetzt. Die Transkonjuganten wurden unter heterotrophen
Bedingungen angezogen und bei einer OD436 von 1,0 geerntet (siche auch Kapitel 2.2.4).

Nach Zugabe von uniform markiertem *C,-Glycin zeigte sich in Abwesenheit von HypX ein
FTIR-Spektrum (Abbildung 3-38 A) das dem ,Standardspektrum® einer oxidierten RH
entspricht, mit einem einzigen Absorptionsmaximum fiir den CO-Liganden bei 1943 cm™. In
Gegenwart von HypX zeigte sich eine nahezu quantitative Markierung des CO-Liganden. Neben
einem dominanten Absorptionsmaximum bei 1899 cm™, welches den 'CO-Liganden
reprisentiert, existiert daneben jedoch auch noch ein kleiner Peak (<5 %) bei 1943 cm™
(Abbildung 3-38 B). Dieses Absorptionsmaximum ist auf die Aktivitit der alternativen CO-
Synthesewege zuriickzufiihren, die auch in HypX'-Mutanten zur Hydrogenasereifung fiihren

(z. B. Abbildung 3-38 A).

2cN 2Co Bco

Abbildung 3-38: “C-Markier-
ungsexperimente des Carbonyl-
liganden der RH unter hetero-
trophen (GN-) Bedingungen.
FTIR-Spektren  von  RHgpsirep
isoliert aus Agly4-Stdémmen, die
unter heterotrophen, dereprimier-
enden (GN-) Bedingungen
kultiviert wurden. Das Anzucht-
medium wurde mit 5mM des
jeweiligen  "*C-Glycin-Derivats
supplementiert. A) FTIR-Spek-
trum der RH aus einem AhypX,-
Stamm supplementiert mit "“C,-
Glycin. B) FTIR-Spektrum der
RH aus einem ,,Wildtyp“-Stamm
mit HypX-Aktivitdt supplemen-
tiert mit C,-Glycin. C) FTIR-
Spektrum der RH aus einem
AhypX,-Stamm mit 2-"C-Glycin.
D) FTIR-Spektrum der RH aus
einem ,»Wildtyp“-Stamm  mit
HypX-Aktivitit ~ supplementiert
mit 2-°C-Glycin. E) FTIR-Spek-
trum der RH aus einem Wildtyp-
Stamm mit HypX-Aktivitit sup-
L plementiert mit 1-"C-Glycin.
2100 2050 2000 1950 1900 Spektren wurden auf den CN'-
Bereich normiert.

2x10"

Absorption

Wellenzahl (cm™)
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Sollte diese Markierung tatsdchlich exklusiv iiber den THF-abhédngigen C,;-Stoffwechsel
verlaufen, so wire eine Markierung des a-Kohlenstoffatoms im verwendeten Glycin bereits
hinreichend um eine quantitative Markierung des Carbonylliganden hervorzurufen. Demzufolge
sollte eine vergleichbare, quantitative Markierung auch durch differentiell markiertes 2-"C-
Glycin auftreten. Bei Verwendung von 1-C-Glycin sollte es hingegen nicht zu einer
Markierung des Carbonylliganden kommen, da das Kohlenstoffatom der Carboxylgruppe als
CO, freigesetzt wird. Die entsprechenden FTIR-Spektren (Abbildung 3-38 C - E) zeigten mit 2-
C-Glycin ebenfalls eine nahezu quantitative Markierung des CO-Liganden. Wie der Vergleich
zwischen den Spektren C) und D) zeigt, ist auch in diesem Fall die Markierung HypX-abhingig.
Im Gegensatz dazu zeigte das Markierungsexperiment mit 1-"*C-Glycin kein Absorptions-
maximum bei 1899 cm™ (Abbildung 3-38 E). Da in dem hier verwendeten Expressionsstamm
die endogene Kopie von HypX vorhanden war, ist gezeigt, dass lediglich das a-Kohlenstoffatom
des Glycins zur HypX-vermittelten Markierung des CO-Liganden beitrégt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit nur einem einzigen markierten Kohlenstoffatom eine
quantitative Markierung des CO-Liganden erreicht werden kann. In keinem Spektrum der RH
mit °C-Glycin-Derivaten konnte eine Verinderung der Absorptionsmaxima in der CN-Bande
beobachtet werden. Es konnten immer zwei Maxima bei 2080 cm™ bzw. 2072 cm™ beobachtet
werden. Das entspricht den Positionen der diatomaren Liganden in einer unmarkierten,
oxidierten RH und zeigt das die '*C-Glycin-vermittelte Markierung CO-spezifisch ist. Auch das
PC-markierte Kohlenstoffdioxid, welches durch den Katabolismus von *C,-Glycin freigesetzt
wird, fiihrte bei einer Konzentration von 5 mM "C,-Glycin nicht zu einer Markierung der CN'-

Liganden.

3.413 Struktur-Funktionsanalysen an HypX

Fiir weitergehende Untersuchungen hinsichtlich der Funktion bzw. des enzymatischen
Mechanismus von HypX war es unabdingbar sich eingehend der Struktur zu widmen. Da es bis
zum heutigen Tag keine Struktur zu HypX gibt, wurde HypX anhand seiner Homologie zu
anderen Proteinen strukturell modelliert.

Zundchst wurden fiir dieses Struktur-Modelling, anhand der Aminosiuresequenz, die
sekundéren Strukturmerkmale — Helices, Faltblatter, Schleifen und Random-Coils — abgeleitet.
Basierend auf Anzahl, Art und Reihenfolge dieser Strukturmerkmale ldsst sich die Topologie des
Proteins abbilden (Abbildung 6-3). Anhand dieser Topologie wurde mit Hilfe von HHsearch,
einem Programm zur Erstellung hochqualitativer Homologie-Modelle, die hdchste Uber-

einstimmung zu vorhandenen Strukturen in der RCSB-Proteindatenbank ermittelt (Soding 2005;
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Soding, Biegert et al. 2005). In einem zweiten Schritt wurde mit SwissModel ein
dreidimensionales Strukturmodell erzeugt (Arnold, Bordoli et al. 2006; Kiefer, Arnold et al.
2009). In der gesamten Datenbank gab es kein Protein, welches iiber seine gesamte Lédnge
hinweg mit HypX vergleichbar wire. Daher wurden die C-terminale und die N-terminale

Domine separat modelliert (siehe Abbildung 3-39).

1 100 200 300 400 500 597

Hy X | s I e P
/. [ | |
2CFlI 3G64

Abbildung 3-39: Strukturelle Homologien in HypX. Fiir beide HypX-Doménen ergab das ,,Topologie-Mapping*
Ubereinstimmungen mit katalytischen Dominen anderer Enzyme. Die N-terminale Domine zeigt hdchste
Ubereinstimmungen mit der Hydrolase-Domine der N'’-Formyl-Tetrahydrofolat-Dehydrogenase aus Homo sapiens
(2CFI), die C-terminale Domiine hingegen zeigt Ubereinstimmungen zur Enoyl-CoA-Hydratase aus Streptomyces
coelicolor (3G64).

Die N-terminale Region (AS 1-264) zeigte dabei die grofte Ahnlichkeit mit der Hydrolase-
Doméne einer 10-Formyl-THF-Dehydrogenase (FTHFD) aus Homo sapiens (2CFI), wohingegen
die C-terminale Hilfte die groBte Ahnlichkeit zu einer Enoyl-CoA-Hydratase-Domine aus
Streptomyces coelicolor (3G64) besal3. Fiir einen Abschnitt von 24 Aminosiduren am Ende der
HypX-Sequenz konnte keine strukturelle Ubereinstimmung mit bekannten Proteinstrukturen
gefunden werden. Ebenso konnte fiir den Abschnitt von AS 269-296 keine Ubereinstimmung
identifiziert werden. Dieser Abschnitt stimmt mit einer Region in der HypX-Sequenz iiberein,
die unter allen bekannten HypX-Isoformen nur einen geringen Konservierungsgrad zeigt (siche
Abbildung 6-6) und vermutlich einen ,,Linker* darstellt. Dieser ,,Linker* dient wahrscheinlich
dazu die beiden funktionellen Doméinen des Proteins so zu koordinieren, dass daraus eine

funktionale Einheit entsteht.

3.4.14 In silico-Studie der N'°-Formyl-Tetrahydrofolat-Bindestelle von
HypX

Fiir den N-terminalen Bereich der Aminosduren 1-264 wurde eine 15 %-ige Sequenzidentitit
mit der Hydrolase-Domine der N'’-Formyl-THF-Dehydrogenase aus Homo sapiens (2CFI)
ermittelt (Kursula, Schuler er al. 2006). Interessanterweise verweist dieses ,,Topologie-
Mapping*, genau wie die Sequenzvergleiche von Rey et al. (Rey, Fernandez et al. 1996), auf
eine N'’-Formyl-THF-Hydrolyase-Domine.

Das entstandene Homologiemodell wurde mittels des OMEAN4 Score evaluiert. Der
OMEAN4 bemisst die Zuverlédssigkeit des gesamten, generierten Modells. Der QMEAN4 Score
liegt im Bereich zwischen 0 und 1, wobei hohere Werte ein besseres Modell bedeuten. Der
globale OMEAN4 Score ist eine Kombination von vier strukturellen Parametern. Die lokale
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Geometrie wird durch das Torsionswinkel-Potential von drei aufeinander folgenden
Aminoséduren implementiert. Wechselwirkungspotentiale werden verwendet um langreichweitige
Wechselwirkungen zu evaluieren. Dabei finden zwei Parameter Eingang in die Bewertung; die
CB-Interaktion und die All-Atom-Interaktion. Ferner wird die Solvatisierung als weiterer
Parameter berticksichtigt (Benkert, Tosatto et al. 2008). Im konkreten Fall wurde ein QMEAN4
Score von 0,43 fiir das Modell der N-terminalen Doméine von HypX ermittelt.

Durch den strukturellen Sequenzvergleich mit der N'’-Formyl-THF-Dehydrogenase aus
Homo sapiens (2CFI) konnte eine L-formige Struktur der N-terminalen N'’-Formyl-
Tetrahydrofolat-Hydrolase-Doméne aus HypX erstellt werden (Abbildung 3-40). Diese Struktur
zeigte zwei distinkte Subdoménen, eine C-terminale Doméne (griin) und die N-terminale 10-
CHO-THF-Bindestelle, die wiederum aus zwei Hélften (rot und gelb) besteht (Abbildung
3-40 A). Beide Doménen sind iiber einen unstrukturierten Abschnitt (AS 150-183; dunkelblau)
miteinander  verbunden. Diese Dominenarchitektur ist in vielen N'’-Formyl-THF-
hydrolysierenden Enzymen erhalten geblieben (Chumanevich, Krupenko et al. 2004; Kursula,
Schuler et al. 2006; Reuland, Vlasov et al. 2006).

Abbildung 3-40: Struktur der N-terminalen 10-CHO-THF-Domine aus HypX. A) Doménenarchitektur der
Hydrolase-Doméne. Die N-terminale 10-CHO-THF-Bindestelle (besteht aus zwei Hélften; Rot und ) reicht von
AS 1-150. Diese ist liber einen unstrukturierten Abschnitt (AS 151-183; dunkelblau) mit der C-terminalen
Subdomine verbunden ( ). B) Uberlagerung der Hydrolase-Domine aus HypX ( ) und der N'’-Formyl-
Hydrolase-Doméne der FTHFD aus Homo sapiens (2CFIA; ). Der graue Pfeil markiert das ,,Gelenk® der
10-CHO-THF-Bindestelle; der schwarze Pfeil verweist auf das aktive Zentrum der Hydrolase-Doméne. Diese
Abbildungen wurden mit Chimera v1.5.3 (Pettersen, Goddard ef al. 2004) erstellt.

Die Uberlagerung der Strukturen der N'’-CHO-THF-Bindedomine aus HypX (gelb) und der
N'’-CHO-THF-Bindedoméne der menschlichen FTHFD (griin) (Abbildung 3-40 B) zeigte, dass
beide Strukturen weitestgehend {ibereinstimmen. Lediglich zwei nennenswerte strukturelle

Unterschiede lieBen sich feststellen. In der N-terminalen Héilfte der THF-Bindedomine der
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menschlichen FTHFD konnten zwei parallele Faltblétter sowie eine antiparallele a-Helix (rot)
identifiziert werden. In der C-terminalen Subdoméne konnte ein modifizierter Loop (blau)
festgestellt werden. Beide haben keine Entsprechungen in HypX. Eine funktionelle Bedeutung
dieser Verdnderung ist aufgrund der Entfernung zu den Aminosduren des aktiven Zentrums
(Abbildung 3-40; schwarzer Pfeil) unwahrscheinlich. Vielmehr scheinen diese Verdnderungen,
insbesondere der N-terminale Loop (Abbildung 3-40; roter Abschnitt), durch die Raumforderung
der C-terminalen HypX-Domine bedingt zu sein (sieche unten).

Der graue Pfeil markiert eine Schleife (AS 66-69), die als ,,Scharnier” zwischen den beiden
Hilften der 10-CHO-THF-Bindestelle dient. In FTHFD aus Homo sapiens fiihren diese beiden
Hilften nach Bindung des Substrats eine konformationelle Anderung zueinander aus und
schlieBen das Substrat somit ein. Da sich die Position der katalytisch aktiven Aminosduren
(His74 und Aspl109) wihrend dieses Vorgangs nicht dndert, wird angenommen, dass diese
Konformationsédnderung nicht flir die eigentliche Hydrolyse der Formylgruppe notwendig ist

(Kursula, Schuler et al. 2006).

3.4.15 In silico-Studie der putativen Enoyl-CoA-Hydratase-Domane
von HypX

Wie bereits in Kapitel 3.4.2 erwihnt, stellten Rey ef al. anhand eines Sequenzvergleiches
fest, dass die C-terminale Region des HypX-Proteins hohe Ahnlichkeit mit einer Enoyl-CoA-
Hydratase/Isomerase-Signatur aufweist (Rey, Fernandez et al. 1996). Diese Signatur (PROSITE:
PS00166) charakterisiert die Mitglieder einer Superfamilie von Enzymen - Crotonasen genannt,
die eine Vielzahl enzymatischer Reaktionen katalysieren und dabei diverse Substrate umsetzen
konnen (Hamed, Batchelar e al. 2008).

Der Vergleich auf Ebene der sekundéren Strukturmerkmale (Topologie-Mapping) zeigte
jedoch hochste Ubereinstimmung mit der potentiellen Enoyl-CoA-Hydratase-Domine (3G64)
aus Streptomyces coelicolor A3(2) (Abbildung 6-4), wobei fiir den C-terminalen Bereich der
Aminoséduren 269-573 eine 22 %-ige Sequenzidentitit mit dieser Doméne ermittelt wurde. Diese
Enoyl-CoA-Hydratase ist ein Homotrimer und katalysiert die Hydratisierung von Doppel-
bindungen mittels eines Wassermolekiils (Bahnson, Anderson et al. 2002).

Auf Grundlage dieses strukturellen Vergleichs konnte auch fiir die C-terminale Doméne eine
Struktur erstellt werden. Die Struktur erinnert an ein Scheibensegment, wobei am C-Terminus
ein Bereich (AS 509-597) mit drei a-Helices deutlich absteht (Abbildung 3-41 B). Fiir das
Homologiemodell der C-terminalen Doméne von HypX wurde ein QMEAN4 Score von 0,5

ermittelt.
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Anhand eines Abgleichs mit der CDD-Datenbank (Conserved Domain Database) konnten
innerhalb der C-terminalen Doméne von HypX drei zusitzliche Signaturen identifiziert werden
(Marchler-Bauer, Anderson et al. 2009; Marchler-Bauer, Lu ef al. 2011).

Die erste Signatur charakterisiert das sogenannte Oxyanionische Loch. Dieses ,,Loch® ist ein
Element des katalytischen Mechanismus vieler Crotonase-Enzyme und dient der Stabilisierung
eines reaktiven Oxyanionen-Intermediats wihrend der Katalyse. Es wird von nur zwei
konservierten Aminosduren gebildet (Abbildung 6-4; Rautezeichen), die iiber die positiven
Ladungen der Aminogruppen ihres Proteinriickgrates einen stabilisierenden Effekt auf das

Zwischenprodukt ausiiben (Hamed, Batchelar et al. 2008).

A) B)

90°

Abbildung 3-41: Struktur der C-terminalen Hydratase-Domiine aus HypX. A) In den Béndermodellen der C-
terminalen HypX-Doméne (AS 269-573) sind die Aminosduren, die im Motiv PS00166 (Magenta) bzw. in der
Hydratase-Substratbindestelle (Griin) konserviert sind, farbig hervorgehoben. B) AS die Bestandteil des
»Irimerisierungsinterface” sind, sind blau hervorgehoben. Die Tafel B) ist beziiglich der Tafel A) um 90° in der
Hochachse gedreht. Der Pfeil verweist auf die potentielle Substratbindestelle / aktive Zentrum. Diese Abbildungen
wurden mit Chimera v1.5.3 (Pettersen, Goddard et al. 2004) erstellt.

Das zweite Element ist eine Substratbindestelle, wie sie bei Hydroxycinnamoyl-CoA-
Hydratasen (2VSS) und 4-Chlorobenzoyl-CoA-Dehalogenasen (INZY) aus Pseudomonaden
vorkommt (Benning, Taylor ef al. 1996; Bennett, Bertin ef al. 2008). In HypX ist diese mit 14
von 15 AS konserviert (Abbildung 3-41 A und Abbildung 6-4; Griin). Diese Bindestellen liegen
jeweils am Interface zweier Proteinketten dieser homomultimeren Enzyme. Die beiden
Aminosduren, die das Oxyanionische Loch bilden, sind auch Bestandteil dieser Signatur
(Abbildung 6-4 und Abbildung 3-41 A; Griin). Das PROSITE-Motiv (PS00166), welches
zundchst tiber den Sequenzvergleich identifiziert werden konnte (Abbildung 3-27), zeigte dabei
teilweise Uberlagerungen mit dieser Signatur (41sAGGa;7). Abgesehen davon befinden sich die

meisten Aminosiduren nicht in unmittelbarer Ndhe zum vermeintlichen aktiven Zentrum
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(Abbildung 3-41 A; Magenta). Sie bilden also eine nachgeordnete Sphére, die vermutlich nur
mittelbar in die Katalyse involviert ist.

Das dritte neu identifizierte Motiv ist ein Trimerisierungsinterface (Abbildung 3-41 B; Blau).
Dieses Motiv kann mit 27 von 28 AS auf die HypX-Sequenz iibertragen werden (Abbildung 6-4;
blau). Da etliche Hydratasen der Crotonase-Superfamilie Homomultimere sind, dient dieses
Motiv im nativen Enzym (z. B. 2VRE) der Ausbildung der Quartarstruktur (Hamed, Batchelar et
al. 2008). In HypX unterstiitzt dieses Motiv womoglich die Bildung der Tertidrstruktur. In der
Tat sind die konservierten AS des Trimerisierungsinterface vorwiegend an der Seite der Domine
zu finden, die hochstwahrscheinlich in direktem Kontakt mit der N-terminalen Hydrolase-
Domaéne steht (siehe Diskussion).

Durch diese Studien konnten zwei distinkte Dominen identifiziert werden, die jeweils ein
aktives Zentrum aufweisen. Demzufolge ist hier mit zwei vollig unabhédngigen katalytischen
Reaktionen zu rechnen. Wihrend die Funktion der N-terminalen Doméne die Hydrolyse von N*’-
Formyl-THF ist, ist die Funktion der C-terminalen ,,Crotonase“-Domédne weiterhin schwer
fassbar. Anhaltspunkte gab der Vergleich mit einer anderen Klasse von Hydratasen, die sich —
dhnlich der bereits erwéhnten Enoyl-CoA-Hydratase (Crotonase) — dadurch auszeichnet, dass sie
die kovalenten Mehrfachbindungen zwischen zwei Atomen durch Addition von Wasser
aufbrechen kann, die sogenannten Nitril-Hydratasen (NHasen). In der Nitril-Hydratase aus
Pseudonocardia thermophila JCM 3095 wird die Hydrolyse durch eine Triade von AS (Ser-Tyr-
Trp) katalysiert (Mitra und Holz 2007). Abwandlungen dieser katalytischen ,,Triade sind in
allen bekannten Nitril-Hydratasen zu finden und erinnern zudem an die katalytischen Triaden
aus Nicht-Metallodehydrogenasen (Clark und Ensign 2002; Jones und Thornton 2004).
Tatsdchlich finden sich in einer Region, welche sich C-terminal der bekannten Crotonase-
Signatur befindet, eine Reihe von AS, die in der Klasse der HypX-Proteine durchgehend

konserviert sind (Abbildung 3-28).

A) B) Abbildung 3-42: Vergleich der
katalytischen ,,Triade* der C-
terminalen HypX-Domiéne mit
der katalytischen Triade von
Nitril-Hydratasen. Der direkte
Vergleich  der  C-terminalen
HypX-Doméine (A) wund der
Kristallstruktur einer Nitril-Hydra-
tase (1IRE) aus Pseudonocardia
thermophila JCM 3095 (B) zeigt
deutliche Ubereinstimmung, so-
wohl in der AS-Komposition als
auch den Abstinden der AS

Tyr439

Ser112 zueinander. Diese Abbildungen

- wurden mit Chimera v1.5.3

Glu449 (Pettersen, Goddard et al. 2004)
erstellt.
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Anhand der Struktur der C-terminalen HypX-Doméne ist zu erkennen, dass drei dieser
hochkonservierten AS Tyr439-Ser448-Trp451 rdumlich nahezu perfekt mit der katalytischen
Triade aus Nitril-Hydratasen iibereinstimmen (Abbildung 3-42). Eine zusétzlich dargestellte
saure Aminosdure, Glu449, ist in HypX ebenfalls hochkonserviert und findet sich oft als aktives
Oxyanion im aktiven Zentrum der Crotonase-Enzyme (Hamed, Batchelar et al. 2008).

Damit verdichten sich die Indizien, dass es sich bei der C-terminalen Doméne in HypX
womoglich um eine De-/Hydratase handelt. Die Notwendigkeit der identifizierten katalytischen
Triade flir die Funktionsfdhigkeit von HypX sollte im Folgenden experimentell untersucht

werden.

3.4.16 Charakterisierung der C-terminalen Domane von HypX mittels
ortsspezifischer Mutagenese

Um die Natur der C-terminalen Domidne zu determinieren und katalytisch aktive
Aminosduren zu identifizieren, wurden bestimmte Aminosduren mittels ortsspezifischer
Mutagenese ausgetauscht. Sollte die C-terminale Doméne, wie die N-terminale Domine, auch
fiir die CO-Synthese notwendig sein, so sollte sich die Substitution der aktiven AS auch durch
eine Verzogerung des chemolithoautotrophen Wachstums bemerkbar machen. Es wurden 14
Plasmide (siehe Tabelle 2) mit Punktmutationen in einer Region mit iiberdurchschnittlich vielen
Codonen, die flir hochkonservierte AS kodieren (sieche Abbildung 3-28; blaue Buchstaben),
hergestellt (Kapitel 2.9.3). Diese Region liegt unmittelbar C-terminal der Substratbindestelle.
Die mutierten hypX-Allele wurden iiber doppelt homologe Rekombination in das Megaplasmid
von Ralstonia eutropha H16 eingebracht (Kapitel 2.10.5). Die so entstandenen isogenen Stimme
(siehe Tabelle 1) wurden unter lithoautotrophen Bedingungen in Minimalmedium mit 10 % Ha,
15 % Os, 10 % CO; und 65 % N, (in v/v) in der Gasphase kultiviert. Das Wachstum wurde auf
eine HypX-abhingige Wachstumsverzogerung hin untersucht (Abbildung 3-43).

Um die Proteinstabilitit der mutagenisierten HypX-Varianten zu iiberpriifen, wurden parallel
die entsprechenden H16-Derivate (siche Tabelle 1) heterotroph in FGN-Medium angezogen und
bei einer OD4s36 von 9,0 £+ 1,0 geerntet (Kapitel 2.2.6) und anschlieBend aufgeschlossen (Kapitel
2.3.1). Im Anschluss wurden je 10 pg Protein des loslichen Extrakts iiber SDS-PAGE
aufgetrennt und iiber eine immunologische Farbung nachgewiesen (Kapitel 2.5 und 2.6). Der AK
reagierte dabei mit einer Bande von knapp mehr als 60 kDa. Dies ist in guter Ubereinstimmung
mit der Grofle von HypX (65,7 kDa). Zudem war diese Bande in HF469 (H16 AhypX>) nicht
nachweisbar (Abbildung 3-44).
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Abbildung 3-43: Lithoautotrophes Wachstum von Mutanten mit ortsspezifischen Aminosiureaustauschen in
der C-terminalen HypX-Domine. Das chemolithoautotrophe Wachstum verschiedener HypX-Mutanten im
Vergleich zu einer Positivkontrolle (H16) und einer Negativkontrolle (HF469). Die Zellen wurden in
Minimalmedium (AutN; pH 7,0) mit 10 % H,, 15 % O,, 10 % CO, und 65 % N, (in v/v) kultiviert. Das Wachstum
wurde als Absorption bei 436 nm gemessen. Es wurden sechs hochkonservierte AS des mutmaBlichen aktiven
Zentrums der C-terminalen HypX-Doméne substituiert; D425 (A), Y439 (B), S448 (C), E449 (D), W451 (E), Y453

(F).
Die erste untersuchte Aminoséure war D425. Diese AS ist Bestandteil des Enoyl-CoA-

Hydratase-Motives (PS00166) und durchweg in allen untersuchten HypX-Isoformen konserviert.

Da die enzymkatalysierten Reaktionen der Crotonase-Superfamilie, so auch ihre Hydratasen,
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zumeist auf Oxyanionen-Chemie beruhen, ist eine Beteiligung dieser sauren, hochkonservierten
AS wahrscheinlich. Das Aspartat an Position 425 wurde im Rahmen dieser Studie durch das
strukturell dhnliche Asparagin, das ebenfalls saure Glutamat sowie Glutamin ersetzt (Abbildung
3-43 A).

Jede dieser Austauschmutanten zeigte den HypX -Phédnotyp. In allen drei mutagenisierten
HypX-Varianten war das Protein im l6slichen Extrakt in verminderter Menge nachweisbar,

demzufolge ist D425 fiir die Stabilitdt des Proteins wichtig (Abbildung 3-44).
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Abbildung 3-44: Proteinstabilitit von HypX Austauschmutanten. Die verschiedenen HypX-Mutanten wurden
heterotroph in FGN-Medium angezogen. Der l9sliche Extrakt wurde iber 12 %-ige SDS-PAGE aufgetrennt.
AnschlieBend wurde iiber einen spezifischen a-HypX-Antikorper HypX (65,7 kDa) nachgewiesen. Pro Spur wurden
10 pg Protein aufgetragen.

Das Codon fiir Tyrosin 439 wurde gegen Codone fiir Phenylalanin, Alanin und das saure
Glutamat ausgetauscht (Abbildung 3-43 B). Alanin weist weder strukturelle noch funktionale
Ahnlichkeiten zu Tyrosin auf, wohingegen Phenylalanin, abgesehen von der endstindigen
Hydroxygruppe, identisch mit p-Hydroxyphenylalanin (Tyrosin) ist. In keiner dieser
Austauschmutanten war die entsprechende HypX-Variante funktional. Bei allen drei AS-
Substitutionen war HypX in leicht verminderter Menge nachweisbar (Abbildung 3-44).

Die nachfolgend untersuchten Aminosduren sind alle in einem distinkten Motiv zu finden; G-
[N/-]-L-[Y/F/S]-G-S-E-[Y/F/L]-[W/H]-T-Y, welches sich in allen HypX-Isoformen findet und

fiir diese Proteinfamilie charakteristisch ist (vergleiche Kapitel 3.4.2).
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Das Serin an Position 448 wurde durch Glycin und Alanin ersetzt. Interessanterweise war nur
eine der beiden Austauschmutanten, S448G, noch aktiv (Abbildung 3-43 C). In der Alanin-
Mutante hingegen war HypX inaktiv. Beide Proteinvarianten waren stabil (Abbildung 3-44).

Wie bereits erwihnt basieren die katalytischen Mechanismen in Hydratasen der Crotonase-
Superfamilie auf Oxyanionen-Chemie, die notwendigen Oxyanionen werden durch
Deprotonierung der Carboxygruppen saurer Aminosduren erzeugt (Hamed et al. 2008). Daher
wurden fiir das Glutamat 449 (pK=3,9) sowohl Glutamin als auch Aspartat (pKs=4,1) als
Surrogate verwendet (Abbildung 3-43 D). Glutamin, dem Glutamat strukturell dhnlich, jedoch
ohne dessen zweite Carboxylgruppe und Aspartat, eine weitere saure Aminosdure, sollten
belegen, dass diese hochkonservierte Aminosdure durch die Bereitstellung eines Oxyanions an
dieser Position Einfluss auf die Funktion von HypX nimmt. Tatsdchlich zeigte die E449D-
Mutante Wachstum auf dem Niveau von H16, wohingegen E449Q den HypX'-Phénotyp zeigte.
Interessant war in diesem Vergleich die Untersuchung der Stabilitit der mutagenisierten
Proteine, da ausgerechnet die E449D-Variante in verminderter Menge vorlag. Im Gegensatz
dazu war die E449Q-Variante in unverminderter Menge nachweisbar (Abbildung 3-44).

Bei den W451-Mutanten wurde Tryptophan gegen Histidin bzw. Phenylalanin ausgetauscht
(Abbildung 3-43 E). Das Wachstum der Phenylalanin-Austauschmutante zeigte dieselbe Latenz-
phase wie HF469 (H16 AhypX>). Die Histidin-Mutante hingegen zeigte Wachstum auf Wildtyp-
Niveau. Beide HypX-Varianten waren stabil (Abbildung 3-44).

Das Tyrosin an Position 453 wurde im Verlauf dieser Mutagenesestudie durch Histidin und
Phenylalanin ersetzt (Abbildung 3-43 F). Beide Varianten zeigten einheitlich eine deutliche
Wachstumsverzégerung unter lithoautotrophen Bedingungen. Dies unterstreicht die essentielle
Bedeutung dieser Aminosduren. Wahrend sich die Y453F-Mutante jedoch genau wie HF469
(H16 AhypX>) verhielt, war die Latenzphase in der Y453H-Muatnte deutlich verlingert. Warum
die Y453H-Mutante diesen ausgeprigteren physiologischen Effekt zeigte, kann anhand der
vorliegenden Daten nicht abschlieBend gekldrt werden. Durch Charakterisierung zweier
unabhingiger Klone konnte jedoch ausgeschlossen werden, dass dieser Phéinotyp auf eine
unbeabsichtigte, doppelte Mutation zuriickzufiihren ist. Wahrend HypX Y453F stabil war, war in
der Y453H-Mutante nahezu kein HypX mehr nachweisbar (Abbildung 3-44).

- 115 -



Ergebnisse

Tabelle 7: Zusammenfassung der HypX'-Mutagenese: Die Wachstumsverzogerung
wird gemessen als Zeit von der Inokulation bis zum Erreichen einer ODy36 von 1,0. Die
Latenzen sind der Mittelwert aus zwei bzw. drei unabhingigen biologischen Replikaten.

Physiologischer Latenzphase

Mutante Phiinotyp (Std.)* Proteinstabilitit’
Wildtyp HypX" 33,8+4,6 +
AhypX, HypX "~ 72,7£179 -
D425A HypX"~ 70,5+4,9 +)
D425N HypX "~ 57,8+ 0,4 )
D425E HypX "~ 67,3 +272 €3]
Y439F HypX"~ 55,0+£0,0 +)
Y439A HypX "~ 62,0+21 )
Y439E HypX "~ 77,0 £19,1 C3)
S448A HypX"~ 62,5+0,7 +
S448G HypX * 32,8425 +
E449Q HypX "~ 79,5+ 10,6 +
E449D HypX * 393+6,7 +)
W451H HypX * 46,5+7,8 +
W451F HypX "~ 56,8 +1,8 +
Y453H HypX~ 101,8+ 7.4 -
Y453F HypX~ 62,3+1,8 +

*Definiert als Zeit bis OD4¢=1,0, ° Protein auf Wildtyp-Niveau +, leicht verminderte
Proteinmenge (+), kein Protein -

Die Ergebnisse der ortsspezifischen Mutagenesestudie sowie der Proteinstabilititsstudie

wurden in Tabelle 7 zusammengefasst.

3.4.17 Beide Domanen agieren konzertiert bei der Synthese des
Carbonylliganden

Als Arbeitsmodel wurde postuliert, dass HypX ein Multifunktionsprotein sei und gleichzeitig
mehrere Schritte in der Maturation katalysieren konne. Dabei wurde neben der Synthese des CO-
Liganden anfanglich auch eine Funktion bei der Synthese zusétzlicher CN'-Liganden postuliert
(siehe Einleitung). Um zu verifizieren, dass beide Dominen tatsdchlich substanzielle Teile
derselben enzymatischen Gesamtreaktion sind, ndmlich der Biosynthese des Carbonylliganden,
wurde daher ein Markierungsexperiment mit Punktmutationen in beiden Doménen (N-terminale
Doméne: D109N; C-terminale Doméne: W451F, Y439E) durchgefiihrt.

Im Gegensatz zur Deletionsmutante, HF469, bei der etwa ein Viertel des gesamten Proteins
auf genetischer Ebene entfernt wurde, sollte hier durch Punktmutanten gezielt jede der beiden
Doménen ausgeschaltet werden. FTIR-Spektroskopie sollte nachweisen, dass die Funktionalitét
beider Dominen fiir eine erfolgreiche Markierung des Carbonylliganden notwendig ist.

Dazu wurden Plasmide hergestellt, die Punktmutationen in den hochkonservierten,

katalytisch-aktiven AS beider Doménen von HypX enthielten (siehe Kapitel 3.4.16 und Buhrke
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2006). Die mutierten hypX-Allele wurden iiber doppelt homologe Rekombination in das
Megaplasmid von Ralstonia eutropha eingebracht. So entstand eine Reihe isogener Stamme,
welche mittels FTIR-Spektroskopie charakterisiert werden konnten.

Diese Stamme wurden heterotroph in GN-Medium angezogen. Die Zellen wurden
anschlieend bei einer OD436 von ~1,0 geerntet (Kapitel 2.2.4). Alle verwendeten Stimme waren
Agly4-Derivate, die Glycin-Auxotrophie wurde bei allen Kulturen mit 5 mM 2-"C-Glycin
komplementiert. Aus diesen Zellen wurde, wie in Kapiteln 2.3.1 und 2.4.2 beschrieben,

RHgqopsirep (PRH) gereinigt und mittels FTIR-Spektroskopie analysiert.

2CN 2c0o BCo Abbildung 3-45: FTIR-Spektren
— gereinigter RH aus verschiedenen
L Hintergriinden mit ortsspezifischen

1899 | Aminosidureaustauschen in beiden
HypX-Domiinen. FTIR-Spektren ge-
reinigter RH. RHsiopsirep wurde
heterotroph in GN-Medium mit 5 mM
2-C-Glycin exprimiert und anschlie-
Bend gereinigt. Dazu wurde das
Expressionsplasmid (pRH) in ver-
schiedene  Hintergriinde transkon-
jugiert. Zur Untersuchung der N-
terminalen  Domédne  wurde als
,»Wildtyp“ ein HI16-Derivat HF965
(H16 Agly4) (A) und ein HF485-
Derivat HF970 (H16 AglyA HypX
D109N) (B) verwendet. Als ,,Wild-
typ“-Hintergrund zur Charakterisier-
ung der C-terminalen Doméine wurde
der bereits eingefithrte Stamm HF967
(H16 AhoxBCGH AglyA) (C) verwen-
det (siche Kapitel 3.4.7). Zwei
Mutanten, die nachweislich einen
HypX'-Phédnotypen aufweisen (Ka-
pitel 3.4.16), HF995 (H16 AhoxBCGH
Agly4 HypX W451F) (D) und HF990
(H16  AhoxBCGH AglyA HypX
Y439E) (E) dienten zur Untersuchung

2100 2050 2000 1950 1900 der Hydratase-Domine. Die Spektren
wurden auf die CN"-Banden normiert.

1x107

Absorption

Wellenzahl (cm™)

Zur Untersuchung der N-terminalen Hydrolase-Doméine wurde ein H16-Derivat mit einer
D109N-Punktmutation in HypX (HF485) verwendet, in welches zusitzlich noch eine Deletion in
glyA eingebracht wurde (Abbildung 3-45 B). Als Kontrolle wurde ein HypX'-Stamm HF965
(H16 Agly4) als Expressionshintergrund verwendet (Abbildung 3-45 A). Wiéhrend in der
Kontrolle lediglich ein Absorptionsmaximum bei 1899 cm™ zu sehen war und somit eine
quantitative Markierung des CO-Liganden zu erkennen war (Abbildung 3-45 A), war in der
Mutante eine Verschiebung des Absorptionsmaximums hin zu einer Wellenzahl von 1943 cm’™

zu sehen. Eine 2-"’C-Glycin-abhingige Markierung des CO-Liganden hatte in dieser Mutante
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nicht stattgefunden. Folglich ist die Hydrolaseaktivitdt der N-terminalen HypX-Doméne fiir die
CO-Synthese erforderlich.

Zur Untersuchung der C-terminalen Doméne wurden zwei hochkonservierte AS, W451 und
Y439, ausgetauscht. Parallele Untersuchungen auf physiologischer Ebene zeigten bei beiden
verwendeten Mutanten (W451F und Y439E) einen deutlichen HypX -Phénotyp (siche Kapitel
3.4.16). Obgleich der Reaktionsmechanismus noch unbekannt ist, muss daher angenommen
werden muss, dass beide AS fiir den katalytischen Umsatz essentiell sind. Beide Mutationen
wurden in den bewdhrten Expressionsstamm fliir Markierungsexperimente HF967
(H16 AhoxBCGH AglyA) eingebracht. Als Kontrolle wurde derselbe Expressionsstamm ohne
entsprechende Punktmutation in HypX verwendet. Diese Kontrolle zeigte die bereits bekannte
quantitative Markierung des Carbonylliganden mit einem einzelnen Peak bei 1899 cm’
(Abbildung 3-45 C). Im Gegensatz dazu zeigten beide Mutanten ein anderes Bild. Bei beiden
Spektren lag die Hauptabsorption in der CO-Bande bei 1943 cm™. Doch wihrend es bei der
Y439E-Mutante nur ein einziges Absorptionsmaximum gab (Abbildung 3-45 E), gab es bei der
W451F-Mutante einen zusitzlichen Peak bei 1899 cm™ (Abbildung 3-45 D). Wenngleich dieser
zweite Peak mit einem relativen Anteil von ca. 30 % einen deutlich geringeren Anteil an der CO-
Gesamtpopulation stellte, verweist er dennoch auf eine HypX-Restaktivitit. Diese Restaktivitit
ist dabei jedoch nicht ausreichend, um den HypX'-Phénotyp wéhrend des lithoautotrophen
Wachstums zu komplementieren (siche dazu Abbildung 3-43 E).

Die vorgenannten Ergebnisse zeigen, dass die Funktionalitit sowohl der N-terminalen als
auch der C-terminalen Doménen fiir die HypX-abhingige Biosynthese des Carbonylliganden
gewihrleistet sein muss. Da die Proteinstabilitit nicht bzw. nur geringfiigig betroffen ist (siche
3.4.16), muss fiir alle drei ausgetauschten AS eine wichtige Funktion bei der Katalyse

angenommen werden.

3.4.18 HypX enthalt einen unerwarteten mononuklearen Kofaktor

Da gereinigtes Protein die Grundlage fiir alle weitergehenden biochemischen
Untersuchungen an HypX ist, wurden im Rahmen dieser Arbeit zahlreiche Versuche
unternommen HypX mittels eines vergleichsweise kurzen Strep-Tagll® bzw. iiber einen Poly-
Histidin-Tag zu reinigen. Jedoch schlug die Uberexpression bei fast allen konstruierten
Uberexpressionsplasmiden fehl, obgleich die Richtigkeit der Konstrukte auch hier durch
Sequenzierung Dbestitigt werden konnte. Die beobachteten Schwierigkeiten bei der
Uberexpression von HypX sind konsistent mit zuvor beschriebenen Problemen der HypX-

Expression einer Studie iiber Hyp-Proteinkomplexe aus R. eutropha H16 (Jahns 2005).
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Lediglich ein Konstrukt, ein MBP::HypX-Fusionsprotein, erbrachte nennenswerte Ausbeuten
an HypX-Protein. Dazu wurde das etwa 425kDa groBe MBP (engl.: Maltose
Binding Protein / malE) an den N-Terminus von HypX fusioniert (siche Kapitel 2.9.4). Dieses
Uberexpressionsplasmid (pCH631) wurde in E. coli JM109 transformiert und die entsprechenden
Transformanten in LSLB-Medium kultiviert (sieche Kapitel 2.2.2 und 2.3).

Abbildung 3-46: Reinigung des

A) Elution S MBP::HypX-Fusionsproteins. Das
S LEW DFE1E2 ESE4ESE6 o MBP::HypX-Fusionsprotein wurde in

-'—' 4 == <« MBP-HypX  E.coli JM109 exprimiert. Die Zellen

- <« \BP wurden mit 0,3-0,5 mM IPTG induziert.

Nach Ernte und Aufschluss wurden

MBP / MBP::HypX in mehreren Schrit-

ten gereinigt. A) Affinitdtschromato-

graphie von MBP/ MBP::HypX. S,

GroBenstandard; LE, Loslicher Extrakt;

: W, Waschfraktion; DF, Durchfluss; E1-

B) MBP-HypX $§ HypX Aggregat E6, Elutionsfraktionen; Pool, vereinigte
100 _ TWEEd <« 108 kDa Elutionsfraktionen. Pro Spur wurden je
- ! - 1 pl LE, W und DF, sowie je 10 ul E1-
37 — Pt “« 43kDa E6 aufgetragen. Es wurden zudem
%8 - b4 10 pg vereinigtes Eluat aufgetragen. B)
15 — I Eine GroBenausschlusschromatographie
_ erfolgte im Anschluss. Von den Elu-

10 - tionsfraktionen (1 ml) wurden je 5 ug
_ Protein aufgetragen. Die proteinhaltigen

Coomassie o - MBP o - HypX Fraktionen wurden vereinigt und auf ein

Volumen von 500 pl eingeengt. C) Das
—_—— = gereinigte und konzentrierte Protein

100 — Ee3 ’ <« MBP-HypX  wurde iiber 12 %-ige SDS-Page und auf
gg _ ' ! -— I HypX NC-Membran iibertragen. Die Identitit
37 R : N <+ MBP der Proteine wurde mittels a-MBP- und
%8 :2 . a-HypX-Antikérper untersucht. Pro
15— L | = Spur wurden 10 (1) bzw. 15 (2) pg
10 — . { Protein aufgetragen. S, Grofenstandard;

1, MBP::HypX; 2, MBP.

Nach Anzucht (siche Kapitel 2.3.3) und Emnte wurde das Fusionsprotein mittels
Affinititschromatographie iiber eine Amylosematrix gereinigt. Dabei zeigten sich zwei
dominierende Banden im SDS-Gel bei ca. 110 kDa bzw. 43 kDa. Die grof3ere der beiden Banden
ist in guter Ubereinstimmung mit dem Fusionsprotein (HypX 66 kDa und MBP 42,5 kDa). Die
kleinere der Beiden, bei ca. 43 kDa, stimmt mit der Gréfle des monomeren MBP tiberein
(Abbildung 3-46 A). Der grofle Anteil an monomerem MBP beruht dabei vermutlich auf einem
Abbau des heterolog exprimierten HypX, vor oder wihrend der Reinigung. Interessanterweise
war im konzentrierten Eluat eine deutlich griin-braunliche Farbung zu erkennen.

Im Anschluss wurde das Eluat (MBP und MBP::HypX) mittels Groenausschlusschromato-
graphie voneinander getrennt (siehe Kapitel 2.3.4, Abbildung 3-46 B und Abbildung 3-47). Das

dabei aufgezeichnete UV-Vis-Spektrum bei 280 nm zeigte im Verlauf der Reinigung zwei
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Absorptionsmaxima. Das erste Maximum bei 108 kDa repriasentiert das MBP::HypX-
Fusionsprotein, wohingegen das zweite Absorptionsmaximum bei 43 kDa nur MBP
repriasentiert. Ein parallel aufgenommenes Spektrum bei 415nm zeigte ein geringes
Absorptionsmaximum auf Hohe des Fusionsproteins. Absorption bei dieser Wellenldnge deutet

auf ein koordiniertes Metall-Ion als Kofaktor hin.
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Interessanterweise war auf Hohe des MBP keine Absorption bei 415 nm zu sehen. Daher
muss die Koordinierungsstelle des Metall-lons im HypX-Anteil des Fusionsproteins liegen.
Dieser Befund war vollkommen unerwartet, da HypX nie als Metalloprotein in Betracht gezogen
wurde.

Die proteinhaltigen Fraktionen der GroBenausschlusschromatographie wurden zu zwei Pools
vereinigt (Abbildung 3-46 B). Anhand immunologischer Detektion konnte die Identitdt beider
Proteinfraktionen bestétigt werden (Abbildung 3-46 C). Der Versuch, das Fusionsprotein durch
einen Factor Xa-Verdau spezifisch zu spalten zeigte keinen Erfolg, vermutlich, da die
Schnittstelle fiir die spezifische Endopeptidase nicht zugénglich ist (Daten nicht gezeigt).

Zur Charakterisierung des Metall-Ions in HypX wurde ein UV-Vis-Spektrum des gereinigten
MBP::HypX Fusionsproteins aufgezeichnet. Sowohl beim MBP::HypX, als auch bei der
Kontrolle (MBP) war bei 280 nm ein dominantes, proteinspezifisches Absorptionsmaximum - in
der GréBenordnung von 3,4 AU - zu sehen (nicht gezeigt). Bei einem Scan von MBP::HypX im
UV-Vis-Spektrum (200-800 nm) war eine breite Absorption im Bereich von 300-800 nm zu
erkennen. Im Bereich dieser Absorption war ein deutliches Absorptionsmaximum bei 412 nm zu
sehen. Dariiber hinaus waren noch zwei Schultern bei 561 und 643 nm zu erkennen. Im

Vergleich dazu zeigte isoliertes MBP keine Absorption im Bereich von 320-800 nm.
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Der Vergleich dieses UV-Vis-Spektrums mit dem Spektrum einer kobalthaltigen Nitril-
Hydratase aus Rhodococcus rhodochrous J1 erbrachte weitere Hinweise auf eine Identitdt als
(De-) Hydratase-Domine (Nagasawa, Takeuchi et al. 1991). Diese Nitril-Hydratase besitzt ein
deutliches Absorptionsmaximum bei 410 nm sowie ein minimales Absorptionsmaximum bei
561 nm im UV-Vis-Spektrum. Dieses Ergebnis ist als weiteres Indiz auf einen Metall-Kofaktor

in HypX zu werten, der gleich bzw. dhnlich der prothetischen Gruppe einer Nitril-Hydratase ist.
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Nachfolgend wurde daher die Art dieses Metall-lons bestimmt und der Metallgehalt
quantifiziert. Der Metallgehalt wurde durch optische Emissionsspektrometrie (ICP-OES; engl.:
Inductively coupled plasma optical emission spectrometry) ermittelt. Bei der ICP-OES-Messung
wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils mehrere Metall-Ionen
parallel gemessen. Aufgrund der Tatsache, dass HypX die katalytische Triade (Jones und
Thornton 2004) einer Nitril-Hydratase (Nagasawa, Takeuchi et al. 1991) enthidlt und sowohl
eisen- als auch kobalthaltige Nitril-Hydratasen bekannt sind, waren diese beiden Metalle von
grofftem Interesse. Zudem wurde noch eine quantitative Bestimmung fiir Zink und Nickel

vorgenommen. Es konnte jedoch lediglich Eisen nachgewiesen werden. Pro mol MBP::HypX
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konnten 1,26 mol Fe nachgewiesen werden. Zur Kontrolle, im MBP konnten lediglich 0,37 mol

Fe pro mol MBP nachgewiesen werden.

Tabelle 8: Metallbestimmung in HypX mittels ICP-OES.

Element Metallgehalt (mol pro mol)
MBP MBP::HypX
Co < 0,001 < 0,001
Fe 0,37 £0,27 1,26 +£0,48
Zn < 0,001 < 0,001
Ni < 0,001 < 0,001

Die Konzentration der Proben lag fiir HypX::MBP bei 16,1 bzw. 23,3 uM,
fiir MBP lag die Konzentration bei 27,8 bzw. 53 uM.

Obgleich eine unspezifische Bindung des Eisens durch die Zugabe von 1 mM EDTA zum
Aufschlusspuffer minimiert werden sollte, weist der Metallgehalt im MBP auf eine solche hin.
Daher muss angenommen werden, dass auch das MBP::HypX eine — im Verhéltnis — gleiche
unspezifische Bindung aufweist. Demnach wiren 0,34 mol Fe/Protein auf eine koordinierte
Bindung zuriickzufiihren. Wéhrend das MBP im Absorptionsspektrum bei 415 nm keine
Absorption aufwies, zeigte das Fusionsprotein eine deutliche Absorption bei dieser Wellenlidnge
auf, die auf einen Metallkofaktor verweist der im HypX-Teil koordiniert sein muss. Die
Metallbestimmung deutete auf Eisen als mononuklearen Kofaktor hin. Dass der Kofaktor nur in
substdchiometrischen Mengen zu finden war, ist vermutlich auf die Reinigung in Gegenwart von

EDTA im Aufschlusspuffer zuriickzufiihren.
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3.5 Eine putative CO-Dehydrogenase aus Ralstonia eutropha als
alternativer Weg in der Biosynthese des Carbonylliganden

Obgleich HypX als eine Quelle des Carbonylliganden identifiziert werden konnte, zeigen
Experimente in AhypX>-Hintergriinden, dass auch hier noch Hydrogenaseaktivitit zu finden ist.
Da mit HypX auch dem letzten Reifungsprotein fiir [NiFe]-Hydrogenasen seine Funktion
zugeordnet werden konnte, miissen alternative CO-Biosynthesewege aullerhalb des
Hydrogenaseoperons zu finden sein. Eine hdufig diskutierte, potentielle Quelle fiir den CO-
Liganden ist die Reduktion von CO; zu CO (siehe Einleitung).

Erstmals durch Roseboom et al. vorgeschlagen (Roseboom, Blokesch et al. 2005), konnte fiir
E. coli als Wirtsorganismus mittlerweile gezeigt werden, dass gasformiges CO, bzw. Bicarbonat
keinerlei Beitrag zur CO-Synthese leisten (Forzi, Hellwig et al. 2007; Lenz, Zebger et al. 2007).
Dieselbe Arbeitsgruppe konnte dariiber hinaus auch zeigen, dass iiber die Zugabe von
CH;"’COOH eine partielle Markierung der CO-Spezies im aktiven Zentrum von [NiFe]-
Hydrogenasen aus A. vinosum erzielt werden konnte (Roseboom, Blokesch et al. 2005).
Insbesondere dieser letzte Befund verweist auf die Mdglichkeit, dass CO aus dem Carboxylat
des Acetats synthetisiert werden konnte. Eine solche Reaktion konnte durch die reversible
Reaktion des CO-Dehydrogenase/AcetylCoA-Synthase-Komplexes (kurz CODH/ACS)
katalysiert werden. Dieselben Enzyme (CODH) erlauben auch die Reduktion von CO, zu CO,
wie sie auch in acetogenen Mikroorganismen zu finden ist (Ferry 1995; Ragsdale 2004). Auch
wenn die angefiihrten Reaktionen typisch filir anaerobe Organismen sind, riicken die
vorangegangenen Uberlegungen die CODHs in den Fokus der Suche nach alternativen,

mikroaeroben Synthesewegen der Carbonylliganden.

3.5.1 Keine der putativen CODHs aus Ralstonia eutropha ist in der Lage
Carboxydotrophie vermitteln

In aeroben, carboxydotrophen Mikroorganismen katalysieren CODHs die Oxidation von
Kohlenmonoxid zu CO,. Die freigesetzten Elektronen werden dabei auf einen oxidierten
Akzeptor iibertragen. In vivo gehdren diese Elektronenakzeptoren zum CO-insensitiven Zweig
des Elektronentransportsystems. Beispiele fiir solche Akzeptoren sind z. B. Ubichinon-10
(En=100 mV), Cytochrom bs¢; (E, =40 mV) oder Cytochrom bse¢3 (E,,=-105 mV) (Kim und
Hegeman 1981; Jacobitz und Meyer 1989). Das dabei entstehende CO, wird anschlieBend iiber
den reduktiven Pentosephosphat-Zyklus vom Organismus fixiert (Ferry 1995; Bowien und
Kusian 2002).
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Um zu untersuchen, ob die potentiellen CODHs aus Ralstonia eutropha H16 in der Lage sind
Carboxydotrophie zu vermitteln, wurde ein Wachstumstest durchgefithrt. Dazu wurde
R. eutropha H16 unter lithoautotrophen Bedingungen mit mindestens 60 % N, 10 % H, (nur bei
Verwendung von CO,), 10 % O, (jeweils in v/v) sowie variablen Mengen von CO; bzw. CO in

der Gasphase auf AutN-Platten ausgestrichen und fiir 72 Stunden bei 30 °C inkubiert.

CO,

Abbildung 3-49: Kohlenmonoxid abhéngiges, autotrophes Wachstum von Ralstonia eutropha H16. Ralstonia
eutropha H16 wurde unter lithoautotrophen Bedingungen auf Platten angezogen, dabei wurde die entsprechende
Kohlenstoffquelle in einer Konzentration (v/v) von 1 % (oben links), 5 % (oben rechts), bis 10 % (unten rechts)
zugegeben. Als Kohlenstoffquelle wurden dabei variable Mengen Kohlendioxids (A), variable Mengen CO (B)
sowie jeweils 10 % Kohlendioxid und variable Mengen Kohlenmonoxids (C) zugegeben. Dariiber hinaus wurden
10 % O, sowie 10 % H, (nur bei Verwendung von CO,) zugegeben, der Rest der Gasatmosphére wurde mit N,
aufgefiillt. In den unteren linken Quadranten wurde H16 in Luft, ohne H,, angezogen. Alle Kulturen wurden fiir 72
Stunden bei 30 °C angezogen.

In allen Anzuchtbedingungen mit Kohlendioxid als einzige Kohlenstoffquelle konnte ein
gleichmiBiges Wachstum festgestellt werden (Abbildung 3-49 A). Im Gegensatz dazu konnte in
einem Setup mit 10 % O, bis zu 89 % N, und CO-Partialdriicken von 1 — 10 % kein Wachstum
festgestellt werden (Abbildung 3-49 B). Um zu untersuchen, ob es bei den verwendeten CO-
Partialdriicken womdoglich zu einer Kohlenmonoxidvergiftung gekommen ist, wurde H16 mit
10% CO, sowie steigenden Mengen Kohlenmonoxids (1-10 %) unter lithoautotrophen
Bedingungen angezogen (Abbildung 3-49 C). Unter diesen Bedingungen konnte bei 1 % CO
noch deutliches Wachstum festgestellt werden, bei allen iibrigen Konzentrationen konnte kein
Wachstum nachgewiesen werden (Abbildung 3-49 C; oben links). Demzufolge sind also CO
Konzentrationen von 5 % und mehr toxisch fiir Ralstonia eutropha. An dieser Stelle sei zudem
erwidhnt, dass die Bakterien die nur mit CO, angezogen wurden die typische gelblich-weif3e
Féarbung zeigten. Bakterien die in Gegenwart von 1 % CO angezogen wurden waren blassweil3.
Dies verweist auf suboptimale Lebensbedingungen. In einer Negativkontrolle, die an Luft
kultiviert wurde, war kein Bakterienwachstum feststellbar (Abbildung 3-49; unten links).

Zusammengenommen kann in Ralstonia eutropha daher nicht von Carboxydotrophie

gesprochen werden, wie sie durch CODHs in Hydrogenophaga pseudoflava und Oligotropha

124 -



Ergebnisse

carboxidovorans realisiert wird (Dobbek, Gremer et al. 1999; Héanzelmann, Dobbek et al. 2000).
Damit sind diese Ergebnisse konsistent mit é&lteren Untersuchungsergebnissen von C. G.
Friedrich (personliche Kommunikation B. Friedrich). Die Oxidation von Kohlenmonoxid als
Energiequelle scheint somit nicht die physiologische Funktion der zu untersuchenden Enzyme zu

sein.

3.5.2 Relative Quantifizierung von Cox-Proteinen unter lithoautotrophen
Bedingungen und Konstruktion einer CODH -Mutante

Ralstonia eutropha H16 besitzt zahlreiche Gene, welche im Rahmen einer Genom-
sequenzierung als cox (CO oxidizing)-Gene identifiziert werden konnten und als solche annotiert
wurden (Pohlmann, Fricke ef al. 2006). Darunter finden sich fiinf groe Untereinheiten (coxL/,
2, 3, 5, 6), eine mittlere Untereinheit (coxM1), sechs kleine Untereinheiten (coxSI-6) sowie vier
Reifungsfaktoren (coxF, coxGl, coxEl und coxR), wobei zwei dieser akzessorischen Gene
dupliziert vorliegen (coxG2, coxE2). Uber die Funktionen der meisten dieser akzessorischen
Gene ist nur sehr wenig bekannt. Jedoch weist CoxR eine Sequenzidentitit von 41 % (61 %
Sequenzéhnlichkeit) zu CoxD aus Oligotropha carboxydovorans auf. Dem Reifungsfaktor CoxD
wird eine unterstiitzende Funktion beim Einbau der Schwefel- und Kupfer-Kofaktoren in das
Apo-Protein der CODH in O. carboxydovorans zugeordnet (Pelzmann, Ferner et al. 2009).

Zudem konnten in dieser Studie noch drei weitere mittlere Untereinheiten coxM3
(H16_A1702), coxM4 (H16_A1724) und coxM7 (H16_B0816) identifiziert werden. Beinahe alle
Gene sind auf dem ersten Chromosom zu finden. Lediglich coxL6, coxS6, sowie coxM7 befinden
sich auf Chromosom 2.

Von allen cox-Genen wird nur ein einziger Satz Strukturgene zusammen mit einem
»vollstaindigen* Satz akzessorischer Gene in einem putativen Operon kodiert. Dieses Operon,
nachfolgend auch cox/-Operon genannt, umfasst die Gene coxSILIMIREIGIF (siche
Abbildung 3-51). Zu keinem der Genprodukte lagen entsprechende experimentelle Daten
hinsichtlich ihrer genauen Funktion vor.

Zundchst wurde daher untersucht, ob eine funktionale Beziehung zwischen den
Genprodukten der cox-Gene und den Hydrogenasegenen besteht. Dazu wurde {iberpriift,
inwieweit die Expression der beteiligten Gene korreliert. Hierzu konnte auf die Daten einer
Proteomstudie von Kohlmann et al. zuriickgegriffen werden. In dieser Studie wurde das Proteom
von R. eutropha im 16slichen Komplement von autotroph und heterotroph gewachsenen Zellen
mittels quantitativer Proteomanalyse untersucht. Die Proteinidentifizierung und -quantifizierung
basierte auf der stabilen Isotopenmarkierung mittels '*N/'’N-Ammonium zur metabolischen

Markierung der jeweiligen Peptide kombiniert mit GeLC-MS/MS (Kohlmann, Pohlmann ef al.
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2011). Im Ergebnis wurde dabei eine relative Quantifizierung aller cox-Gene unter autotrophen,
(Hydrogenase-) dereprimierenden Bedingungen auf H,/ CO, in Bezug zu heterotrophen,

(Hydrogenase-) reprimierenden Wachstumsbedingungen auf Succinat vorgenommen.

Abbildung 3-50: Expression von
18,0 CO-Dehydrogenase assoziierten
16,0 Genen. Gezeigt wird die x-fache
Uberexpression unter  autotrophen

f__g:ﬁ 14,0 (H,/CO,), dereprimierenden Bedin-
% § 12,0 gungen gegeniiber heterotrophen,
53 100 5 reprimierenden Wachstumsbedin-
Sz £ gungen (Succinat). Der dargestellte
% ) 8.0 ~ Vergleich zeigt die relative Quanti-
% g 6,0 - fizierung einzelner CODH-assoziierte
§>< 4.0 Proteine, mittels GeLC-MS/MS und

dem Einsatz von '*N/'*N-markierten

2.0 Proteinen. Die Signifikanzgrenze liegt
2,0 o 1 :

0,0 bei einer 2-fachen Uberexpression.

7,5-fach

coxF coxM1 coxL1 coxL2

Es konnte jedoch nicht fiir alle cox-Gene ein Expressionsprofil erstellt werden. Dies kann
bedeuten, dass die entsprechenden Gene nicht oder konstitutiv exprimiert werden oder aber nicht
detektiert werden konnen. So werden kleine Proteine mit einer molekularen Masse von weniger
als 20 — 30 kDa regelméBig nicht detektiert. Zum anderen werden Proteine nicht quantifiziert,
wenn nur ein lonenchromatogramm erstellt, nur ein Peptid identifiziert werden konnte, das
Signal-Rausch-Verhiltnis einen Grenzwert unterschreitet oder die Log2-Ratio inkonsistent ist.

Aus den vorliegenden Daten ging hervor, dass die grofle und die mittlere Untereinheit des
coxI-Operons unter autotrophen Bedingungen relativ zu heterotrophen Bedingungen um das
17,1-fache bzw. 7,5-fache iiberexprimiert werden. Zudem konnte auch gezeigt werden, dass das
akzessorische Protein CoxF unter Hydrogenase-dereprimierenden Bedingungen 13,0-fach
liberexprimiert vorliegt. Eine zweite groBe Untereinheit coxL2 wurde exakt zweifach lber-

exprimiert (Abbildung 3-50). Der Faktor 2,0 stellt bei dieser Methode jedoch die Signifikanz-

grenze dar.
A0431 A0440
2 =
5. [ -1,24kB | -3
A0122 T S i
fo

Abbildung 3-51: Das coxI-Operon auf Chromosom 1. Das cox/-Operon ist in 3’-5’-Orientierung auf Chromosom
1 kodiert. Neben den drei Strukturgenen coxSILIM1 gehoren auch vier akzessorische Gene, coxRE1GIF, zu diesem
Operon. Unterhalb der akzessorischen Gene wird ein weiteres Gen in 3°-5’-Richtung kodiert; H16_A0432. Dieses
Gen wurde als Molybdédn-Kofaktor-Cytidylyl-Transferase (EC: 2.7.7.76) annotiert und ist vermutlich ebenfalls
funktionaler Bestandteil des cox/-Operons. Flankiert wird das Operon von zwei Leserastern die in 5°-3” Richtung
kodiert sind; H16_A0431, eine Pterin-4A-Carbinolamine-Dehydratase (EC: 4.2.1.96), und H16_A0440, einem
hypothetischen Protein mit unbekannter Funktion. Die Deletion ist rot hervorgehoben.
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Aufgrund seiner augenscheinlich intakten Operonstruktur und seiner deutlichen, relativen
Uberexpression unter autotrophen Bedingungen ist das cox-Operon der interessanteste Kandidat
fiir die genauere biochemische Charakterisierung hinsichtlich einer Beteiligung der CODHs an
der Synthese der Carbonylliganden. Daher wurde, wie in den Kapiteln 2.9.5 beschrieben, ein
Suizidplasmid (pIB19) konstruiert und eine etwa 1,24 kB groBle in frame-Deletion in die
Strukturgene des cox/-Operons eingefiihrt (siche Kapitel 2.10.5). Diese Deletion umfasst 52 %

der groBBen Untereinheit von coxL1.

3.5.3 Einfluss der putativen CO-Dehydrogenase auf das
chemolithoautotrophe Wachstum

Zunichst wurde untersucht, inwieweit sich die Deletion im cox/-Gencluster von Ralstonia
eutropha auf das lithoautotrophe Wachstum auswirkt. Dazu wurde die AcoxLI-Deletion in ein
Ralstonia eutropha HI16-Derivat eingebracht, in dem bereits die AhypX, Deletion vorlag
(HF469). Dem lag die Uberlegung zugrunde, dass HypX zwar an der Synthese eines Teils der
Carbonylliganden beteiligt ist (siche Kapitel 3.4) aber iiber den prozentualen Anteil der
einzelnen Synthesewege nichts bekannt ist. So sollte vermieden werden, dass der von HypX
produzierte Anteil der CO-Gesamtpopulation einen etwaigen physiologischen Phénotyp
kaschiert. Im Idealfall wiirde diese Doppelmutante zu einem kompletten Verlust des

Hydrogenase-basierten Wachstums fiihren.
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Abbildung 3-52: Wachstum der CODH -Mutanten. A) Die Ralstonia eutropha-Staimme H16 (m), HF469 (H16
AhypX;) (m) und HF968 (H16 AhypX, AcoxLI) (m) wurden in Mineralmedium unter autotrophen Bedingungen, mit
CO, als einziger Kohlenstoffquelle und H, als Energiequelle, bei 30 °C kultiviert (durchgezogene Linien). Die beide
Staimme, H16 AhypX, (¢) und H16 AhypX, AcoxLI (#), wurden zusétzlich in einem Kontrollversuch mit 5000 ppmv
CO in der Gasphase angezogen (gestrichelte Linien). Die Gasphase bestand aus 10 % H,, 10 %CO,, 5 % O, (v/v),
Rest N,. B) Die Ralstonia eutropha-Stamme HF469 (H16 AhypX;) (¢) und HF968 (H16 AhypX, AcoxLl) (m)
wurden in GN-Medium unter heterotrophen, Hydrogenase-dereprimierenden Bedingungen kultiviert. Beide
Kulturen wurden bei 30 °C angezogen.
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Dazu wurden jeweils H16, HF469 (H16 AhypX;) und HF968 (H16 AhypX, AcoxLl) in
Minimalmedium unter lithoautotrophen Bedingungen mit 5 % O,, 10 % Ha, 10 % CO, und 75 %
N, angezogen (Abbildung 3-52; durchgezogene Linien).

Um den beobachteten Phianotypen auf den Mangel an Carbonylliganden einzugrenzen, wurde
ein entsprechendes Kontrollexperiment unter denselben lithoautotrophen Bedingungen mit
zusitzlichen 0,5 % (v/v) CO durchgefiihrt (Abbildung 3-52 A; gestrichelte Linien). Unter
Zugabe von 5000 ppmv konnte unter autotrophen Bedingungen mit H,/CO, ein Wachstum auf
Niveau des Wildtyps (H16) festgestellt werden. Dies bedeutet, dass die Applikation von
gasformigem CO auch hier zur vollstindigen Komplementation des physiologischen Phénotyps
fiihrte (vergleiche dazu Kapitel 3.4.1). Ohne die Zugabe externen Kohlenmonoxids kam es auch
hier zu einer deutlich vergroBerten Latenzphase, dabei zeigte die CODH -Mutante gegeniiber der
Kontrolle (HF469) eine um etwa 15 Stunden verldngerte Lag-Phase (Abbildung 3-52 A).

Bei einem entsprechenden Versuch unter heterotrophen, Hydrogenase-dereprimiernden
(GN-) Bedingungen konnte kein Einfluss der coxLI-Deletion auf das Wachstum festgestellt
werden (Abbildung 3-52 B). Die Ursache fiir den zuvor beobachteten autotrophen
Wachstumseffekt kann daher nicht auf dem Verlust eines Haushaltsgens zuriickzufiihren sein,
welches auch unter heterotrophen Bedingungen von Noten wiére.

Tatsdchlich wire allein auf Grundlage der Wachstumsverzogerung unter chemolitho-
autotrophen Bedingungen auch eine unterstiitzende Funktion im Rahmen der CO;-Fixierung
durch den Calvin-Benson-Bassham-Zyklus denkbar. Jedoch ist - insbesondere - die vollstindige
Komplementation auf physiologischer Ebene durch Gabe von externem CO als starkes Indiz fiir
eine Funktion innerhalb der Synthese des Carbonylliganden zu werten. Im Folgenden wurde
daher untersucht inwieweit das verzogerte Wachstum auf die Biosynthese des Carbonylliganden

der [NiFe]-Hydrogenasen zuriickgefiihrt werden kann.

3.5.4 Acetat als potentielle Vorstufe in der Synthese der Carbonylliganden

Wie eingangs erwdhnt, dienen CODHs in acetogenen Anaerobiern der Reduktion von
Kohlendioxid zu CO, hier bilden sie als Bestandteil des CODH/ACS-Komplexes das Riickgrat
der CO,-Fixierung dieser Organismen. Als Ergebnis der konzertierten Aktion - innerhalb dieses
CODH/ACS-Komplexes - wird CO; in Form von Acetyl-CoA fixiert, welches anschlieBend der
ATP-Synthese bzw. dem Baustoffwechsel dient (Ragsdale 2004; Fuchs 2007).

Obwohl der Wood-Ljungdahl-Weg nur unter anaeroben Bedingungen arbeitet (Fuchs 2007)
und Ralstonia eutropha augenscheinlich keine ACS-Gene besitzt (Pohlmann, Fricke ef al. 2006),

wurde die reverse Acetyl-CoA-Synthese im Zusammenhang mit der Synthese der
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Carbonylliganden diskutiert (Forzi und Sawers 2007). Tatsdchlich konnten Roseboom et al. eine
spezifische, partielle Markierung des CO-Liganden durch CH;"*COOH in 4. vinosum feststellen
(Roseboom, Blokesch et al. 2005).

12CN 12CO 13CO

Abbildung 3-53: FTIR-
Spektren von  "“C-Acetat
markierter RH.  RHgpsirep
(pPRH) wurde in HF574, unter
heterotrophen Wachstumsbedin-
gungen (FGN), iiberexprimiert.
Bei einer Zelldichte ODy436 von
6,5, direkt nach Beginn der
Hydrogenaseexpression, wurden
5mM “C-Acetat (A); 1-"C-
Acetat (B); oder 2-">C-Acetat
(C) zugegeben. Nach 5 Stunden
Kultivierungsdauer wurden wei-
tere 2,5 mM Acetat (Endkon-
zentration) nachgefiittert.

1x10™"

Absorption

2100 2050 2000 1950 1900
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Ausgehend von diesem Befund wurde daher evaluiert, ob auch in R. eutropha eine
spezifische Markierung des Carbonylliganden durch '*C-Acetat nachgewiesen werden kann.
Dazu wurde RHgopsirep unter heterotrophen Bedingungen kultiviert und mit unmarkiertem bzw.
differentiell markiertem Acetat, in einer maximalen Endkonzentration von 7,5 mM,
supplementiert. Das Acetat wurde in zwei Portionen von jeweils 5,0 mM bzw. 2,5 mM
(Endkonzentration) zugegeben. Die erste Portion wurde nach Beginn der Hydrogenase-
expression, bei einer ODu43¢ = 6,5, appliziert. Die zweite Portion wurde jeweils nach weiteren
5 Stunden Wachstum auf Glycerol zugegeben.

Wie in Abbildung 3-53 zu sehen ist, war weder nach Zugabe von CH;'?*COOH (Abbildung 3-53
B), noch bei "CH3;COOH (Abbildung 3-53 C) eine Markierung des Carbonylliganden
festzustellen, obgleich die verwendete Acetat-Konzentration von 7,5 mM deutlich iiber der von
Roseboom et al. verwendeten Endkonzentration von 3 mM lag (Roseboom, Blokesch et al.
2005). Dieses Ergebnis steht somit im Gegensatz zu entsprechenden Experimenten in
Allochromatium vinosum (Roseboom, Blokesch et al. 2005) und verdeutlicht noch einmal sehr
anschaulich das es durchaus wirtsspezifische Unterschiede bei der Biosynthese des

Carbonylliganden gibt.
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3.5.5 Kohlenstoffdioxid als Substrat fiur die Biosynthese des
Carbonylliganden in Ralstonia eutropha

Wie eingangs erwéhnt gibt es innerhalb der Klasse der CO-Dehydrogenasen auch Enzyme
die eine Reduktion von Kohlenstoffdioxid erlauben. Auch wenn diese Reduktion von
Kohlenstoffdioxid nur bei anaeroben CODHs, im Zusammenhang mit Acteyl-CoA-Synthasen
(ACS) eine physiologische Rolle spielt, ist eine CODH vermittelte CO-Produktion prinzipiell
denkbar. Im Gegensatz dazu katalysieren aerobe, molybdéinhaltige CO-Dehydrogenasen fiir
gewoOhnlich die Oxidation von Kohlenstoffmonoxid zu Kohlenstoffdioxid (Ferry 1995; Ragsdale
2004).

Obgleich Untersuchungen mit '*C-Hydrogencarbonat in E. coli, auch mit heterolog
exprimierter RHgopsiep aus R. eutropha, gezeigt haben das weder die endogenen noch die
wirtsfremde [NiFe]-Hydrogenase eine Markierung aufwiesen (Forzi, Hellwig ef al. 2007; Lenz,
Zebger et al. 2007), machen die wirtsspezifischen Unterschiede entsprechende Untersuchungen
auch in R. eutropha erforderlich.

Um zu kldren, ob es sich bei der fraglichen CODH in Ralstonia eutropha um eine kanonische
CODH handelt, welche die CO,-Fixierung via Calvin-Benson-Bassham-Zyklus unterstiitzt und
deshalb einen ausgeprdgten Phédnotyp unter autotrophen Bedingungen hervorruft (Abbildung
3-52), oder es sich hier tatsdchlich um eine bisher nicht untersuchte Variante handelt, die durch
die Reduktion von CO, an der Biosynthese von beteiligt ist, wurden Markierungsexperimente
mit *CO, durchgefiihrt.

Da verschiedene Organismen unter heterotrophen Bedingungen zum Teil erhebliche Mengen
an Kohlenstoffdioxid freisetzen (Kusian, Sultemeyer ef al. 2002), wurde zunéchst untersucht, ob
und in welcher GroBenordnung Ralstonia eutropha H16 Kohlenstoffdioxid unter heterotrophen
Bedingungen produziert. Damit ein Markierungsexperiment mit °CO, erfolgreich sein kann,
muss die Menge des extern applizierten °CO, nidmlich deutlich iiber der intrinsisch produzierten
Menge liegen. Wobei jedoch hohe CO,-Konzentrationen - jenseits der 20%-Marke - toxisch fiir
die meisten Mikroorganismen sind (Dixon und Kell 1989).

Zur Bestimmung der CO»-Produktion wurden zwei Ralstonia eutropha-Stimme, H16 und
HF469 (H16 AhypX>), unter heterotrophen Bedingungen angezogen. Dazu wurden 1100 ml-
Serumflaschen mit 200 ml sterilem Medium beffiillt und hermetisch verschlossen. Es wurde eine
kiinstliche Gasatmosphire von 70 % N, und 30 % O; (v/v) eingestellt. Nach Inokulation mit 1 %
einer Vorkultur wurden die Kulturen bei 30 °C kultiviert. In regelmiBigen Abstinden wurden
Gasproben entnommen, welche im Anschluss mittels eines gaschromatographischen Verfahrens

(Flammenionisationsdetektor) quantifiziert wurden (sieche Kapitel 2.7.3).
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12.000 Abbildung 3-54: CO,-
Entwicklung von Ralstonia
E 10.000 1 eutropha Stéimmen. unter
S heterotrophen  Bedingungen.
= 8.000 - Quantitative gaschromatograph-
5 ische Bestimmung des CO--
© Partialdrucks mittels FID. Die
"g 6.000 Ralstonia eutropha-Stimme H16
N ( ) und HF469 (Violett)
S 4.0007 wurden heterotroph bei 30 °C in
N 200 ml Medium in 1100 ml-
8 2.000 1 Serumflaschen mit einer kiinst-
’—I—I- m. lichen Atmosphédre von 70 % N,
ol Ol : : : und 30% O, angezogen. Die
0 24 48 72 96 dargestellten  Ergebnisse sind
Zeitpunkt (Stunden) Mittelwerte aus drei unabhéng-

igen Replikaten.

Uber einen Zeitraum von 96 Stunden konnte tatsichlich eine Zunahme der CO,-
Konzentration unter heterotrophen Bedingungen beobachtet werden (Abbildung 3-54).
Ausgehend von einer Konzentration von etwa ~0,05 % CO, zu Beginn der Messung nahm die
CO,-Konzentration bezogen auf das Volumen des Uberstandes auf 0,86 + 0,17 % (v/v) bei H16
bzw. 0,9 0,11 % (v/v) bet HF469 zu. Zudem konnte iiber den Zeitraum der Messung hinweg
kein signifikanter Unterschied in der CO,-Produktion unter heterotrophen Bedingungen
zwischen HF469 und dem Wildtyp HI16 festgestellt werden. Fiir das folgende
Markierungsexperiment mussten also CO,-Konzentrationen von > 1 % eingesetzt werden, um
abzusichern, dass der Anteil an BC0, deutlich iiberwiegt.

Im folgenden Markierungsexperiment wurden daher 10 % '*CO, in der Gasphase eingesetzt,
um eine spezifische Markierung des Carbonylliganden durch eine direkte Reduktion von CO,
unter heterotrophen Bedingungen nachzuweisen. Dazu wurde das Expressionsplasmid (pRH) in
verschiedene Hintergriinde konjugiert (siche unten) und unter heterotrophen, Hydrogenase-
dereprimierenden Bedingungen angezogen. Die heterotroph kultivierten Zellen wurden bei einer
ODy436 von 9,0 + 1,5 geerntet und das RHgopsirep-Protein wurde fiir eine FTIR-Analyse isoliert
(siche Kapitel 2.3.1 und 2.4.2).

Um eine mogliche, CODH-abhéngige Markierung des CO-Liganden von anderen Moglich-
keiten der CO,-Fixierung abzugrenzen, wurde die Expression der RHgiopsiep-Proteine (pRH) in
drei verschiedenen Mutanten HB14 (H16 AP.»z), HB1 (H16 Acan) und HB60 (H16 Acaa)
untersucht. Als Kontrolle diente zudem der Wildtyp H16.
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Abbildung 3-55: CO,-ab-
hingige Markierung der
diatomaren Liganden der
RH. FTIR-Spektren von *CO,
markierter ~ RHgopsirep. ~ Das
RHg;opsirep-Protein (pRH) wurde
aus verschiedenen Ralstonia
eutropha-Stammen  gereinigt;
H16 (A), HB14 (H16 AP_ur)
(B), HB1 (C) und HB60 (D).
Dazu wurden die Zellen hetero-
troph (FGN), in Gegenwart von
10% "CO, angezogen. Die
Spektren wurden auf die Hohe
der v(**CO) Streckschwingung
normiert.
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Generell kommen fiir eine CO»-Fixierung neben einer basalen Aktivitit des Calvin-Benson-
Bassham-Zyklus u. a. auch Carboxylierungsreaktionen in Frage. In HB14 (H16 AP.pr) wird
etwaige CO,-Fixierung via Calvin-Benson-Bassham-Zyklus unterdriickt, indem die Promotor-
regionen des Regulatorgens chbR deletiert wurde (Kusian und Bowien 1995; Jeftke, Gropp et al.
1999).

HB1 und HB60 sind H16-Derivate mit in frame-Deletionen in zwei Carboanhydrasegenen
(CA), can bzw. caa. Wihrend Can eine cytoplasmatische B-Carboanhydrase ist, ist Caa eine
periplasmatische o-Carbonahydrase. Carboanhydrasen katalysieren die reversible (De-)
Hydratisierung von CO,- HCO;. Wihrend fiir HB60, die Acaa-Mutante, kein Phénotyp
beobachtet werden konnte, zeigte die Acan-Mutante einen eindeutigen physiologischen Effekt.
Interessanterweise fiihrt diese Deletion zu einer erhohten CO,-Bediirftigkeit, auch unter
heterotrophen Bedingungen (Kusian, Sultemeyer et al. 2002).

Bei keinem der verwendeten Hintergriinde konnte eine Markierung des CO-Liganden
nachgewiesen werden. Deutlich war jedoch zu erkennen, dass eine partielle Markierung der CN'-
Liganden vorlag (Abbildung 3-55). Die Absorptionsmaxima im Bereich der CN'-Liganden
zeigten, dass auch bei 10 % *CO, der bei weitem groBte Anteil aller CN'-Liganden unmarkiert
ist. Wiahrend die beiden Absorptionsmaxima der '*CN noch aufgeldst werden v(‘’CN) =
2080/2072 cm™, ist in der CN-Bande nur eine einzige Absorption deutlich zu erkennen,
v(®CN)=2032 cm'. Diese Verschiebung des Absorptionsmaximums entsteht durch einen
Kopplungseffekt, wenn ein aktives Zentrum mit einer Mischpopulation von *CN- und "*CN-

besetzt wird (vergleiche auch Kapitel 3.3.2). Der korrespondierende Peak im '*CN-Bereich
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(v(**CN)=2076 cm™) ist aufgrund seiner geringen Intensitit nicht mehr aufzulésen. Lediglich
die Uberschneidung der ansonsten klar voneinander getrennten '>CN"-Absorptionsmaxima weist
auf diesen Peak hin (Abbildung 3-55). Die beiden Maxima eines *CN/"*CN-besetzten Zentrums
(v(*CN)=2027/2038 cm™) sind nur noch anhand der Basisverbreiterung des Haupt-
absorptionsmaximums zu erkennen (Abbildung 3-55). Bei einem nahezu gleichbleibenden,
prozentualen Anteil von 32,32 + 0,57 % "CN an der Gesamtpopulation von '*"*CN"-Liganden
ist jedoch sichergestellt, dass die Menge von externem CO, ausreichend gewesen wire, um
auch eine deutliche Markierung des CO-Liganden zu gewéhrleisten.

Eine Biosynthese durch z. B. eine direkte Reduktion von CO, ist somit auch bei Ralstonia

eutropha auszuschlief3en.

3.5.6 Bicarbonat als mogliches Substrat fur die Biosynthese des
Carbonylliganden in Ralstonia eutropha

Untersuchungen an der cytoplasmatischen B-Carboanhydrase Can aus R. eutropha weisen auf
ein Ungleichgewicht im Aquilibrium zwischen CO, und HCOs™ hin. Kusian et al. konnten
zeigen, dass eine in frame-Deletion im can-Gen zu einer erhohten Bediirftigkeit an gasformigem
CO, fiihrte. Unter heterotrophen Bedingungen wird CO; u.a. auch fiir Carboxylierungs-
reaktionen, HCO3™ z. B. fiir die Synthese von Harnstoff oder Arginin verwendet (Fuchs 2007).
Dieser Umstand verweist auf die Mdglichkeit, dass CO; nicht hinreichend ist, um eine in vivo-
Markierung des Carbonylliganden zu erzeugen, daher sollte ein vergleichbares Markierungs-
experiment auch mit NaH!? COj; durchgefiihrt werden.

Zu diesem Zweck wurden dieselben Expressionsstimme wie in Kapitel 3.5.5 verwendet. Sie
wurden unter heterotrophen Bedingungen kultiviert. Die heterotroph kultivierten Zellen wurden
bei einer ODy36 von 10,0 + 1,0 geerntet und RHgiopsiwep Wurde fiir eine FTIR-Analyse isoliert
(siehe Kapitel 2.3.1 und 2.4.2).

Nach Zugabe von 20 mM "“C-markiertem Hydrogencarbonat konnte in keinem der
verwendeten Hintergriinde eine Markierung des Carbonylliganden nachgewiesen werden
(Abbildung 3-56 A-C). Nach Zugabe von 50 mM H'"CO5;™ war eine sehr geringe Absorption bei
1899 cm™ feststellbar (Abbildung 3-56 D). Jedoch kann hier nicht mehr von einer spezifischen
Markierung des Carbonylliganden gesprochen werden.

Allerdings ist auch hier, wie schon zuvor beim *CO,-Markierungsexperiment, eine partielle
Markierung der CN'-Liganden zu beobachten, da Bicarbonat bzw. CO, das Substrat der
Carbamoylphosphat-Synthetase ist. Wéahrend in RHgjopsirep, die aus den Stimmen H16 oder HB1
isoliert wurde, durchschnittlich 11,53 + 1,03 % als *CN™-Liganden vorlagen (Abbildung 3-56
A - B), war der Anteil in HB60 mit 18,82 + 0,04 % "*CN leicht erhdht (Abbildung 3-56 C).
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Abbildung  3-56:  “C-
Hydrogencarbonat abhén-
gige Markierung der di-
atomaren Liganden der RH.
FTIR-Spektren von H"“CO;
markierter  RHgopsiep.  Das
RHgiopstrep-Protein  wurde  in
verschiedenen Ralstonia
eutropha-Stammen hetero-
troph (FGN) kultiviert und
gereinigt; H16 (A und D),
HB1 (B) und HB60 (C). Zur
Markierung der diatomaren
Liganden wurden 20 mM (A-
C) bzw. 50mM (D) "“C-
markiertes Na-Bicarbonat ap-
pliziert. Die Spektren wurden
auf die GroBe der v('*CO)
Streckschwingung normiert.
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In einem Folgeexperiment mit 50 mM H'*CO;™ konnte der Anteil an *CN™-Liganden in H16
noch auf 52,39 + 0,56 % gesteigert werden (Abbildung 3-56 D). Hier waren nun, sowohl in der
2CN"-Bande (v(**CN)=2080/2076/2072 cm™), als auch in der *CN-Bande (v(**CN)=2027/
2032/2038 cm™) drei distinkte Maxima aufgelost.

3.5.7 COX1 abhangige Produktion von CO-Liganden

Da fiir die mutmaBliche ,,CODH* kein Substrat bekannt ist, welches als stabiles Isotop fiir
ein in vivo-Markierungsexperiment hitte verwendet konnen, wurde ein anderer Weg verfolgt, um
die mogliche Beteiligung des coxL I-Genprodukts an der CO-Synthese zu untersuchen.

Aufgrund der Erkenntnisse aus der *CO-Titrationkurve (siche Kapitel 3.3.3) war es moglich
ein dullerst sensibles System zu etablieren, welches in der Lage ist unmittelbar auch geringe
Verianderungen im Gesamtpool der Carbonylliganden zu detektieren, ohne dabei Kenntnis vom
jeweiligen Syntheseweg zu haben. So muss auch nicht beflirchtet werden, dass das
entsprechende Substrat durch andere Stoffwechselreaktionen verbraucht wird, bevor eine
Markierung nachweisbar ist. Durch Zugabe gleicher Mengen gasformigen CO’s, in einer
Konzentration nahe dem ermittelten Aquimolarititspunkt (13 ppmv), wird ein intrinsischer
Standard geschaffen, der es ermoglicht zwei Proben direkt miteinander zu vergleichen und

mogliche Unterschiede durch gezielte Mutationen zu dokumentieren.
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2CN 2co ®co

I I I I I Abbildung 3-57: FTIR-Spektren
der RH aus einer CODH-
Mutante. RHgopswep (PRH) wurde
_— in HF574 (blaue gestrichelte

“. A2CO Linie) und HF969 (rote Linie)

' iiberexprimiert und heterotroph in
FGN-Medium  kultiviert.  Die
Kulturen wurden in gasdichten
Serumflaschen mit 70 % N,, 30 %
0, und jeweils 12,2 ppmv *CO bei
30 °C angezogen. Die basislinien-
korrigierten Spektren wurden auf
den *CO-Peak normiert.
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Zu diesem Zweck wurde das Expressionsplasmid pRH in HF574 (AhoxBCGH) und HF969
(AhoxBCGH AcoxLlI) konjugiert. AnschlieBend wurden beide Expressionsstimme, wie in
Kapitel 2.7.2 beschrieben, mit Bco angezogen. AnschlieBend wurde das RHsiopsiep-Protein
gereinigt und iiber FTIR-Spektroskopie ausgewertet (siche Kapitel 2.3.1 und 2.4.2).

Im vorliegenden Fall wurde eine CO-Konzentration von 12,2 ppmv eingesetzt. Diese
Konzentration lag genau am Aquimolarititspunkt der verwendeten Doppelmutante, so dass in
der Kontrolle der '“CO-Anteil leicht iiber dem intrinsischen Standard lag. Eben dieser
Unterschied stellt den Anteil der CO-Gesamtpopulation dar, der durch das Produkt des
deletierten Gens (hier coxL 1) produziert wird.

Wie in Abbildung 3-57 zu erkennen ist, zeigte der ,,Wildtyp* beziiglich des Referenzpunktes
(°CO) gegeniiber der CODH-Mutante einen um 26,3+ 13,0 % (Mittelwert aus drei
unabhingigen Replikaten) hoheren Anteil an selbst produziertem '*CO an der Gesamtpopulation
von 12/13CO-Liganden. Daraus folgt, dass sich der Umfang der intrazelluliren CO-Produktion
durch die in frame-Deletion im coxI-Operon verringert hat, also die intrinsische '*CO-Synthese
in der CODH -Mutante beeintrichtigt ist.

Obgleich das untersuchte Enzym unzweifelhaft an der Biosynthese des Carbonylliganden
unter mikro- oder anaeroben Bedingungen beteiligt ist, ist die genaue Natur der katalysierten
Reaktion weiter unklar da kein Substrat bekannt ist. Es kann jedoch mit Sicherheit

ausgeschlossen werden, dass es sich um eine kanonische CODH handelt.
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4 Diskussion

4.1 Eine neuartige Dialysekapsel bietet die Moglichkeit zur
spezifischen Entfernung unterschiedlicher Gase mittels
Gaswdésche

Die hier entwickelte Dialyse- und Applikationskapsel stellt hinsichtlich ihrer Zuverldssigkeit
und der Reproduzierbarkeit der erlangten Ergebnisse eine signifikante Verbesserung gegeniiber
dem Stand der Technik dar. Das Produkt (QuiXSep®, Membrane Filtration Products Inc., Seguin,
USA), welches den Stand der Technik widerspiegelt, zeigte bei mehrfacher Benutzung deutliche
Schwichen in Bezug auf die Dichtheit und Zuverléssigkeit. Durch Ausblutungen kam es hier
immer wieder zu Vergiftungen der Zellkultur.

Abhilfe schaffte hier die Neuentwicklung einer zuverldssigen Dialysekapsel, die diese
Schwiche durch konstruktive Details, wie Dichtring und Schraubverbindung, umgehen konnte.
Uberdies erreichte sie bei vergleichbarer Dialyseleistung ebenfalls absolute Dichtheit - auch im
Vakuum. In Verbindung mit z. B. einer PTFE-Membran, die in wéssrigen Medien nur den
Durchtritt von Gasen erlaubt, kann diese Dialysekapsel auch als Applikationskapsel eingesetzt
werden, die die kontrollierte Abgabe bzw. Aufnahme einer Substanz durch die Dialysemembran
erlaubt. Im vorliegenden Fall wurde diese Kapsel zur selektiven Eliminierung von Gasen in
einem geschlossenen Kompartiment verwendet werden. So war es moglich eine in situ-
Gaswische zu etablieren. Nur mit Hilfe dieser neu entwickelten Kapsel ist es im Folgenden
moglich gewesen einen neuartigen Assay zur selektiven in situ-Eliminierung von
Kohlenmonoxid zu etablieren.

Dariiber hinaus ist das hier eingefiihrte System der in sifu-Gaswische durch die Wahl
geeigneter Agenzien beliebig erweiterbar und {iibertragbar. So ldsst sich nicht allein
Kohlenmonoxid aus einer Losung eliminieren. Neben der Verwendung von Palladium(IT)chlorid
zur spezifischen Oxidation von CO zu CO; sind auch weitere Anwendungen auf Grundlage
dieses Prinzips vorstellbar. So kann durch die Verwendung von Natriumsulfit mit Hilfe dieser
Kapsel spezifisch Sauerstoff gebunden werden, ohne dass es dabei zur Alkalisierung des
umgebenden Mediums durch das entstehende Natriumsulfat kommen kann. Ebenso konnten
Kohlendioxid und andere sauere Gase im Labormafistab durch den Einsatz von Diethanolamin
bzw. Monoethanolamin gebunden werden. Dartiber hinaus ldsst sich diese Kapsel natiirlich auch
zu Dialysezwecken einsetzen, so dass sie auch fiir ein breites biochemisches
Anwendungsspektrum - von Fraktionierungen bis zur Konzentration und Reinigung von Proben -

verwendbar ist.
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4.2 Der Zusammenbau der katalytischen Fe(CN),(CO)-Gruppe aus
[NiFe]-Hydrogenasen findet im HypCD-Komplex statt

Der Sequenzvergleich von insgesamt 448 HypD-Proteinen zeigte, dass in etwa 37 % aller
bekannten HypD-Isoformen weniger als vier Cysteine konserviert vorliegen. Diese sind
mutmaBlich an der Ausbildung der beiden postulierten Disulfidbriicken beteiligt. Obgleich die
Ausbildung dieser Disulfidbriicken bislang nur in Kristallisationsstudien nachgewiesen werden
konnte, wurde diesen Disulfidbriicken bzw. den korrespondierenden Thiolgruppen eine
essentielle Funktion bei einer postulierten Elektronentransferreaktion zugedacht (Watanabe,
Matsumi et al. 2007). Aufgrund dieses Merkmals kann man zwei Typen von HypD-Proteinen
unterscheiden, den DDB- (Double Disulfide Bond) Typ mit beiden Disulfidbriicken (z. B.
Thermococcus kodakarensis HypD und Ralstonia eutropha HypD1) und den SDB- (Single
Disulfide Bond) Typ (Escherichia coli HypD und Ralstonia eutropha HypD2) mit lediglich der
proximalen Disulfidbriicke (SS1). Diese proximale, also der Bindestelle des ,katalytischen®
Eisens nidchstgelegene, Disulfidbriicke (SS1) ist in allen HypD-Isoformen konserviert. Die
Vielzahl der HypD-Proteine die ohne eine zweite Disulfidbriicke auskommen ist derart grof3,
dass man nicht von einer Ausnahme sprechen kann. Demnach scheint die Priasenz dieser zweiten,
distalen Disulfidbriicke (SS2) fiir die Funktion von HypD entbehrlich zu sein. Bestétigung fand
diese Theorie in einer Mutagenesestudie an R.e.HypD1, bei den C325S- und C354S-Mutanten
von HypD (Diese beiden Aminosiuren bilden in R.e.HypD1 die SS2) im Uberexpressionssystem
dieselbe Aktivitit aufwiesen wie das native HypD (Biirstel, Siebert et al. 2012). Jeder Austausch
eines der anderen konservierten Cysteine filihrte zu einem dramatischen Verlust der
Hydrogenaseaktivitit. Dies bestitigte die Ergebnisse einer vergleichbaren Mutagenesestudie aus
E. coli (Blokesch und Bock 2006). Die natiirlich vorkommenden Substitutionen einer
Grundgesamtheit von 448  HypD-Isoformen  zeigen, dass die  beobachteten
Aminoséureaustausche nicht willkiirlich sind. Fiir jedes Cystein existiert nur eine geringe Anzahl
an Alternativen (Abbildung 3-8). Diese wenigen Alternativen folgen zudem gewissen Regeln
(siehe Kapitel 3.2.2), die Indizien dafiir liefern, dass diese Substitutionen mehr sind als eine
bloBe Momentaufnahme einer anhaltenden, zufélligen Evolution von einem zum anderen HypD-
Typ. Viel wahrscheinlicher ist es, dass diese Austausche gewissen funktionalen Notwendigkeiten
unterliegen.

Die Entfernung vom [4Fe4S]-Cluster zu proximalen Disulfidbriicke liegt in allen
untersuchten Spezies bei etwa 8,8 A (vergleiche Abbildung 3-7) und somit deutlich innerhalb der
fiir den intramolekularen Elektronentransfer beobachteten Distanzen (Page, Moser et al. 2003).

Diese Beobachtungen stiitzen das Modell der von Watanabe et al. postulierten
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Elektronentransferreaktion durch Bildung von Disulfidbriicken (Watanabe, Matsumi et al. 2007).
Da jedoch die Geschwindigkeit des intramolekularen Elektronentransfers exponential
proportional zur iiberbriickenden Distanz abnimmt (Lippard und Berg 1995), sind zwei
Disulfidbriicken womdoglich die Voraussetzung fiir einen hocheffizienten Elektronentransfer.
Eine andere mdgliche Hypothese zur Existenz einer zweiten Disulfidbriicke ist die Uberlegung,
dass zwei Disulfidbriicken unmittelbar beide Elektronen bereitstellen konnten, die fiir die
Bindung beider Cyanide bendtigt werden. So wire eine Regeneration der Disulfidbriicken bzw.
des [4Fe4S]-Clusters von HypD wihrend des Ligandierungsprozesses tiberfliissig. Ein solcher
Mechanismus wire unter Bedingungen sinnvoll, in denen die Regeneration der redoxaktiven
Elemente in HypD, durch einen Mangel an geeigneten Elektronendonatoren, zum Flaschenhals
der gesamten Maturation der [NiFe]-Hydrogenasen werden wiirde. Ein grundsétzlicher
Unterschied zwischen den Ligandierungsprozessen ist jedoch unwahrscheinlich, da auch der
Verlust der distalen Disulfidbriicke nicht zu einem Verlust der Hydrogenaseaktivitét fiihrt
(Biirstel, Siebert et al. 2012).

In Ralstonia eutropha findet man insofern eine besondere Situation vor, da von jeder HypD-
Variante jeweils eine Version vorhanden ist, HypD1 und HypD2. Wihrend das bereits gut
charakterisierte HypD1 essentiell fiir die Reifung der MBH, RH und der SH ist (Dernedde,
Eitinger et al. 1996), wird HypD2 im Kontext der vierten Hydrogenase kodiert. Vorldufige
Untersuchungen der Hydrogenaseaktivitit der vierten Hydrogenase in einem Ahypl/ Ahyp2-
Hintergrund weisen darauf hin, dass HypD2 essentiell fiir die Reifung dieser vierten
Hydrogenase ist (C. Schéfer, unpublizierte Ergebnisse). Umgekehrt zeigten Untersuchungen von
HypD-Mutanten regelméBig eine geringe Hydrogenaserestaktivitit (~ 1 %) (Dernedde, Eitinger
et al. 1996). Diese ist womdglich das Ergebnis einer partiellen Komplementation durch HypD2.

Von groferem Interesse ist jedoch die Frage nach dem Ort an dem der Carbonylligand an das
,katalytische® FEisen bindet. Neben den grofen Untereinheiten der jeweiligen [NiFe]-
Hydrogenasen konnte der CO-Ligand bisher nur in HoxV, einem Intermediat der MBH-
spezifischen Reifung, nachgewiesen werden (Ludwig, Schubert et al. 2009).

Ferner ist bislang noch unklar, ob neben dem CO-Liganden tatséchlich beide Cyanidliganden
bereits im HypCD-Komplex vorhanden sind. Durch den bisher verwendeten radioaktiven Assay
konnte lediglich ein qualitativer Nachweis fiir den Transfer eines CN™ von HypE auf den
HypCD-Komplex erbracht werden (Blokesch, Albracht ef al. 2004).

Durch FTIR-Spektroskopie konnte hier erstmalig gezeigt werden, dass nicht nur beide
Cyanidliganden, sondern auch der Carbonylligand bereits im HypCD-Komplex vorhanden sind.
Dieser Befund konnte separat fiir den HypCD-Komplex aus Escherichia coli (v(CN) 2099,
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2075 cm™ und v(CO) 1951 cm™) und Ralstonia eutropha (v(CN) 2099, 2077 cm™ und v(CO)
1969 cm™) bestitigt werden (Abbildung 3-13 und Abbildung 3-14).

Die FTIR-Spektroskopie lieferte zudem den ersten, wenn auch indirekten, Beweis fiir die
Prasenz des ,katalytischen* Eisens. Da die koordinative Bindung der diatomaren Cyanid- bzw.
Carbonylliganden an ein Ubergangsmetall wie Eisen als Voraussetzung fiir eine hinreichend
hohe Absorption der IR-Strahlung zu sehen ist (Nakamoto 2008).

Basierend auf den Kristallstrukturen von HypC, HypD und HypE aus Thermococcus
kodakarensis konnte ein Modell der Ligandierung des ,katalytischen* Eisens abgeleitet werden.
Gemal diesem Modell werden die CN'-Liganden von HypE {iber einen nukleophilen Angriff der
Liganden auf das Eisen iibertragen. Die dafiir erforderlichen Elektronen werden durch die
Oxidation von freien Thiolen zu Disulfidbriicken bereitgestellt. Das [4Fe4S]-Zentrum in HypD
soll dabei eine wichtige Rolle bei der Regeneration dieser Disulfidbriicken besitzen (Dai,
Schwendtmayer ef al. 2000; Watanabe, Matsumi et al. 2007). Die hier gezeigten FTIR-Spektren
von HypCD-Komplexen substanziieren dieses Modell, da sie den Anfangs- und Endzustand
dieses Modells belegen. Ferner legen die genannten Ergebnisse nahe, dass die prosthetische
Fe(CN)2(CO)-Gruppe als ,,vormontierte* Einheit in die groen Untereinheiten transferiert wird.
Allerdings ist bisher noch kein schliissiger Beweis dafiir erbracht worden, dass auch das
Eisenatom, welches die diatomaren Liganden im HypCD-Komplex triagt, in die groflen
Untereinheiten der Hydrogenasen transferiert wird und somit zu einem integralen Bestandteil des
aktiven Zentrums wird. Fiir einen Wechsel der diatomaren Liganden wiren jedoch - gemill dem
derzeit giiltigen Modell — erneut Elektronen erforderlich (Watanabe, Matsumi et al. 2007). Da
die groflen Untereinheiten jedoch weder ein [4Fe4S]-Zentrum, noch bekannte Disulfidbriicken
besitzen, die die Elektronen bereitstellen konnten, ist diese Moglichkeit mit an Sicherheit
grenzender Wahrscheinlichkeit auszuschliefen. Ein direkter Nachweis flir einen solchen
Transfer konnte in vitro mittels eines radioaktiven Eisen-Isotopes erbracht werden.

Interessanterweise zeigten Spektren von HypCD-Komplexen, bei deren Expression HypE
nur in substochiometrischen Mengen vorhanden war, weder CN'- noch CO-Liganden. Diese
Ergebnisse sind konsistent mit fritheren Untersuchungen zum Transfer des Cyanidliganden auf
den HypCD-Komplex. Auch bei diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die side-
by-side-Expression von HypCD und HypE den Ligandentransfer unterstiitzt, jedoch konnte
bisher fiir HypE nachweislich lediglich eine Funktion bei der Synthese bzw. dem Transfer des
Cyanidliganden erbracht werden (Reissmann, Hochleitner et al. 2003; Blokesch, Albracht et al.
2004; Blokesch, Paschos et al. 2004; Watanabe, Matsumi et al. 2007). Anhand dieser Daten

kann zwar nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass HypE keine Funktion beim Transfer
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des CO-Liganden auf das Eisen hat. Viel wahrscheinlicher scheint jedoch die Vermutung, dass
es sich dabei um einen indirekten Effekt handelt. Weitergehende Untersuchungen an HypCD-
Komplexen aus Stdmmen, in denen die Carbamoylphosphat-Synthetase ausgeschaltet wurde,
konnten diesen Effekt spezifisch auf die Synthese der Cyanidliganden eingrenzen (Abbildung
3-15). Die Korrelation zwischen der Synthese der CN'-Liganden und dem Transfer bzw. der
Synthese des Carbonylliganden ist zundchst nicht offensichtlich, ist doch bereits hinldnglich
gezeigt worden, dass Carbamoylphosphat keine Vorstufe in der Synthese des Carbonylliganden
ist (Roseboom, Blokesch et al. 2005; Forzi, Hellwig ef al. 2007; Lenz, Zebger et al. 2007).

Uber die Reihenfolge der Ligandenbindung bei [NiFe]-Hydrogenasen gibt es derzeit noch
keine in vivo-Untersuchungen. Durch die Synthese organometallischer Modellverbindungen,
welche das aktive Zentrum von [NiFe]-Hydrogenasen imitieren sollten (Liaw, Lee ef al. 2002),
konnte ein Modell dieser Abldufe erstellt werden. Solche Modellverbindungen koénnen
entsprechende Untersuchungen in vivo nicht génzlich ersetzen, erfahren aber mit den hier
vorgestellten Daten Bestdtigung. Die oben dargelegten Ergebnisse belegen, dass die Synthese
von Carbamoylphosphat und folglich die Bindung der CN'-Liganden an das Eisenatom im
HypCD-Komplex Voraussetzung ist flir die Bindung des Carbonylliganden. Gemdfl dem
derzeitigen Wissensstand ist das ,katalytische* Eisen vor Bindung der diatomaren Liganden im
HypCD-Komplex iiber zwei Cysteine und zudem womdglich iiber ein Histidin koordiniert. Diese
Situation eines monomeren Eisens wird am besten durch eine (EtsN);[Fe(S2CsH4)(CN)2(CO)]-
Modellverbindung wiedergegeben (Rauchfuss, Contakes et al. 2001). Das IR-Spektrum dieser
Verbindung zeigte drei distinkte Maxima; v(CN) 2080, 2075 c¢cm™ und v(CO) 1897 cm™. Nach
bekunden der Autoren sollte diese Verbindung den Nahbereich der Fe(SR),(CN),(CO)-Einheit
aus [NiFe]-Hydrogenasen darstellen. Tatsachlich muss jedoch festgestellt werden, dass diese
Modellverbindung in noch viel héherem Mafle die Situation eines maturen HypCD-Komplexes
widerspiegelt. Rauchfuss et al. konnten zeigen, dass die grofe Ligandenfeldstirke der
gebundenen Cyanide zu einem Spin-crossover am Fe'' fiihrt, was letztendlich zur Bindung des
Carbonylliganden fiihrt (Rauchfuss, Contakes et al. 2001). Es wird vermutet, dass der
zugrundeliegende Mechanismus hinter dieser Art der kooperativen Bindung synergetische
Effekte sind, die aus den starken o-Donoreigenschaften der Cyanide resultieren, welche die m-
Riickbindung zwischen dem monomeren Fe" und dem CO stabilisieren (Moreland und
Rauchfuss 2000).

Beim Vergleich beider maturer HypCD-Komplexe und dem (Et4N);[Fe(S,CsHa)(CN)2(CO)]
fallt auf, dass die Positionen der Streckschwingungen im FTIR-Spektrum der jeweiligen

Cyanidliganden &dhnlich ausfallen. Im Vergleich dazu zeigen die Streckschwingungen des
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Carbonylliganden eine deutlich grof3ere Streuung. Diese Beobachtung impliziert, dass bereits im
HypCD-Komplex die prosthetische Fe(CN),(CO)-Gruppe eine Konformation einnimmt, die der
in maturen [NiFe]-Hydrogenasen gleicht. Das bedeutet, dass die beiden verbriickenden Cysteine
mit den beiden Cyanidliganden eine nahezu planare, &dquatoriale Ebene bilden und der
Carbonylligand in trans zur vermeintlichen ,,offenen Bindestelle* lokalisiert ist.

Diese These wird dariiber hinaus durch FTIR-Spektren von maturen E.c. HypCD-Komplexen
gestiitzt, welche unter reduzierenden Bedingungen gereinigt wurden. In Gegenwart von 1 mM
DTT zeigte sich ein Signal-Splitting des Carbonylliganden, wéhrend die Streckschwingungen der
Cyanide (v(CN)) unverindert bei 2099 cm™ und 2075 cm™ blieben. Im Bereich der CO-Bande
war nach Reduktion, neben dem bereits bei 0,1 mM DTT beobachteten Maximum bei 1951 em’,
ein zweites Maximum bei 1963 cm™ zu beobachten (Abbildung 3-16). Bei einem R.e.HypCD-
Komplex, der unter diesen reduzierenden Bedingungen gereinigt wurde, zeigte sich eine
vergleichbare Modifikation. Interessant ist jedoch, dass sich bei R. eutropha mindestens zwei
zusitzliche Absorptionsmaxima bei 1977 cm™ und 1959 cm™ zeigen, deren Intensitit zu Lasten
des urspriinglichen Peaks bei 1969 cm™ geht (Abbildung 3-17). Diese Modifikation ist auf eine
verdnderte Elektronendichte am designierten ,katalytischen” Eisen zuriickzufiihren, die
vermutlich durch die Reduktion der Disulfidbriicke bzw. des [4Fe4S]-Clusters verursacht wird.
Eine solche spezifische Verdnderung des Carbonylliganden wurde bereits in Hydrogenase-
Holoenzymen wie der RH beobachtet (Bernhard, Buhrke et al. 2001). Dies wird dadurch erklart,
dass der Carbonylligand in trans-Position zur offenen Bindestelle am FEisen bindet. Damit
reagiert es viel empfindlicher auf Verdnderungen der Elektronendichte am Eisen als z. B. die
CN'-Liganden, die zudem noch iiber Wasserstoftbriicken im Proteingeriist fixiert sind (Gordon
und Kubas 2010).

Das Verhalten des HypCD-Komplexes unter reduzierenden Bedingungen steht damit jedoch
im Gegensatz zu FTIR-Untersuchungen an HoxV. HoxV ist ein MBH-spezifisches
Reifungsprotein, welches die Fe(CN),(CO)-Einheit voriibergehend autnimmt bevor diese in die
pramature grofle Untereinheit der MBH transferiert wird. Die Inkubation dieses Intermediates
mit Dithionit zeigte keinerlei Verdnderungen der Wellenzahlen der diatomaren Liganden im
FTIR-Spektrum (Ludwig, Schubert et al. 2009).

Im Fortgang einer Untersuchung des HypCD-Komplexes konnte untersucht werden welches
Merkmal des HypCD-Komplexes die Modifikationen des Carbonylliganden unter reduzierenden
Bedingungen bewirkt. Untersuchungen des HypD-Proteins mittels UV-Vis-Spektroskopie
zeigten, dass sich der [4Fe4S]-Cluster nur durch die Zugabe exzessiver Mengen Dithionits

reduzieren lieB. Ferner lie sich ein Transfer des CN'-Liganden nur bei einem unter
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reduzierenden Bedingungen gereinigten HypCD-Komplex beobachten. Ein einmal vollstindig
oxidierter Komplex konnte in vifro nicht einmal durch die Zugabe von Dithionit reaktiviert
werden (Blokesch, Albracht et al. 2004). Es scheint daher fraglich, ob der [4Fe4S]-Cluster die
Ursache fiir die Signalaufspaltung des Carbonylliganden nach Reduktion mit dem
vergleichsweise milden Reduktionsmittel DTT ist. Eine zweite mogliche Erklirung fiir die
Signalaufspaltung des Carbonylliganden ist die These, dass die Reduktion der mutmalBlichen
Disulfidbriicken eine Verdnderung der Elektronendichte am Eisen bewirkt. Zusammen mit dem
Befund, dass die C325S- und C354S-Austauschmutanten stabil sind und Hydrogenaseaktivitét
auf Wildtyp-Niveau zeigen (Biirstel, Siebert et al. 2012), liefert diese Uberlegung die Basis fiir
eine lberpriifbare Theorie. So konnte sich das Verhalten des R.e.HypCD-Komplexes in der
FTIR-Spektroskopie dahingehend verdndern, dass eine Doppelmutante, als Folge des Verlustes
einer Disulfidbriicke, nunmehr ein einziges zusétzliches Absorptionsmaximum aufweist
(zusitzliche Absorptionsmaxima nach Reduktion bei E. coli: 1963 cm™; bei R. eutropha:
1977 cm™ und 1959 cm™).

Im Hinblick auf die Synthese und Funktion von kiinftigen artifiziellen Katalysatoren
scheinen weitere Untersuchungen des HypCD-Komplexes geboten. Insbesondere die Aufklarung
der Zwischenschritte zwischen einem unbeladenen HypCD-Komplex und einem vollstindig
ligandierten Fe' ist dabei von groBem Interesse. Ausgehend von einem gereinigten, unbeladenen
Komplex kann iiber ein in vitro-System nachgedacht werden, bei dem die einzelnen Intermediate
durch die schrittweise Zugabe von HypE-CN oder Cyanogenbromid (Liaw, Lee et al. 2002)
und/oder durch Inkubation unter CO-Atmosphére aufgeldst werden konnen. Ein solches in vitro-
System konnte zudem hilfreich bei der Beantwortung der Frage sein wie in vivo gewéhrleistet
werden kann, dass die richtige Art und Anzahl von Liganden bindet und ob fiir den Transfer des
Carbonylliganden noch weitere akzessorische Proteine notwendig sind. Dariiber hinaus kann sich
ein solches System als hilfreich erweisen, um zu kldren wie die richtige Konformation mit zwei
cis-Cyaniden und einem trans-CO-Liganden beim Transfer der Fe(CN) (CO)-Einheit vom
HypCD-Komplex in die pramature gro3e Untereinheit aufrechterhalten werden kann.

Der HypCD-Komplex liefert zudem womdglich die Basis fiir weitergehende Untersuchungen
zum Ursprung des Carbonylliganden. So konnte unter Umstinden ein induzierbarer Arrest der
Reifung auf Ebene des HypCD-Komplexes erzeugt werden. Durch die Zugabe von N-
Butylisocyanid oder anderer isosterischer bzw. isoelektrischer Inhibitoren konnte die Bindung
der diatomaren Liganden inhibiert werden. Ein solcher inhibitorischer Effekt durch N-
Butylisocyanid auf CODHs konnte bereits gezeigt werden (Dobbek, Gremer et al. 2002). Infolge

dieses Arrests wahrend der logarithmischen Wachstumsphase wiirde es unter Umstdnden zu
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einer Akkumulation der Vorstufen der jeweiligen diatomaren Liganden kommen. Die
Zellextrakte konnten dann in kurzen Intervallen mittels Massenspektrometrie oder

Diinnschichtchromatographie untersucht werden.

4.3 Die Biosynthese des CO-Liganden in [NiFe]-Hydrogenasen ist die
Leistung mehrerer Reaktionen des Wirtsmetabolismus

Die Herkunft beziehungsweise die Synthese des Carbonylliganden in [NiFe]-Hydrogenasen
ist bisher noch vollig ungeklart. Im Unterschied zu [NiFe]-Hydrogenasen ist die Synthese der
diatomaren Liganden in [FeFe]-Hydrogenasen im Wesentlichen bekannt. Der Carbonylligand
wird durch das akzessorische Radikal-AdoMet-Enzym HydG als gasformiges CO freigesetzt.
Tyrosin dient als Vorstufe fiir die Synthese beider Liganden (Driesener, Challand et al. 2010;
McGlynn, Boyd et al. 2010; Shepard, Duffus et al. 2010; Mulder, Shepard et al. 2011).
Desoxyhdmoglobin wird hier als sensitiver Reporter fiir den spektroskopischen Nachweis von
CO eingesetzt (Shepard, Duffus ef al. 2010). Fiir eine Analogie zur Ligandensynthese in [FeFe]-
Hydrogenasen gibt es bei [NiFe]-Hydrogenasen allerdings keine Hinweise. Kein akzessorisches
Protein, das mit der Maturation der [NiFe]-Hydrogenasen in Verbindung gebracht wird, weist
die typische Erkennungssequenz CX;sCX,C eines Radikal-AdoMet-Enzyms auf (McGlynn,
Boyd et al. 2010).

Anhand vorangegangener Studien gibt es nur wenige, experimentell belegte Anhaltspunkte
zum moglichen Ursprung des Carbonylliganden. Eine der vielversprechendsten Hypothesen
beruht auf SI-Markierungsexperimenten mit “CO. So konnte in E. coli fiir mehrere, auch
heterolog exprimierte, Hydrogenasen eine spezifische quantitative Markierung des
Carbonylliganden festgestellt werden (Forzi und Sawers 2007; Lenz, Zebger et al. 2007). Dies
eroffnet die Option, dass gasformiges CO — ob durch den Wirtsorganismus freigesetzt oder aus
der Umwelt aufgenommen — unmittelbar als Vorstufe des Carbonylliganden dient. Die in Kapitel
3.3.1 und 3.3.2 vorgestellten Ergebnisse belegen, dass der CO-Ligand eindeutig aus dem
Wirtsmetabolismus hervorgeht. Hierbei dient exklusiv Glycerol als ultimative Quelle des
Carbonylliganden. Da Glycerol, neben Fruktose, eine der beiden basalen Kohlenstoffquellen im
Medium ist, ist diese Tatsache insofern bemerkenswert, da die Fruktose-Kohlenstoffatome
offensichtlich keinerlei Beitrag zur Biosynthese der Carbonylliganden leisten. An dieser Stelle
sei jedoch noch einmal erwéhnt, dass die Expression der Hydrogenasegene in R. eutropha erst
mit der Adaption auf Glycerol als Kohlenstoff- und Energiequelle beginnt (Friedrich 1981). Die
Tatsache, dass es bei differentiell markiertem Glycerol immer zu einer Mischpopulation aus
markierten und unmarkierten Carbonylliganden kommt, weist auf mehrere unabhéngige

Synthesewege fiir diesen Liganden hin. Letztlich scheiden atmosphérische Gase zwar als
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Vorstufe der CO-Liganden aus, jedoch bleibt die Moglichkeit das freies CO oder ein anderes Gas
aus dem Metabolismus freigesetzt wird, bevor es zur Synthese des Carbonylliganden verwendet
wird, unberiihrt. Diese These wurde durch die Ergebnisse der CO-Limitation unter heterotrophen
und lithoautotrophen Bedingungen bestétigt (siche Kapitel 3.3.4.2). Durch die Zugabe von PdCl,
konnte hier unter lithoautotrophen Bedingungen eine deutlich groBere Latenzphase im
Wachstum beobachtet werden. Dieser Phidnotyp ging mit einer verminderten Aktivitdt der
16slichen Hydrogenase einher. Geméll dem Modell, dass die Zugabe des PdCl, zur Eliminierung
des Kohlenmonoxids im Medium fiihrt, konnten beide Effekte - anhand der Akkumulation der
pramaturen groflen Untereinheiten der MBH und SH - auf eine Stérung der pleiotropen
Hydrogenasematuration zuriickgefiihrt werden (Kapitel 3.3.4.2). Diese Storung liel sich durch
die Zugabe von Kohlenmonoxid beheben. Im Gegensatz dazu zeigte der Einsatz von PdCl, unter
heterotrophen Bedingungen weder eine Wachstumsverzogerung noch einen Effekt auf
Hydrogenaseaktivitit oder die Maturation (Kapitel 3.3.4.1). Zusammengenommen weisen diese
Ergebnisse auf das Vorhandensein verschiedener enzymatischer Reaktionen hin, die
gemeinschaftlich an der Synthese des Carbonylliganden beteiligt sind.

Ein weiterer Aspekt der Synthese des Carbonylliganden ist die Anpassung der pleiotropen
Maturation an hohe Sauerstoffpartialdriicke. Als Anpassung an diese Bedingungen besitzen
einige Organismen HypX, ein zusitzliches pleiotropes, akzessorisches Protein, welches CO-
Liganden unter hohen Sauerstoffkonzentrationen aus N'’-Formyl-THF freisetzt. Ein HypX'-
Phénotyp ist sowohl unter heterotrophen als auch unter lithoautotrophen Bedingungen
nachweisbar (Kapitel 3.4.8 und 3.4.9). Dies scheint auf den ersten Blick im Widerspruch mit den
Ergebnissen der CO-Limitation aus den Kapiteln 3.3.4.1 und 3.3.4.2 zu stehen. In der Tat zeigen
die Ergebnisse dieser Kapitel, dass unter lithoautotrophen Bedingungen Kohlenmonoxid den
Hauptanteil der Vorstufe des CO-Liganden bildet, dieser aber unter heterotrophen Bedingungen
vorzugsweise aus einer ,,gebundenen® Vorstufe synthetisiert wird. Allerdings ist der Effekt von
HypX auf eine Wachstumsphase beschrinkt, in der die Zahl der Sauerstoffverzehrer (Bakterien)
niedrig und die Konzentration des gelosten Sauerstoffs entsprechend hoch ist (Kapitel 3.4.10).
Da mit zunehmender Anaerobisierung der Beitrag von HypX zur Synthese der CO-
Gesamtpopulation marginalisiert wird (vergleiche Kapitel 3.4.7 und Kapitel 3.4.12) ist dieser
Anteil zu Beginn der Derepression im FGN-Medium so gering, dass ein Effekt nicht mehr
nachweisbar ist. Auch muss die - durch HypX bereitgestellte - Menge an CO-Liganden
vergleichsweise gering auszufallen, da diese bei hoheren Zelldichten mittels FTIR-Spektroskopie

nicht mehr nachweisbar ist (Abbildung 3-32). Diese basale HypX-Aktivitit unter heterotrophen
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Bedingungen konnte allerdings der Grund fiir die Spuren von metallischem Palladium an den
PTFE-Membranen aus heterotrophen Anzuchten sein (Abbildung 3-22 B).

Die zur Quantifizierung des zelluldren Vorldufers des CO-Liganden eingesetzte *CO-
Titration ergab, dass dieser sich unter heterotrophen Bedingungen im niedrigen nanomolaren
Bereich befindet. Dabei reichte ein 130-facher Uberschuss® an *CO aus, um eine 50 %-ige
Markierung des Carbonylliganden der RH zu erzeugen (Abbildung 3-21). Dies entspricht einer
Konzentration von 10,5 nmol/l (Kapitel 3.3.3) und ist damit deutlich geringer als die zelluldre
Konzentration der meisten Metabolite, wie sie fiir das Referenzsystem E. coli bestimmt werden
konnten (Bennett, Kimball et al. 2009). Diese Konzentration muss somit als bisher unbekannte
metabolische Nebenreaktion interpretiert werden. Uberdies entspricht diese geringe
Konzentration dem Hydrogenasegehalt einer Zelle, welcher ebenfalls im nanomolaren Bereich
liegt (Forzi, Hellwig et al. 2007).

Da sich die pleiotrope Maturation im Wesentlichen bei allen gut untersuchten [NiFe]-
Hydrogenasen zu gleichen scheint® und alle bekannten Ayp-Gene bereits mit einer Funktion
besetzt wurden, scheint die Synthese des Carbonylliganden — aufer bei hohen O,-Partialdriicken
(siche Kapitel 3.4) — als Leistung des basalen Wirtsmetabolismus bereitgestellt zu werden. Dabei
gibt es sowohl wirtsspezifische Unterschiede als auch Unterschiede zwischen den verschiedenen
Anzuchtsbedingungen eines Wirtes. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die Frage, ob
und wie diese Synthesereaktionen mit der Expression der Hydrogenasen koreguliert werden.

Auch wenn zuvor bereits postuliert wurde, dass es durchaus eine Vielzahl von enzymatischen
Reaktionen geben konnte die zur Synthese beitragen, wurde von denselben Autoren postuliert,
dass diese vorzugsweise in allen Organismen dieselben sein miissten (Forzi und Sawers 2007).
Wihrend sich die erstgenannte These durch diese Studie bestitigt findet, muss das zweite
Postulat eindeutig verworfen werden. Zum einen besitzen nur wenige Organismen, die [NiFe]-
Hydrogenasen exprimieren auch ein HypX (siehe unten), so dass hier bereits keine Uniformitét
mehr gegeben ist. Zum anderen konnte durch in vivo-">C-Markierungsexperimente mit Acetat,
anders als in Allochromatium vinosum, keine Markierung eines der diatomaren Liganden erzeugt

wird (siehe unten).

*Bezogen auf die durchschnittliche atmosphirische CO-Konzentration von 0,1 ppmv in der nérdlichen Hemisphire
(Conrad, R. (1996). "Soil microorganisms as controllers of atmospheric trace gases (H2, CO, CH4, OCS, N20, and
NO)." Microbiol Rev 60(4): 609-640.)

% Eine prominente Ausnahme stellt hier HypF dar. Wihrend die lange Version vermutlich — wie E.c.HypF —
Carbamoylphosphat als Substrat akzeptiert. Kann die verkiirzte Version, HypF1, dieses nicht verwerten
(unverdffentlichte Ergebnisse M. Blokesch). Diese Variante bendtigt hdchstwahrscheinlich freies Carbamat,
welches u.U. direkt synthetisiert oder, ausgehend von Carbamoylphosphat, durch eine ACP dephosphoriliert wird.
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4.4 HypX, eine spezifische Anpassung der Hydrogenasereifung an
einen aeroben Lebensstil

Obgleich der negative Effekt einer Deletion von AypX auf die Hydrogenaseaktivitdt bzw. die
Maturation der [NiFe]-Hydrogenasen schon lange bekannt war (Buhrke 2006), war die genaue
Funktion von HypX lange Zeit umstritten. Es wurden Funktionen innerhalb der Nickel-Insertion
und bei der Synthese zusitzlicher CN-Liganden im aktiven Zentrum der SH postuliert (Rey,
Fernandez et al. 1996; Bleijlevens, Buhrke et al. 2004). Auch nachdem die Existenz der
zusitzlichen CN'-Liganden in der SH falsifiziert werden konnte (Horch, Lauterbach ef al. 2010),
konnte fiir Ralstonia eutropha keine Beteiligung von HypX an der Insertion des Nickels bestétigt
werden. Im Kontext der hier vorgestellten Studie muss der damals in Rhizobium leguminosarum
beobachtete und bislang noch nicht schliissig widerlegte Effekt — eine drastisch reduzierte
Hydrogenaseaktivitiit (< 3,6 % Restaktivitit) bei Zugabe eines Uberschusses an Ni**-Ionen, aber
nur ein verhiltnisméBig geringer Aktivititsverlust (30-40 % Restaktivitit) ohne Zugabe von Ni*
— neu bewertet werden (Rey, Fernandez et al. 1996). Da der CO-Ligand bereits Bestandteil einer
Fe(CN)»(CO)-Einheit im HypCD-Komplex ist (Kapitel 3.2) und diese bereits vor dem Ni**-Ion
in die prdmature grof3e Untereinheit eingebaut wird (Maier und Bock 1996; Chung und Zamble
2011), handelt es sich augenscheinlich um einen nachgeordneten Effekt. Dieser tritt
offensichtlich bei Rhizobium leguminosarum nur unter Nickel-reichen Bedingungen deutlich zu
Tage, da unter Nickel-armen Bedingungen der Nickeleinbau per se zum ,Flaschenhals® der
Maturation wird und eine verminderte Synthese des Carbonylliganden nicht mehr ins Gewicht
fallt. Der Vergleich der Hydrogenaseaktivitit des Wildtyps unter beiden Bedingungen bekréftigt
dies (+Ni*": 15.200 nmol H, + h™' « mg™"; - Ni*": 2100 nmol H, - h™' « mg™) (Rey, Fernandez et al.
1996).

Beziiglich einer neuerlichen Revision der Funktion von HypX lieferten chemolithoautotrophe
Wachstumsexperimente mit Ralstonia eutropha unter CO-Limitation erste Anhaltspunkte
(Kapitel 3.3.4.2). Das Wachstum unter diesen Bedingungen zeigte dieselbe vergroferte
Latenzphase wie das chemolithoautotrophe Wachstum einer AhypX,-Mutante. Tatséchlich
gelang es den physiologischen Phédnotyp beim chemolithoautotrophen Wachstum durch die
externe Zugabe geringer Mengen gasformigen Kohlenmonoxids vollstindig zu komplementieren
(Kapitel 3.4.1). Gleichzeitig konnte der Grund fiir die Wachstumsverzogerung auf eine - durch
CO-Zugabe - reversible Blockade der Hydrogenasematuration eingegrenzt werden. Somit war
eine Verbindung zwischen HypX und der CO-Synthese gezeigt.

Weitere Hinweise auf den katalytischen Mechanismus bzw. das Substrat von HypX brachten

Untersuchungen an der Sequenz sowie Strukturmodelle von HypX. Bereits im Vorfeld dieser
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Studie konnten mittels PROSITE (Sigrist, Cerutti et al. 2002) zwei charakteristische Motive
identifiziert werden (Rey, Fernandez et al. 1996). Eines dieser beiden Motive befindet sich in der
N-terminalen Hilfte und charakterisiert die Substratbindestelle eines N'’-Formyl-THEF-
hydrolysierenden  Enzyms (PS00373). Das andere Motiv ist die Enoyl-CoA-
Hydratase/Isomerase-Signatur (PS00166) der Crotonase-Superfamilie. Die Analyse von 18
HypX/HoxX-Sequenzen zeigte zudem einen Abschnitt (AS 269-296) in der Aminosiuresequenz,
der ein nur geringes Mal} an Konservierung aufweist (siche Anhang, Abbildung 6-6) und HypX
in zwei distinkte Doménen unterteilt. Diese strukturelle Gliederung wurde auch durch eine
Strukturanalyse an HypX gestiitzt (Abbildung 3-39). Durch den Vergleich der sekundéren
Strukturmerkmale konnten homologe Dominen in den Kristallstrukturen anderer Enzyme
identifiziert werden (Soding 2005; Soding, Biegert et al. 2005). Anhand dieser homologen
Doménen konnten beide HypX-Dominen modelliert werden (Kapitel 3.4.13). Ohne konkrete
Vorgaben gemacht zu haben, lieferte dieses ,,Topologie-Mapping* fiir beide Doménen Treffer,
die die Befunde der vorangegangenen Sequenzanalyse bestétigten. So wies die N-terminale
Domine héchste Ubereinstimmung mit der N'’-Formyl-Tetrathydrofolat-Hydrolase Domine
einer FTHFD aus Homo sapiens auf (2CFI). Die C-terminale Doméne zeigte hingegen eine hohe
strukturelle Ubereinstimmung zu einer Enoyl-CoA-Hydratase-Untereinheit aus Streptomyces
coelicolor A3 (3G64).

Um Riickschliisse auf die Funktion eines zu untersuchenden Proteins zu erhalten, wird
regelmiBig die Aminosiuresequenz herangezogen. Uber die Analyse derselben werden
homologe Proteine mit bekannter Funktion identifiziert. Jedoch kann allein aufgrund der
Sequenz allzu haufig keine Beziehung zu einem bekannten Protein hergestellt werden. In solchen
Féllen hat sich die Strukturvorhersage als verldssliches Mittel erwiesen, um weniger eng
verwandte Homologe zu identifizieren, da selbst entfernt verwandte Homologe, die nur eine sehr
geringe Sequenzidentitit zum fraglichen Protein aufweisen, zumeist immer noch eine dhnliche
3D-Struktur aufweisen (Soding, Biegert et al. 2005). Selbst in solchen Féllen, bei denen
aufgrund ihrer entfernten Verwandtschaft nicht mehr zwingend von einer gemeinsamen Funktion
ausgegangen werden kann, konnten noch verifizierte Hypothesen beziiglich des
Reaktionsmechanismus, des aktiven Zentrums und seiner Bestandteile aufgestellt werden
(Pawlowski, Jaroszewski et al. 2000; Todd, Orengo et al. 2001).

Bei der Strukturvorhersage wird eine Sequenzidentitit von wenigstens 20-25 % vorausgesetzt,
ohne dass dadurch die Genauigkeit kompromittiert wird (Soding, Biegert ef al. 2005). Niedrigere
Werte verlangen womdglich zundchst eine manuelle Editierung der Sequenz- bzw. der

Alignment-Parameter bevor ein Template identifiziert werden kann (Kiefer, Arnold et al. 2009).
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In solchen Féllen hiangt die Aussagekraft der einzelnen Modelle stark von ihrer Qualitit ab.
Diese wird u. a. durch den sogenannten QMEAN Score wiedergegeben (Benkert, Tosatto et al.
2008). Riickschliisse und Hypothesen, die mit Hilfe dieser Homologiemodelle erstellt werden,
bediirfen demnach immer auch einer experimentellen Bestédtigung oder weiterer Indizien.

Die N'’-Formyl-Tetrahydrofolat-Bindestelle der N-terminalen Domine lieferte einen
konkreten Anhaltspunkt fiir weitergehende Untersuchungen. Diese Bindestelle ist in einer Reihe
von Enzymen zu finden. Deren Gemeinsamkeit besteht darin, dass alle die Formylgruppe von
10-CHO-THF hydrolysieren. Dabei wird jeweils das Koenzym — die Tetrahydrofolsdure —
regeneriert sowie Formylsdure generiert, welche vermutlich am Enzym gebunden bleibt
(Guillon, Mechulam et al. 1992; Nagy, Marolewski et al. 1995; Chumanevich, Krupenko et al.
2004; Reuland, Vlasov et al. 2006; Krupenko 2009). Wie dieses Zwischenprodukt weiter
enzymatisch umgesetzt wird ist dabei abhédngig von der jeweiligen Enzymklasse (Fuchs 2007).
Die meisten dieser N'’-CHO-THF-hydrolysierenden Enzyme besitzen einen modularen Aufbau.
Dieser wird als das Ergebnis einer evolutiondren Fusion zweier Proteine mit eng miteinander
verbundenen Funktionen angesehen (Reuland, Vlasov et al. 2006; Krupenko 2009). HypX,
welches einen vergleichbaren modularen Aufbau aufweist, konnte demnach aus einer
vergleichbaren Entwicklung hervorgegangen sein.

Experimentelle Daten, welche die Identitit der N-terminalen HypX-Domine als N'’-Formyl-
Tetrahydrofolat-Hydrolase-Doméne bestitigten, lieferte eine Mutagenesestudie an zwei
hochkonservierte Aminosduren. Diese beiden Aminosduren, His74 und Aspl109, sind in allen
untersuchten HypX/HoxX-Homologen konserviert. Dariiber hinaus sind diese Aminosduren auch
in sdmtlichen anderen N'’-CHO-THF-hydrolysierenden Enzymen konserviert, da sie dort das
aktive Zentrum der Hydrolase-Domine bilden. Wiahrend die Mutation von His74 zu einer
Instabilitidt der FTHFD aus Homo sapiens fiihrte, fiihrte die Mutation von Asp109 zur Inaktivitét,
nicht aber zur Instabilitidt (Krupenko und Wagner 1999; Krupenko, Vlasov et al. 2001). Diese
Beobachtungen wurden anhand einer Mutagenesestudie an hypX aus R. eutropha bestétigt
(Buhrke 2006).

Ausgehend von der These, dass N'’-Formyl-THF als Substrat dient, wurde eine Reihe
isogener Ralstonia eutropha-Stamme konstruiert. In diesen Stimmen wurde das gly4-Gen,
welches fiir eine Serin-Hydroxymethyl-Transferase kodiert, durch eine in frame-Deletion
entfernt. Diese Stimme sind nicht mehr in der Lage den THF-Pool! {iber den Katabolismus von
Serin mit C;-Einheiten aufzufiillen. In diesen Stimmen ist die Dekomposition von Glycin die
einzige verbleibende Moglichkeit den THF-Poo/ mit neuen C;-Einheiten aufzufiillen (Matthews
1996; Kikuchi, Motokawa et al. 2008). Die mit der Deletion von gly4A einhergehende
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Auxotrophie fiir Glycin (siehe Kapitel 3.4.5) wurde ausgenutzt, um den THF-Pool spezifisch mit
markiertem *C-Glycin zu versorgen (siche Abbildung 4-1). Die quantitative Markierung des
THF-Pools mit '*C,-Einheiten konnte anhand einer massenspektrometrischen Analyse von ADP,
welches bei seiner Synthese auf N'’-CHO-THF angewiesen ist, nachgewiesen werden
(unverdffentlichte Ergebnisse S. Frielingsdorf).

Basierend auf diesem System konnte auch eine partielle Markierung des Carbonylliganden
der MBH aus einer lithoautotroph kultivierten Kultur nachgewiesen werden. Diese Markierung
zeigte zudem eine klare HypX-Abhidngigkeit (Kapitel 3.4.6). Unter heterotrophen Bedingungen
konnte sogar eine quantitative Markierung des Carbonylliganden der MBH erzielt werden
(Kapitel 3.4.11).
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Abbildung 4-1: Schema der HypX-abhingigen Synthese des Carbonylliganden in [NiFe|-Hydrogenasen aus
R. eutropha. Nach Deletion der SHMT sind die Stdimme nicht mehr in der Lage Glycin zu synthetisieren. Die
Auxotrophie wird durch die Zugabe von externem, '*C-markiertem Glycin komplementiert. Markiertes Glycin,
welches iiber das Glycine-Cleavage-System katabolisiert wird, ist somit das einzige verbleibende Substrat zur
Regeneration des THE-Pools. Die Methylengruppe des entstandenen N°,N'’-Methylen-THF (Formaldehydstufe)
kann dabei iiber N’ N'’-Methenyl-THF zu N'’-Formyl-THF oxidiert werden (Formiatstufe). Die roten Pfeile
markieren den Weg vom a-Kohlenstoff des Glycin zum CO-Liganden in [NiFe]-Hydrogenasen. Abbildung
modifiziert nach Fuchs (2007).

Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass exklusiv das a-Kohlenstoffatom aus Glycin zur
HypX-abhédngigen Markierung beitrdgt, nicht aber das Kohlenstoffatom der Carboxygruppe
(Abbildung 3-38 C-E). Somit kann eine vollstindige, HypX-abhidngige Markierung der
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Carbonylliganden ausgehend von nur einem einzigen Kohlenstoffatom erzeugt werden. Diese
Befunde belegen die These, dass das - Kohlenstoffatom von Glycin - via N'’-Formyl-THF - als
direkte Vorstufe fiir HypX-abhéngige CO-Synthese fungiert (siche Abbildung 4-1).

Insofern sind diese Ergebnisse konsistent mit einer fritheren Hypothese beziiglich der
Herkunft der Carbonylliganden von [NiFe]-Hydrogenasen in E. coli (Forzi, Hellwig et al. 2007,
Forzi und Sawers 2007). Die Autoren postulierten dort eine Synthese aus N'’-Formyl-THF,
genauer Glycin und Serin, als die globale Vorstufe in der CO-Synthese. Im Gegensatz zu dieser
Hypothese zeigten Markierungsexperimente mit *C-Glycin in einem HypX -Hintergrund jedoch
(Abbildung 3-38 A und C) das nur die HypX-abhidngige CO-Synthese in Ralstonia eutropha
iiber N'’-Formyl-THF lauft. Demnach ist sie nur in Organismen relevant die ein HypX-Homolog
besitzen.

Wenngleich anhand der vorliegenden Ergebnisse noch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen
werden kann das Glycin nicht unmittelbar als Substrat gebunden wird, macht die Prisenz einer
N'°-Formyl-THF-Bindestelle am N-Terminus von HypX diese Moglichkeit #uBert
unwahrscheinlich. Da es auBler dem Glycine-Cleavage-System keine anderen, physiologisch
relevanten, katabolen Stoffwechselwege fiir Glycin gibt (Kikuchi, Motokawa et al. 2008), kann
ausgeschlossen werden, dass die markierten C-Atome der Synthese der Carbonylliganden nicht
iiber andere Stoffwechselwege zugefiihrt werden.

Im Vorfeld dieser Studie konnte ein HypX-abhdngiger Effekt nur unter chemo-
lithoautotrophen Bedingungen und ausschlieBlich fiir die beiden energiekonservierenden
Hydrogenasen nachgewiesen werden. Daher wurde postuliert, dass die Reifung der RH nicht
durch HypX beeinflusst wird (Buhrke 2006). Expressionsanalysen in Rhizobium leguminosarum
zeigten jedoch, dass HypX mit den {ibrigen pleiotropen Reifungsproteinen koexprimiert wird
(Rey, Fernandez et al. 1996). Daher wird HypX, auch in Ralstonia eutropha, heute der
pleiotropen Maturation zugeordnet (Buhrke und Friedrich 1998). Da der CO-Ligand, wie hier
bereits gezeigt werden konnte, schon im HypCD-Komplex vorhanden ist (Kapitel 3.2.6 und
3.2.7), muss durch die Deletion von AypX auch die RH betroffen sein. Da die RH alleine
allerdings kein chemolithoautotrophes Wachstum erlaubt, konnte ein etwaiger HypX-abhingiger
Effekt auf die Reifung der RH nur unter heterotrophen Bedingungen untersucht werden. Initiale
Markierungsversuche zeigten bei der RH nur eine minimale Markierung des CO-Liganden
(Abbildung 3-32 A), jedoch wurden diese Markierungsexperimente, dem géngigen Standard
entsprechend, in FGN-Medium ausgefiihrt. Da in diesem Medium die Expression der
Hydrogenasen erst nach Adaption auf Glycerol als Kohlenstoffquelle beginnt (Friedrich, Heine
et al. 1981), ist die Zelldichte zu Beginn der Derepression bereits sehr grofl (ODy4s6 > 6,0). Bei
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diesen Zelldichten sind bereits keine nennenswerten Mengen an molekularem Sauerstoff mehr
im Medium gelost (Abbildung 3-36). Da der Effekt von HypX unter erhdhten
Sauerstoffpartialdriicken am deutlichsten war (Buhrke 2006), konnte aus diesen Umstéinden
gefolgert werden, dass die Wahl der Anzuchtbedingungen (FGN-Medium) nicht geeignet war
um einen solchen Effekt auch bei heterotroph exprimierten Hydrogenasen zu beobachten. Durch
die Umstellung auf GN-Medium (siehe Tabelle 3) und die Ernte der Kulturen bei geringen
Zelldichten (OD436<1,0) konnte eine Hydrogenasepopulation gewonnen werden, die
ausschlieBlich in Gegenwart groBer Mengen geldsten Sauerstoffs gereift ist (vergleiche
Abbildung 3-36). In diesen Populationen wurden regelmifig ein HypX-abhéingiger Effekt auf
die Reifung aller drei Hydrogenasen nachgewiesen. Diese Effekte konnten sowohl auf Ebene der
Hydrogenaseaktivitét (Kapitel 3.4.8), auf Ebene der Maturation (Abbildung 3-34) als auch in der
spezifischen CO-Synthese (Kapitel 3.4.11 und 3.4.12) verifiziert werden. Auf Grundlage der
Beobachtung, dass die HypX-abhingige CO-Synthese unter aeroben Bedingungen den
,Flaschenhals® der pleiotropen Reifung darstellt, konnte durch die Zugabe verschiedener
Aminosduren, namentlich Glycin und Serin, die NAD'-reduzierende Hydrogenaseaktivitit
ganzer Zellen gesteigert werden (Kapitel 3.4.9). Dieser Versuch verdeutlichte die Dynamik der
HypX-abhédngigen CO-Synthese in Korrelation zum geldsten Sauerstoff noch deutlicher als die
Messung mittels FTIR-Spektroskopie. So wurde auf Ebene der Hydrogenaseaktivitit gezeigt,
dass bereits ab einer Zelldichte OD436 von > 0,8, bei einer Konzentration 206 umol O,/1, dieser
,,Flaschenhals* verschwunden ist.

Da die Synthese des Carbonylliganden unter sauerstoffreichen Bedingungen nur
unzureichend gegeben ist, muss HypX als Adaption an diese schwierigen Bedingungen gesehen
werden. Die sich daraus ergebenden Schlussfolgerungen sind konsistent mit Beobachtungen an
einem in vitro-System zur Hydrogenasereifung von [NiFe]-Hydrogenasen aus E. coli. Hier
wurde berichtet, dass einer der friihen Maturationsschritte sauerstoffsensitiv ist (Soboh, Kriiger
et al. 2010). Auf Grundlage der hier durchgefiihrten Studie muss angenommen werden, dass es
sich bei diesem Schritt um die Synthese des CO-Liganden handelt. Die Wahl von N'’-Formyl-
Tetrahydrofolat als Substrat fiir die Synthese des Carbonylliganden birgt dabei einen
entscheidenden Vorteil. Da die Derivate dieses Zweiges des C;-Stoffwechsels u. a. fiir die
Synthese von Aminosduren und Purinen verwendet werden, miissen sie zu jeder Zeit im
Metabolismus zur Verfiigung stehen (Matthews 1996).

Im Folgenden soll der postulierte katalytische Mechanismus von HypX eingehend beleuchtet
werden, der es Ralstonia eutropha unter aeroben Bedingungen ermdglicht, den raren und

toxischen diatomaren Liganden (CO) aus einem Derivat des C;-Metabolismus zu synthetisieren.
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Wie in Kapitel 3.4.17 gezeigt wurde, ist fiir die Gesamtreaktion von HypX, die Synthese des
Carbonylliganden, die Aktivitdt beider Domédnen notwendig. Demnach agieren beide Doménen
konzertiert in einer Gesamtreaktion (Abbildung 4-2).

Unter Beriicksichtigung dieser Gesamtreaktion (siche Abbildung 4-2) und der Tatsache, dass
bei der Hydrolyse der Formylgruppe N'’-CHO-THF (Formiatstufe) Formylsdure als Intermediat
entsteht, ist davon auszugehen, dass die Formylsdure unter Abspaltung von Wasser zu CO

umgesetzt wird (siehe Gleichung 9).
9) HCOOH « CO + H,0

Da das Kohlenstoffatom der Formylgruppe und des CO°‘s die gleiche Oxidationsstufe
(Formiatstufe) besitzen, wiirde eine Konversion der Formylgruppe iiber Formiat (Formylsdure)

zu CO somit keine Redoxreaktion voraussetzen (Fuchs 2007), sondern lediglich eine simple

Dehydratisierung.
1 100 200 300 400 500 597 AA
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ﬁ o MO ﬁ o
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Abbildung 4-2: Postulierte Gesamtreaktion von HypX. Das extern applizierte *C-Glycin versorgt iiber das
Glycine-Cleavage-System den THF-abhingigen C;-Metabolismus. Seine hdchstoxidierte Stufe, N’-Formyl-THF,
dient als Substrat der N-terminalen Hydrolase-Doméne in HypX. Durch Hydrolyse wird der THF-Kofaktor
regeneriert und Formylsdure entsteht. Nach dem Transfer in die C-terminale Dehydratase-Doméne wird die
Formylséure zu einer Carbonylgruppe umgesetzt, dabei entsteht H,O. Das Produkt ist anschlieBend im aktiven
Zentrum der [NiFe]-Hydrogenasen nachweisbar. R = THF .

Fiir eine solche Dehydratisierung sprechen mehrere Aspekte. Sowohl die Sequenzanalyse als
auch die Strukturanalyse legen nahe, dass es sich bei der C-terminalen HypX-Domine um eine
Hydratase handelt. Mitglieder dieser Klasse von Enzymen (EC 4.2.1; Hydro-Lyasen) sind
vorwiegend Dehydratasen, wobei die meisten Hydratasen / Dehydratasen ohnehin vollstindig
reversibel arbeiten (Bugg 2009). Ausgehend von dem Produkt der N'’-CHO-Hydrolase-Reaktion

scheint es eindeutig, dass hier eine Dehydratase-Reaktion vorliegen muss, um CO als direktes
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Endprodukt zu erhalten. Es ist allerdings nicht eindeutig geklart, ob dieses als Carbonylgruppe
gebunden bleibt oder als gasformiges Kohlenmonoxid freigesetzt wird.

Nachdem nachgewiesen werden konnte das beide Doménen konzertiert bei der Synthese des
Carbonylliganden agieren (siche Kapitel 3.4.17), muss es folglich irgendeine Form des
Intermediattransfers zwischen beiden Doménen geben. Daher wurde nachfolgend untersucht wie
beide Doménen von HypX zueinander orientiert sind.

Diese beiden Doménen decken zusammen den bei weitem grofften Teil der
Aminosiuresequenz ab (N'’-Formyl-Hydrolase-Doméne: AS 1-264; Dehydratase-Doméne: AS
296-573). Ein Bereich von etwa 30 AS (AS 269-296) wird jedoch von keinem der beiden
Strukturmodelle abgedeckt. Bei der Modellierung der Gesamtstruktur miissen der C-Terminus
der N'’-Formyl-Hydrolase-Doméne und der N-Terminus der Dehydratase-Doméne in plausibler
Entfernung zueinander liegen, so dass die entstehende Distanz durch diese etwa 30 AS
tiberbriickt werden kann.

Zur Erstellung einer Gesamtansicht wurden beide HypX-Domainen mittels der Web-basierten
Dienste ClusPro 2.0 (Comeau, Gatchell et al. 2004) und RosettaDock (Gray, Moughon et al.
2003; Wang, Schueler-Furman et al. 2005) zueinander ausgerichtet.

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei den Einzeldoménen um Strukturmodelle handelt, ist
eine verldssliche Analyse des Holoproteins schwerlich moglich. So kann das Strukturmodell des
Holoproteins auch nicht dazu dienen zuverldssig die Distanzen zu ermitteln, die das Intermediat
zwischen den beiden Zentren iiberbriicken miisste (Abbildung 4-3 B). Dennoch scheint klar, dass
es einen Transfer der Formylsdure zwischen den aktiven Zentren der beiden Domédnen geben
muss. Wie ein solcher Transfer der Ameisensdure von der N'’-Formyl-THF-Hydrolase-Domine
in die Dehydratase-Domine realisiert wird ist derzeit noch unklar. Eine Mdglichkeit einen
solchen Transfer zu realisieren ist die passive Diffusion durch einen intramolekularen, zumeist
stark hydrophoben Tunnel. Diese Art des Intermediattransfers wurde bereits fiir eine Vielzahl
von Multidoméinen-Proteinen gezeigt. Dabei werden intramolekulare Distanzen von 25-100 A
iiberbriickt (Huang, Holden et al. 2001; Raushel, Thoden et al. 2003). Damit liegt die zu
tiberbriickende Entfernung zwischen beiden aktiven Zentren in HypX in Bereich dessen, was
durch passive Diffusion iiberbriickt werden kann. Obgleich zumindest das aktive Zentrum der
Dehydratase-Doméne in einer hydrophoben Kavitit mit Kontakt zur Proteinoberfliche liegt,
konnte anhand des vorliegenden Strukturmodells kein solcher hydrophober Tunnel identifiziert
werden.

Eine andere Mdglichkeit legen Beobachtungen an der Kristallstruktur der Hydrolase-Doméne
der 10-CHO-THF-Dehydrogenase (FTHFD) aus Rattus norvegicus nahe. Hier konnte gezeigt
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werden, dass eine der katalytischen Aminosduren der Hydrolase-Doméne (D109) an der Spitze
eines flexiblen Loops (1sNGEMDAG ;) sitzt (Abbildung 4-3 A). Die Untersuchungen legen die
Vermutung nahe, dass die gebildete Formylsdure am Aspartat gebunden bleibt und durch eine
konformationelle Verdanderung dieses Loops in die zweite Doméne transferiert wird
(Chumanevich, Krupenko et al. 2004). Eine solche Fixierung besitzt zudem einen
stabilisierenden Effekt und wiirde eine unerwiinschte Deprotonierung unter den zelluldren
Bedingungen verhindern (Formylsdure pK=3,77). Es scheint jedoch unwahrscheinlich, dass eine

konformationelle Anderung eines derart kleinen Loop die gesamte Distanz iiberbriicken kann.

B)

) Aktives Zentrum HOOCH Aktives Zentrum
Dehydratase Hydrolase

Abbildung 4-3: Substrattransfer zwischen beiden katalytischen Doméinen von HypX. A) Nach der Hydrolyse
der Formylgruppe aus N'’-CHO-THF bleibt die resultierende Formylsiure am Asp109 gebunden. Dieses Aspartat
sitzt auf einem flexiblen Loop, bestehend aus den Aminosduren ASN105-GLY111. Der Transfer des Intermediates
wird womdglich durch eine konformationelle Anderung dieses flexiblen Loops realisiert. B) Visualisierung einer
HypX-Gesamtansicht. Diese zeigt die Position der aktiven Zentren beider Doménen zueinander. Die Hydrolase-
Doméne ist in Hellblau abgebildet, die Dehydratase-Doméne ist in Hellgrau dargestellt. Die Position der jeweiligen
katalytischen AS ist hervorgehoben. C) Detailansicht der beiden aktiven Zentren. Die aktiven AS sind
hervorgehoben und gekennzeichnet. Das Oxyanionische Loch ist durch seine AS (11e363 und Gly416) bzw. deren
Oberflache dargestellt. Das Intermediat Formylsdure (FA) wurde jeweils einmal in beide aktiven Zentren modelliert
(Hydrolase-Doméne: rosa; Dehydratase-Doméne: tiirkis). Diese Abbildung wurde mit Chimera v1.5.3 (Pettersen,
Goddard et al. 2004) erstellt.
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Neuere Untersuchungen an demselben Enzym haben einen Kofaktor, 4"-Phosphopantethein,
enthiillt. Dieser ist flir die Funktion des Formylsduretransfers in der FTHFD aus Rattus
norvegicus erforderlich. Uber eine Phosphodiesterbindung ist dieser Kofaktor kovalent an ein
Serin in einer intermedidren Doméne der FTHFD gebunden. Diese prosthetische Gruppe erlaubt
den Transfer des Intermediats in die zweite Domine. Die Autoren beriicksichtigen zudem die
Moglichkeit, dass der bereits erwidhnte Loop dennoch funktionaler Bestandteil des Transfers ist.
So wird vorgeschlagen, dass die Formylsdure am Aspartat gebunden bleibt und der Loop sich zur
Proteinoberfliche 6ffnet, wo das Intermediat vom 4 -Phosphopantethein iibernommen wird und
anschlieend in die Dehydratase-Doméne transferiert wird (Donato, Krupenko et al. 2007). In
HypX sind etliche oberflichennahe Serinreste zu finden. Ob eines dieser Serine an der Bindung
einer bisher unbekannten prosthetischen Gruppe beteiligt ist, muss in weiterfiihrenden
Untersuchungen gekliart werden. Aufgrund der vorliegenden Daten kann der Transfer des
Intermediates zwischen beiden Doménen derzeit nicht abschlieBend geklart werden.

Der Vergleich der N-terminalen Hydrolase-Doméne mit Kristallstrukturen der N'’-Formyl-
THF Hydrolase-Domédne aus Rattus norvegicus und Homo sapiens erlaubte es den genauen
Reaktionsmechanismus zu skizzieren. Dieser Vergleich zeigte, dass nicht nur die Substrat-
bindestelle und essentielle katalytische Aminoséduren (Rey, Fernandez et al. 1996), sondern auch
die Topologie (Kapitel 3.4.14) der Hydrolase-Dominen verschiedener N'’~-Formyl-THF-hydro-
lysierenden Enzymen konserviert ist. Ferner wurde die Funktionalitit dieser Doméne
experimentell mittels einer Mutagenesestudie bestitigt (Buhrke 2006). Daher konnte, in
Analogie zu diesen Hydrolase-Domidnen, der katalytische Mechanismus der N-terminalen

HypX-Doméne abgeleitet werden (Abbildung 4-4).
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Abbildung 4-4: Postulierter Mechanismus der N-terminalen Hydrolase-Domine aus HypX. Aspartat 109
aktiviert ein Wassermolekiil, das nachfolgend die Bindung zwischen dem Carbonyl-Kohlenstoffatom der
Formylgruppe und dem N’ des THFs hydrolysiert. Histidin 74 unterstiitzt wihrenddessen die richtige Orientierung
der Carbonylgruppe. Nach der Katalyse verbleibt die Formylsdure (HCOOH) bis zum Transfer am Aspartat 109
gebunden. R;= THF. Adaptiert aus Krupenko, Vlasov et al. (2001) und Chumanevich, Krupenko et al. (2004).
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In einem ersten Schritt kommt es zur Polarisierung eines katalytisch aktiven Wasser-
molekiils durch das Asp109. Dazu wird dem Wasser ein Proton entzogen. Dieses iibernimmt im
weiteren Verlauf die Rolle einer katalytischen Base. Ein solches katalytisches Wassermolekiil
konnte bereits in den Kristallstrukturen einer GART und einer FMT nachgewiesen werden
(Klein, Chen et al. 1995; Schmitt, Blanquet ef al. 1996).

Das Hydroxyl-lon ist nun fdhig einen nukleophilen Angriff auf das Carbonyl-
Kohlenstoffatom der Formylgruppe auszufiihren. Dieser Vorgang wird durch eine Wasserstoft-
briicke zwischen dem Sauerstoff der Formylgruppe und dem His74 erleichtert, da sie der
Carbonyl-Doppelbindung Elektronen entzieht. Dabei entsteht ein Ubergangszustand mit einem
quartdren Amin und einem benachbarten tetraedrischen Kohlenstoff-Zentrum. In einem weiteren
Schritt kommt es zu einer Elektronen-Umlagerung und zum Transfer eines Protons vom Wasser
zum THF-Kofaktor, welche durch das Aspl09 katalysiert werden. Wéhrend die entstandene
Formylsédure am Aspl09 gebunden bleibt, 16st sich der regenerierte THF-Kofaktor aus der
Substratbindestelle (Krupenko, Vlasov et al. 2001; Chumanevich, Krupenko et al. 2004).

Nach dem Transfer der Formylsdure in das zweite aktive Zentrum in HypX (siehe oben)
kommt es in der C-terminalen Doméne durch die zweite Teilreaktion zur Synthese des
Carbonylliganden aus Ameisensdure. Daher soll nachfolgend die C-terminale Doméne
hinsichtlich der von ihr katalysierten Reaktion eingehend beleuchtet werden.

Wie in Kapitel 3.4.18 dargelegt wurde, enthdlt HypX vermutlich einen mononuklearen Fe-
Kofaktor. Dieser konnte hier allerdings, vermutlich aufgrund der Reinigungsbedingungen, nur in
substdchiometrischen Mengen nachgewiesen werden. Dieser Befund ist konsistent mit der
These, dass es sich bei der C-terminalen HypX-Domine um eine (De-) Hydratase mit enger
struktureller Verwandtschaft zu Nitril-Hydratasen (NHasen) handelt (Miyanaga, Fushinobu ef al.
2001; Mitra und Holz 2007). Prinzipiell sind zwei Arten von Nitril-Hydratasen bekannt, Nicht-
Ham Fe-Hydratasen und Nicht-Corrin Co-Hydratasen. Aufgrund ihrer hohen Sequenzihnlichkeit
wird angenommen, dass die Katalyse in beiden Typen identisch verlduft (Yamanaka, Hashimoto
et al. 2010). Da keine der bekannten N'’-Formyl-Hydrolasen einen Metall-Kofaktor besitzt, kann
der mononukleare Fe-Kofaktor der C-terminalen Domidne zugeordnet werden. Aufgrund der
Metallbestimmung konnte es sich demnach bei der C-terminalen Doméne um eine ,,Nitril-
Hydratase* (Dehydratase) vom Fe-Typ handeln.

In allen NHasen, deren Strukturen publiziert sind, gibt es Reihe von konservierten
Aminosduren (Trp-Tyr-Ser). Diesen wird eine wichtige Funktion innerhalb der Katalyse
zugesprochen (Mitra und Holz 2007). Diese sogenannte ,katalytische Triade™ erinnert zudem an

das aktive Zentrum von Nicht-Metall-Dehydrogenasen. So besitzt zum Beispiel die 2-[(R)-2-
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Hydroxypropylthio]-ethanosulfonat-Dehydrogenase ein aktives Zentrum bestehend aus Lysin,
Tyrosin und Serin (Clark und Ensign 2002; Clark, Boyd ef al. 2004) . Wie in Kapitel 3.4.15
gezeigt wurde, weist auch die C-terminale HypX-Domine eine solche katalytische Triade
(Trp451-Tyrd39-Ser448) auf (Abbildung 4-5 B). In Analogie zu den katalytischen Mechanismen
dieser Enzyme sollte auch fiir die C-terminale HypX-Doméne ein katalytischer Mechanismus
postuliert werden. Verschiedene Mutagenesestudien an unterschiedlichen Enzymen mit
vergleichbaren aktiven Zentren lieferten identische Ergebnisse wie die hier erlangten Resultate
(Tabelle 9), dies belegt die Vergleichbarkeit dieser aktiven Zentren.

Da zu Beginn der durchgefiihrten Mutagenesestudie noch kein Strukturmodell zur C-
terminalen Domédne vorlag, wurde neben den hoch konservierten, potentiell aktiven
Aminosduren (Tyr439-Trp451-Ser448 / Kapitel 3.4.16) auch Asp425 und Tyr453 substituiert.
Wie in Abbildung 3-43 und Abbildung 3-44 zu sehen ist, zeigte jeder Austausch an Asp425
einen totalen Aktivititsverlust bei leicht reduzierter Proteinstabilitdit. Anhand des
Strukturmodells erschlie8t sich jedoch, dass diese AS sehr weit von dem potentiellen aktiven
Zentrum entfernt ist (Abbildung 4-5 A) und folglich hochstwahrscheinlich keine direkte
Funktion bei der Katalyse iibernehmen kann, sondern womdglich an der Stabilisierung der
Tertidrstruktur beteiligt ist.

Ebenso zeigte die Struktur, dass Tyr453 nicht an der Katalyse der C-terminalen Doméine
beteiligt sein kann, da seine Seitenkette im vorliegenden Strukturmodell dem aktiven Zentrum
abgewandt ist (Abbildung 4-5 A). Die Mutagenesestudie zeigte auch hier einen Verlust der
HypX-Aktivitét, wobei es nur in der Y453H-Mutante zu einer damit einhergehenden Instabilitét
des Proteins kam. Interessanterweise zeigte eben diese Mutante, gegeniiber der Negativkontrolle
(HF469) eine deutlich vergroferte Latenzphase im lithoautotrophen Wachstum (Abbildung
3-43). Dies ldsst sich nicht durch einen einfachen Funktionsverlust von HypX erkldren. Es
scheint daher wahrscheinlich, dass hier ein polarer Effekt auf die Transkription des stromabwarts
liegenden hoxA vorliegt. Die Funktion des konstitutiven Promotors wird folglich durch das
verwendete Phenylalanin-Codon (TTT) nicht betroffen, wohingegen das verwendete Histidin-
Codon (CAT) sich negativ auf die Funktion des /hoxA-Promotors auswirkt (natives Tyrosin-
Codon: TAT). Ein solcher Phanotyp wurde bereits fiir die AhypX;-Mutante beschrieben (Lenz,
Schwartz et al. 1994; Buhrke und Friedrich 1998; Schwartz, Buhrke et al. 1999).

Der Austausch von Tyr439 gegen Phenylalanin, Glutamat oder Alanin zeigte jeweils den
Verlust der HypX-Aktivitit (Abbildung 3-43 und Abbildung 3-44). Die Hydroxygruppe des
Tyrosins hat offensichtlich fiir den Mechanismus von Nitril-Hydratasen eine zentrale Bedeutung.

Mit einem pKs-Wert von pKppop=10,07 liegt die Hydroxygruppe im Tyrosin unter
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physiologischen Bedingungen normalerweise protoniert vor. Bei Studien an der 2-[(R)-2-
Hydroxypropyl-thio]ethansulfonat-Dehydrogenase aus Xanthobacter Py2, welche eine Lys-Tyr-
Ser-Triade besitzt, konnte jedoch gezeigt werden, dass das Tyrosin bei physiologischen pH-
Werten (pH = 7,5) deprotoniert vorliegt (Clark und Ensign 2002; Clark, Boyd et al. 2004). Die
Deprotonierung kann durch angrenzende Ladungen einer benachbarten AS positiv beeinflusst
werden. Im konkreten Fall wird angenommen, dass Serin als Base fungiert und die
Deprotonierung des Tyrosins begiinstigt (Mitra und Holz 2007). In Analogie zur Situation in
NHasen muss angenommen werden, dass in HypX die Deprotonierung durch das Ser448
begiinstigt wird. Die Substitution von Tyr439 mit einem Glutamat war der Versuch das
entstehende Oxyanion funktionell durch eine saure Aminosdure zu imitieren. Der pK,-Wert fiir
die Carboxygruppe des Glutamats liegt mit pKs y.coon=4,32 deutlich unterhalb des
physiologischen pH-Wertes. Dennoch konnte das Oxyanion des Glutamats den Verlust des
Tyrosins nicht komplementieren. Die vorliegenden Ergebnisse verweisen auf die zentrale Rolle
dieses Tyrosins fiir die Funktionalitit von HypX. Die Tatsache, dass Phenylalanin nicht in der
Lage war, die Funktionalitdt aufrechtzuerhalten, obwohl es - abgesehen von der endstindigen
Hydroxygruppe - strukturell quasi identisch ist, unterstreicht die Schliisselrolle dieser
Seitengruppe.

Die Austausche von Ser448 gegen Glycin und Alanin fiihrten beide nicht zu einer Instabilitét
des Proteins. Die Funktion von HypX blieb jedoch nur bei der S448G-Substitution erhalten.
Folglich ist die Methylgruppe des Alanins nicht geeignet, eine Deprotonierung von Tyr439 zu
unterstiitzen. Glycin indes unterstiitzt augenscheinlich eine solche Deprotonierung bzw. gibt
durch den Wegfall einer Seitenkette an Position 448 den Weg fiir eine der benachbarten AS frei
die Funktion des Serins zu komplementieren.

Eine Aminosdure, die nicht zur katalytischen Triade gehort, E449, wurde gegen Glutamin
und Aspartat ausgetauscht. Jedoch war nur Aspartat (pKs, g-coon = 3,90) in der Lage die Funktion
des Glutamats zu komplementieren. Dieses Ergebnis zeigt, dass das Oxyanion an dieser Position
eine essentielle Funktion erfiillt. Obgleich ein Glutamat an dieser Position in allen HypX-
Homologen konserviert ist, findet sich keine entsprechende Aminosdure in den Nitril-
Hydratasen. Diese AS ist jedoch regelmiBig in den aktiven Zentren von Crotonase-Enzymen zu
finden, wo sie oft eine wichtige Funktion bei der Katalyse iibernimmt (Hamed, Batchelar et al.
2008). Diese Beobachtung unterstreicht einen potentiellen Hybridcharakter der C-terminalen
Dehydratase-Doméne von HypX. Der vordergriindige Widerspruch zwischen Funktion und
Stabilitdt der E449D-Mutante (siche Kapitel 3.4.16) kann nur damit erklirt werden, dass diese

Substitution sich zwar auf die Proteinstabilitdt auswirkt, aber nicht auf dessen Aktivitit. Die
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Aktivitdt des verbleibenden Proteins muss demnach hinreichend sein, um den HypX'-Phinotyp
auf physiologischer Ebene zu verdecken.

Die dritte Aminosdure der katalytischen Triade, Trp451, wurde gegen Phenylalanin bzw.
Histidin ausgetauscht. Die Tatsache, dass die HypX-Aktivitdt durch ein Histidin an derselben
Stelle nicht betroffen ist, bestdtigt die Annahme, dass der Imidazol-Ring aus Histidin dieselbe
Funktion erfiillen kann wie das Indol-Ringsystem aus Tryptophan. Indol und Imidazol besitzen
beide heterozyklische Ringsysteme, die jeweils ein protoniertes Stickstoffatom beinhalten. Im
Zusammenhang mit der Aufklarung des Mechanismus von NHasen konnten Mitra et al. zeigen,
dass dieses Stickstoffatom an der Aktivierung des benachbarten Tyrosins beteiligt ist (Mitra und

Holz 2007).

Tabelle 9: Vergleich verschiedener Mutagenesestudien. Vergleich verschiedener Mutagenese-
studien an den aktiven Zentren von HypX, NHasen und einer strukturell verwandten Dehydrogenase.

Enzym gunl;lsltli(:?li?or:-" Aktivitit ® Referenz
HypX aus D425A - Diese Studie

Ralstonia eutropha D425N -
D425E -
Y439F -
Y439A -
Y439E ¢ -
S448A -
S448G +
E449Q -
E449D +
W451H +

W451F ¢ - (~44 %)
Y453H -
Y453F -

Co-NHase aus Y68F - (0,6 %) (Miyanaga, Fushinobu
Pseudonocardia et al. 2004)
thermophila JCM 3095
2-[(R)-2-Hydroxypropyl- Y155F - (Clark und Ensign 2002)

thio]ethanosulfonat- Y155E -

Dehydrogenase aus S142A - (0,8 %)
Xanthobacter Py2 S142C -
K159A -

Fe-NHase aus ST113A + (40 %) (Yamanaka, Hashimoto
Rhodococcus erythropolis Y72F - et al. 2010)
N771

“Es liegen spektroskopische Daten vor. W451F zeigt Restaktivitét, jedoch auch den physiologischen
HypX -Phénotyp; ” Aktivitit in R. eutropha bedeutet, dass kein HypX -Phénotyp auf physiologischer
Ebene (Wachstum) nachweisbar ist. Restaktivitit in Klammern; © Funktionell vergleichbare AS
wurden farbig kodiert.
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Daraus kann abgeleitet werden, dass das entsprechende Imidazol in Histidin dieselbe
Funktion erfiillt. Zusédtzlich wird diese These durch die Beobachtung gestiitzt, dass in 27,7 %
aller untersuchten HypX-Proteine an dieser Position ein Histidin zu finden ist. Ein rein aus
Kohlenstoffatomen bestehendes Ringsystem, wie in Phenylalanin, ist jedoch nicht ausreichend.

Alle untersuchten NHasen besitzen einen mononuklearen, sechsfach ligandierten
Metallkofaktor, namentlich Fe oder Co. Dieser wird durch drei Cystein-Schwefelatome, zwei
Amid-Stickstoffatome benachbarter Proteine und ein molekulares Wasser ligandiert (Abbildung
4-5A).

A) B)

Abbildung 4-5: Das aktive Zentrum der C-terminalen Domiine aus HypX. A) Katalytisch aktive Aminoséuren
der Nitril-Hydratase aus Pseudonocardia thermophila JCM 3095 (1IRE). Co, Kobalt B) Strukturmodell der C-
terminalen Doméne von HypX. Wichtige Aminosduren sind farblich hervorgehoben; Oxyanionisches Loch (griin),
potentiell aktive AS ( ), Cysteine (2¢1b). Die Gitternetzstruktur symbolisiert das Oxyanionische Loch.

Die beteiligten Cysteine liegen alle in einem universalen Motiv (CXYCSCX) (Mitra und
Holz 2007). Ein solches Motiv ist in HypX nicht zu finden. Die C-terminale Domine besitzt vier
Cysteine (Abbildung 4-5 B), von denen eines weit ab des aktiven Zentrums liegt (C496).
Lediglich zwei der drei verbleibenden Cysteine (C332 und C336) liegen in einer rationalen
Entfernung zu den Aminoséureresten des aktiven Zentrums. Das Vierte (C322) liegt in dem hier
gezeigten Strukturmodell in einem unstrukturierten Abschnitt nahe den beiden anderen

Cysteinen. Es ist daher vorstellbar, dass auch dieses Cystein in der nativen Struktur in die
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Koordinierung des Kofaktors involviert ist. Das prognostizierte Oxyanionische Loch (11e363 und
Gly416), welches zur Stabilisierung eines Oxyanionen-Ubergangszustandes wihrend der
Katalyse dient (Hamed, Batchelar et al. 2008), wurde durch das Gitternetz veranschaulicht.
Dieses stellt den Anteil der Proteinoberfliche dar, der im vorliegenden Modell durch Ile363 und
Gly416 gebildet wird. Uberdies zeigt die dargestellte Abbildung die Aminosiuren, die potentiell
an der Katalyse beteiligt sind bzw. mittels ortsspezifischer Mutagenese experimentell untersucht
wurden (cyan).

In Analogie zum Reaktionsmechanismus von Nitril-Hydratasen kann ein katalytischer
Mechanismus postuliert werden (Abbildung 4-6). In diesem Modell wird ein ligandierendes
Wassermolekiil durch die direkte Bindung des Substrats, Formylsdure, vom Metall-lon
verdriangt. Durch dessen Lewis-Aciditit wird die Bindung der Hydroxygruppe der Formylsdure
geschwicht, so dass durch einen nukleophilen Angriff des deprotonierten Serin-Sauerstoffs ein

Proton entzogen werden kann.
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Abbildung 4-6: Postulierter Mechanismus der C-terminalen Dehydratase-Doméne. Detaillierte Beschreibung
siche Text. Modifiziert nach Mitra und Holz (2007) und Yamanaka, Hashimoto et al. (2010).

Durch Umlagerung der Elektronen kommt es im Folgenden zur Ausbildung eines
Oxyanions. Dieser reaktive Ubergangszustand wird womdglich iiber das Oxyanionische Loch

stabilisiert, welches augenscheinlich keine Entsprechung in NHasen besitzt. Durch den Entzug
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des Protons der Formylsédure liegt das - zu Beginn deprotonierte - Tyrosin wieder protoniert vor.
Dabei spielt, wie der Glutamat- bzw. Phenylalanin-Austausch zeigen konnte, die Hydroxygruppe
des Tyrosins eine wichtige Rolle als essentielle Sdure und kann nicht durch die Substitution einer
anderen ionisierbaren Seitenkette ersetzt werden. Das Proton greift in einem zweiten
Protoneniibergang zunidchst liber eine Wasserstoffbriicke den Sauerstoff des Oxyanions an.
Dabei bildet sich voriibergehend ein Hydroxyl-lon, welches der verbleibenden Formylgruppe
iber einen nukleophilen Angriff ein weiteres Proton entzieht. Das entstandene Wasser verbleibt
in der hydrophoben Umgebung des aktiven Zentrums zundchst am Tyrosin gebunden, bis die
Abgangsgruppe (CO) das aktive Zentrum verldsst. Im Anschluss wird das Metall-Ion erneut
durch das Wassermolekiil ligandiert. Im Detail gibt es unterschiedliche postulierte Funktionen
fir die einzelnen Aminosduren, z. B. wird fiir das Serin manchmal eine sehr viel indirektere
Funktion beim ,,Fine-Tunning” der Elektronenkonfiguration des Metall-lons antizipiert
(Yamanaka, Hashimoto et al. 2010). So wird erklart, warum entsprechende rekombinante
Enzyme noch Restaktivitit aufweisen (siche Tabelle 9). Die Funktion einer weiteren
durchgehend konservierten Aminosdure (E449) bleibt indes unklar. Die Substitution mit
Glutamin und Aspartat zeigte, dass eine saure AS hier die Funktion von Glutamat
komplementieren kann. Saure Aminosduren sind Bestandteil einer Vielzahl von Enzymen aus
der Familie der Crotonasen, u. a. auch von (De-)Hydratasen (Agnihotri und Liu 2003; Koski,
Haapalainen et al. 2004; Hamed, Batchelar et al. 2008). Es scheint daher nicht ausgeschlossen,
dass HypX einen Hybridmechanismus ausgebildet hat, der Charakteristika beider Enzymklassen
in sich vereint.

Formal stellt der hier vorgestellte Prozess eine Dehydratisierung dar und damit die reverse
Reaktion der von NHasen normalerweise katalysierten Reaktion. Eine solche Dehydratisierung
von Formylsdure und die damit einhergehende Produktion von CO ist bisher noch in keinem
Enzym beobachtet worden, obgleich bereits CO-Produktion auch bei NHasen beobachtet werden
konnte. Durch die Verwendung eines artifiziellen Substratanalogs, fert-Butylisonitril, kommt es
zu einer Isonitril-Hydrolyse, bei der auch CO als Abgangsgruppe freigesetzt wird. Diese
Reaktion setzt allerdings die direkte Bindung des Isonitril-Kohlenstoffatoms voraus und somit
scheidet eine analoge Reaktion im vorliegenden Fall aus (Hashimoto, Suzuki et al. 2008).

Obgleich die enzymkatalysierte Dehydratisierung von HCOOH ein Novum ist, ist diese Art
der Dekomposition von Ameisensdure zu CO und H,O bereits lange bekannt und gut untersucht.
Die Umformung von Ameisensédure zu CO und Wasser wird in der Regel sdurekatalysiert (Yang,
Ger et al. 2008) oder findet unter hyperthermalen Bedingungen (>300 °C) statt (Akiya und
Savage 1998).
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Prinzipiell gibt es HCOOH in zwei Konformeren, cis-Formylsdure und trans-Formylsdure
(Abbildung 4-7). Mit einer cis-trans-Isomerisierungsenergie von 7,5 kcal/mol und einer trans-
cis-Isomerisierungsenergie von 11,5 kcal/mol ist trans-Formylsdure (in Abwesenheit von
Wasser) deutlich stabiler. Daher liegt Formylsdure bevorzugt als trans-Formylsdure vor. In
dieser Konformation ist die Dehydratisierung (effektive Aktivierungsenergie 66,81 kcal/mol)
gegeniiber der Decarboxylierung (effektive Aktivierungsenergie 67,78 kcal/mol) energetisch
bevorzugt. Beide Arten der Dekomposition laufen generell in Abwesenheit, aber auch in

Gegenwart von Wasser ab (Akiya und Savage 1998).

A
, Dehydratisierung ---® Decarboxylierung
@»/ Ubergangszustand _é" Ubergangszustand
66,81 67,78
©
£
©
O
=
.0
)
Y Y
c
L
8,38
4,10
0,00 P CO + H,0 cis-" L 657
Formylséure Formylsaure CO; + H,

»
>

Abbildung 4-7: Energiediagramm fiir die hyperthermale Dekomposition und Isomerisierung von
Formylsiure (HCOOH) in Abwesenheit von Wasser. Adaptiert aus Akiya und Savage (1998).

Da die Kavitét in der das zweite aktive Zentrum liegt stark hydrophob ist, wurde hier davon
ausgegangen, dass die Dekomposition in Abwesenheit eines aktivierenden Wassers verlduft.Da
Formylsdure unter physiologischen Bedingungen deprotoniert, miisste in einer konzertierten,
enzymkatalysierten Dekomposition nicht nur die frans-Konformation stabilisiert werden, es
miisste ferner eine Deprotonierung verhindert werden. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die
in vivo “C-Markierung des CO-Liganden mittels '*C-Na-Formiat nicht erfolgreich war
(Abbildung 3-29), weil CHNaO, in wissriger Losung zumeist in seiner anionisierten Form
vorliegt. Bei der Hydrolyse der Formylgruppe von 10-CHO-THF entsteht jedoch Ameisensiure,
welche wiederum als Substrat fiir die in der C-terminale Domine katalysierte Reaktion dient. In
der Literatur wurde beschrieben das HCOOH auch wihrend Transfers von der N-terminalen in
die C-terminale Doméne gebunden bleibt (Chumanevich, Krupenko et al. 2004; Donato,
Krupenko et al. 2007), was vermutlich — auch in HypX — zu einer Stabilisierung dieses

Intermediates unter physiologischen Bedingungen fiihrt. Die Verwendung von "*C-markierter
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Formylsdure ist daher auch nicht zielfiihrend, da Formylsdure, mit einem pK = 3,77, unter
physiologischen pH-Werten ebenfalls hauptsidchlich deprotoniert vorliegen wiirde. Womoglich
ist das zweite aktive Zentrum im Holoenzym auch iiberhaupt nicht direkt fiir ,,externe*
Formylséure bzw. deren anionische Form zuginglich. Anhand dieses Experiments kann eine
Verwendung von Formiat nicht belegt werden, allerdings kann sie auch nicht schliissig widerlegt
werden. Ferner ist Formiat eine sehr gute Kohlenstoff- und Energiequelle (Friedrich 1981), daher
kann derzeit nicht ausgeschlossen werden, dass das applizierte Formiat durch andere
Stoffwechselprozesse verbraucht wurde, bevor es in signifikanten Mengen zur HypX-
abhingigen CO-Synthese verwendet werden konnte.

Diese ,,Instabilitit von Formylsiure unter physiologischen Bedingungen, aber auch von N'’-
Formyl-THF, stellt ein groBes Hindernis fiir eine eingehende in vitro Charakterisierung von
HypX dar. Daher muss iiber stabile Substratanaloga nachgedacht werden. Wéhrend
Ameisensdure nicht ohne Weiteres zu ersetzen ist, hat sich anstelle von N'’-Formyl-THF bereits
N'°-Formyl-5,8-Dideazofolat bewihrt (Krupenko, Wagner et al. 1995). Zur initialen
biochemischen Charakterisierung der N-terminalen Doméne konnte die Formylsdureproduktion
und die Freisetzung von THF mittels spektroskopischer Assays untersucht werden (Nagy,
Marolewski et al. 1995). Die Produktion von gasformigem CO konnte entsprechend der
Methode von Shepard et al. charakterisiert werden (Shepard, Duffus ef al. 2010).

Fiir eine weitergehende Charakterisierung von HypX ist es unverzichtbar aktives Protein fiir
eine biochemische Charakterisierung zu gewinnen. Bisher gestaltete sich die Uberexpression von
HypX allerdings als schwierig (vergleiche Kapitel 3.4.18). Vergleichbare Probleme wurden
schon bei der Uberexpression anderer N'’-Formyl-THF-abhéngiger Enzyme, wie zum Beispiel
der FTHFD, berichtet. Hier fiihrte die Induktion der Proteinsynthese zur Apoptose der jeweiligen
Zelllinien, da die Expression der FTHFD in schnell proliferierenden Zellen zu einem einseitigen
Verbrauch von C;-Gruppen im Tetrahydrofolat-Stoffwechsel durch die FTHFD fiihrte (Oleinik
und Krupenko 2003). Es ist daher naheliegend, dass auch die Uberexpression von HypX einen
solchen Effekt auf die Ralstonia eutropha-Wirtsstimme hat. Einzig die ektopische
Uberexpression in E. coli als MBP::HypX-Fusionsprotein fiihrte zu einer nennenswerten
Proteinausbeute. Aufgrund zuvor gemachter Beobachtungen bei der ektopischen Expression der
FTHFD in E. coli liegt jedoch die Vermutung nahe, dass das Protein nicht aktiv ist (Donato,
Krupenko ef al. 2007). Es wurde berichtet, dass bei der Expression in E. coli eine essentielle
posttranslationale Modifikation ausbleibt. So zeigte die ektopische Expression von FTHFD aus
Rattus norvegius in E. coli eine reiche Proteinausbeute, jedoch konnte das gewonnene Protein

die Gesamtreaktion nicht mehr katalysieren. Ursdchlich fiir diesen Aktivititsverlust war die
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Tatsache, dass der bakterielle Wirt nicht in der Lage war die essentielle, prosthetische Gruppe
4’-Phosphopantethein zu synthetisieren bzw. kovalent mit dem Enzym zu verbinden (Donato,
Krupenko et al. 2007). Sollte auch HypX auf eine solche prosthetische Gruppe angewiesen sein,
muss auch in diesem Fall in vitro erst eine Rekonstitution mit CoA erfolgen (Donato, Krupenko
et al. 2007). Wie bereits angesprochen ist es ferner denkbar, dass es durch die Fusion mit dem
42,5kDa grolen MBP zu einer sterischen Behinderung kommen konnte, welche die
konformationelle Anderung nach Bindung des Substrats verhindert (Kursula, Schuler et al.
2006).

Eine erprobte, weiterfilhrende Herangehensweise wire daher die separate Expression und
Charakterisierung beider Domédnen. Von besonderem Interesse ist hierbei die Expression der
Dehydratase-Doméne. Zu zeigen, dass es sich hier um eine reversible enzymatische Funktion
handelt, die auch mit Kohlenmonoxid als Substrat funktioniert, wiirde die Mdglichkeit fiir
biotechnologische Anwendungen mit enormem Potential er6ffnen (siehe unten).

Ferner konnte durch BLAST-Analyse eine Reihe weiterer Enzyme nachgewiesen werden, die
der HypX-Familie zuzuordnen sind (siche Abbildung 6-5). HypX/HoxX-Homologe sind interes-
santerweise auch in einigen, wenigen Eukaryoten zu finden (Trichoplax adhaerens, Melampsora
larici-populina, Puccinia graminis, Physcomitrella patens, Branchiostoma floridae, Hydra
magnipapillata). Daraus ergibt sich die Frage, ob HypX/HoxX-Homologe nicht womdglich eine
sehr viel weitreichendere Bedeutung besitzen als ,,bloBe” CO-produzierende, akzessorische
Enzyme der Hydrogenasereifung. Obgleich die Genomdaten vieler dieser Organismen noch nicht
vollstdndig sind, konnten bisher bei keinem dieser Eukaryoten, aber auch bei etlichen der
untersuchten Prokaryoten keine weiteren Hydrogenase-assoziierten Gene festgestellt werden
(Abbildung 6-5). Bemerkenswert ist auch die Tatsache, dass Prokaryoten, Pilze und Pflanzen
keine FTHFD besitzen (Krupenko 2009), aber auch in Trichoplax adhaerens, Branchiostoma
floridae oder Hydra magnipapillata konnten bisher keine FTHFD-Gene verifiziert werden. Die
Funktion der FTHFD besteht in Tieren darin, die vollstindig oxidierten C;-Einheiten von N
Formyl-THF unter Freisetzung von CO; zu ,,entsorgen, um den THF-Kofaktor zu regenerieren
und somit den THF-Pool zu regulieren (Krupenko 2009). Womdglich iibernehmen diese HypX-
Homologe eine vergleichbare Funktion in Organismen, die keine derart ausgepréigte Sensitivitét
gegeniiber CO zeigen, wie dies die ,,hoheren* Tiere tun. Demnach kénnen HypX-Proteine

womoglich als evolutiondre Vorldaufer der FTHFDs angesehen werden.
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4.5 Eine vermeintliche CODH ist als Teil des Wirtsmetabolismus an
der Synthese des Carbonylliganden beteiligt.

Nachdem nun auch die Funktion von HypX geklirt war, war klar, dass die Synthese des
Carbonylliganden groBteils eine Leistung von Genprodukten ist, die auflerhalb der Hydrogenase-
operone kodiert werden. Lediglich die spezifische Anpassung der CO-Ligandensynthese an den
aeroben Lebensstil eines Knallgasbakteriums, wie Ralstonia eutropha, ist durch hypX im
Hydrogenaseoperon kodiert.

Obgleich die Ergebnisse der CO-Limitation nahe legen, dass gasformiges CO nicht die
einzige Vorstufe bei der Synthese des Carbonylliganden ist (Kapitel 3.3.4), besitzt
Kohlenstoffmonoxid in jedem Fall eine wichtige Rolle bei dessen Biosynthese. Im
Zusammenhang mit der Synthese der Carbonylliganden wird als eine weitere Kohlenmonoxid
freisetzende, enzymkatalysierte Reaktion zuweilen die Him-Degradation genannt (Forzi und
Sawers 2007). Ein entsprechendes Gen das fiir eine Himoxygenase kodiert konnte im Genom
von Ralstonia eutropha H16 allerdings nicht identifiziert werden (Pohlmann, Fricke et al. 2006).
Da die Freisetzung von CO durch den Abbau von Hamoglobin aerobe Bedingungen voraussetzt
(Tenhunen, Marver et al. 1969), steht diese Mdglichkeit nur Organismen offen, die, anders als
z. B. E. coli, Hydrogenasen unter aeroben Bedingungen exprimieren.

Eine weitere Mdoglichkeit CO zu produzieren, ist die direkte Reduktion von CO, zu CO
(Roseboom, Blokesch et al. 2005). Enzyme, die eine solche Reduktion vermitteln kénnten, sind
CO-Dehydrogenasen (CODH). CO-Dehydrogenasen bilden eine strukturell und funktionell
vielfdltige Gruppe von Enzymen. Man unterscheidet zwei grundlegende Klassen von CO-
Dehydrogenasen; [Ni-Fe-S]-CODHs und [Mo-Fe-Flavin]-CODHs. Die erstgenannte Klasse von
CODHs sind Bestandteil des CODH/ACS-Komplexes. Dieser dient der Fixierung von
Kohlendioxid in Form von Acetyl-CoA unter anaeroben Bedingungen. Diese Klasse von
CODHs ist ausschlieBlich in anaeroben Mikroorganismen zu finden (Ferry 1995; Ragsdale
2004).

Im Gegensatz dazu findet man [Mo-Fe-Flavin]-CODHs lediglich in Aerobiern. Es sind
mindestens acht Gattungen bekannt, in denen diese CO-Dehydrogenasen identifiziert wurden
(Ferry 1995). Aerobe CO-Dehydrogenasen gehoren genau wie Xanthin Dehydrogenasen, 4-
Hydroxybenzoyl-CoA Reduktasen und Chinolin 2-Oxidoreduktasen zur Familie der Molybdén-
Hydroxylasen (Schubel, Kraut et al. 1995). Diese Enzyme sind zumeist Hexamere (LMS), und
bestehen aus dem Dimer eines Heterotrimers. Das Heterotrimer besteht aus einer grof3en (L),
einer mittleren (M) und einer kleinen (S) Untereinheit. Die groe Untereinheit enthélt dabei das

katalytische Molybdidn bzw. den Molybdopterin-Cytosin-Dinukleotid-Kofaktor (MCD), die
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mittlere Untereinheit ist ein Flavoprotein und die kleine Untereinheit enthilt zwei [2Fe2S]-
Zentren. Einen vergleichbaren Aufbau der vermeintlichen CODHs legen auch die annotierten
Gene aus Ralstonia eutropha nahe.

Als alternative CO-Quelle unter den mikroaeroben Bedingungen einer Ralstonia eutropha-
Kultur mit hoher Zelldichte wire so ein Prozess durchaus vorstellbar, jedoch gehoren alle bisher
identifizierten CODHs aus Ralstonia eutropha augenscheinlich zum aeroben Molybdin-
abhingigen Typ. Die kanonischen CODHs des aeroben Mo-haltigen Typs katalysieren

gewohnlich die Oxidation von Kohlenmonoxid zu CO,,
(10) CO + H,0 — CO, + 2H" +2¢,

und decken somit den Energiebedarf des Wirtes. Das erzeugte Kohlendioxid wird zudem
iiber den Calvin-Benson-Bassham-Zyklus fixiert und dient dem Baustoffwechsel (Ferry 1995;
Ragsdale 2004). Autotrophe Wachstumsexperimente (Kapitel 3.5.1) zeigen jedoch, dass keine
der vermeintlichen CODHs aus R. eutropha Wachstum auf Kohlenmonoxid als Energie-
und/oder Kohlenstoffquelle vermitteln kann und es sich somit bei der vermeintlichen CODH
nicht um kanonische CODHs des aeroben Molybdin-Typs handeln kann. Allerdings konnte
aufgrund dieser Daten nicht ausgeschlossen werden, dass in Ralstonia eutropha eine CODH-
Variante vorliegt, die in der Lage ist CO, zu reduzieren.

Eine mogliche direkte Reduktion von CO, zu CO wurde durch in vivo-
Markierungsexperimente mit *CO, bzw. H?CO;™ untersucht (Kapitel 3.5.5 - 3.5.6). Es konnte
gezeigt werden, dass unter heterotrophen Bedingungen erhebliche Mengen CO, freigesetzt
werden (Kapitel 3.5.5). Im gezeigten Experiment stieg die Konzentration auf einen
Volumenanteil von knapp 1 % CO,, was deutlich iiber der atmosphérischen Konzentration von
etwa 390 ppmv liegt (Keeling, Piper ef al. 2005). Mit einem Anteil von 10 % CO, konnte unter
heterotrophen Bedingungen bei Ralstonia eutropha neben einer partiellen Markierung der
Cyanidliganden jedoch keine Markierung des CO-Liganden festgestellt werden (Kapitel 3.5.5).
Auch die Verwendung von Bicarbonat zeigte ein vergleichbares Ergebnis (Kapitel 3.5.6). Somit
kann eine direkte Reduktion von CO, ausgeschlossen werden. Diesbeziiglich sind die hier
vorgestellten Ergebnisse konsistent mit fritheren Untersuchungen, die E. coli als Wirt
verwendeten (Forzi, Hellwig et al. 2007; Lenz, Zebger et al. 2007). Jiingste Untersuchungen an
der Reifung von [Fe]-Hydrogenasen aus Methanobrevibacter smithii und Methanothermobacter
marburgensis zeigten, dass die CO-Liganden dieser Hydrogenasen aus CO, stammen, was an
sich nicht aulergewdhnlich ist, da hier CO, als basale Kohlenstoffquelle diente. Jedoch wird

dartiber hinaus postuliert, dass auch hier hochstwahrscheinlich gasformiges CO als unmittelbarer
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Vorldufer der Biosynthese der Carbonylliganden dient. Eine direkte CO,-Reduktion wurde
jedoch auch hier ausgeschlossen, da das Genom keine Nickel-abhdngige CODH kodiert (Schick,
Xie et al. 2012).

Vielversprechender  erschienen in diesem Zusammenhang Untersuchungen an
Allochromatium vinosum. Ob CODH-vermittelt oder nicht, konnte hier durch Zugabe von 3 mM
CH;"’COOH zum Medium eine spezifische, 20 %-ige '*C-Markierung des Carbonylliganden
erzielt werden (Roseboom, Blokesch ef al. 2005). Obgleich ein reprimierender Effekt auf die
Hydrogenaseexpression in Ralstonia eutropha durch die Zugabe von Acetat nicht gédnzlich
ausgeschlossen werden kann (Friedrich 1981), =zeigte ein vergleichbares in vivo-
Markierungsexperiment in Ralstonia eutropha keine Markierung eines diatomaren Liganden
(Kapitel 3.5.4).

Interessanterweise zeigte eine Proteomstudie von Kohlmann et al. einen signifikanten
Anstieg der Produktion einiger CODH-Untereinheiten sowie eines akzessorischen Genes unter
chemolithoautotrophen Bedingungen (H, und COy) relativ zu organoheterotrophen Bedingungen
(Succinat) (Kohlmann, Pohlmann et al. 2011). Anhand dieser Proteomdaten wurde daher in
dieser Arbeit eine der vermeintlichen CODHs fiir eine eingehende Untersuchung ausgewihlt und
auf ihre Beteiligung an der Synthese des Carbonylliganden hin untersucht (Kapitel 3.5.2).

Auf Grundlage des in Kapitel 3.3.3 ermittelten Aquimolarititspunktes konnte eine Methode
zur Untersuchung entsprechender Deletionsmutanten etabliert werden. Diese Methode
ermoglicht es jedes in Frage kommende Gen auszuschalten und die entsprechenden
Genprodukte, mittels FTIR-Spektroskopie, auf eine etwaige Beteiligung an der Synthese des
Carbonylliganden hin zu untersuchen. Dazu wird der *CO-Peak nahe dem Aquimolarititspunkt
als Referenzpunkt verwendet. So kann die Menge des intrinsisch produzierten '*CO von Wildtyp
und Mutante verglichen werden (Kapitel 3.5.7). Ein besonderer Vorteil dieser Methode ist die
Moglichkeit auch kleinste Verdnderungen im CO-Pool zu detektieren, auch wenn diese sich
nicht auf physiologischer Ebene bemerkbar machen. Eine etwaige Verdanderung im CO-Konsum
wiirde sich dabei nicht manifestieren, da dieser in gleichem MaBe '*CO und "*CO betreffen
wiirde (einen hypothetischen Isotopeneffekt ausgenommen).

Obgleich so eine Beteiligung der vermeintlichen CODH an der Synthese des CO-Liganden
gezeigt werden konnte, scheidet eine Funktion als kanonische CODH aufgrund der Wachstums-
und SI-Markierungsexperimente aus. Vielmehr scheint es sich hier um ein verwandtes Enzym
aus der Familie der molybdédnhaltigen (Mo-)Hydroxylasen zu handeln, zu denen auch die
aeroben CODHs gehoren (Dobbek, Gremer et al. 1999). Andere Enzyme dieser Familie

katalysieren die oxidative Hydroxylierung unterschiedlichster Substrate wie verschiedene
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Aldehyde oder heterozyklische Aromate (Hille 1996; Dobbek, Gremer et al. 1999). Um die
Natur des Substrats zu beleuchten, wurde ein Vergleich zwischen den Proteinsequenzen der

groBBen Untereinheiten verschiedener Mo-Hydroxylasen und CoxL1 vorgenommen (Abbildung

4-8).
Aktives Zentrum Motiv I Motiv ITI
#4 #4#
Re CoxL1 371 DAYRGAGR 378 256 G 260 508 515
Hp CutL 381 YRCSFR 388 265 G 269 522 529
Pt CutA 378 YRCSFR 385 262 G 264 519 526
Oc CoxL 384 YRCSFR 391 268 G 272 528 535
Pp QorL 369 YRGVG- 374 252 G 256 506 513
An NdhC 370 FRGVG- 375 254 G 258 505 512
Ta HcrA 356 GHG- 361 242 G 246 481 488
Rp HbaC 356 GHG- 361 242 G 246 480 487
Dg MOP 531 FRGYG- 536 418 T 422 653 660
Dd MOD 533 FRGYG- 538 420 T 426 655 662
Dp XDH 923 FRGFG- 928 808 G 812 1051 1058
Bt XDH 909 FRGFG- 914 794 G 798 1037 1044
En HXA 941 FRGFG- 946 826 G 830 1069 1076
Rc XdhB 340 FRGFG- 345 225 G 229 488 495
Konsensus .AhRu.h. GGuFG
Motiv III Motiv IV Motiv V
# # #4 #  #4#
Re CoxL1 547 553 668 FGNII 680 742 VKGCGE 747
Hp CutL 561 567 680 CPTRI 692 752 AKGV. 757
Pt CutA 558 564 677 CPTRI 689 749 AKGV. 754
Oc CoxL 567 573 686 CPTRI 698 758 AKGVGE 763
Pp QorL 544 550 666 CGTMI 678 738 IKGMGE 743
An NdhC 544 550 666 CGVII 678 738 VKGMGE 743
Ta HcrA 520 526 650 VGKAL 662 721 AKEASE 726
Rp HbaC 519 525 648 CGRAI 660 721 DKEASE 726
Dg MOP 695 701 795 LGSLC 807 864 ASGVGE 869
Dd MOD 697 703 795 IGKIC 807 864 ASGVGE 869
Dp XDH 1089 1095 1196 IGSSI 1208 1269 SKAVGE 1274
Bt XDH 1076 1082 1181 VGSSL 1193 1255 SKAVGE 1260
En HXA 1108 1114 1213 VGRTI 1225 1290 SRGVGE 1295
Rc XdhB 527 533 651 AGASL 663 725 SKAVGE 730
Konsensus hs..hN..h..GQ .p.atE

Abbildung 4-8: Sequenzvergleich der Molybdin-Kofakor koordinierenden Motiven von Vertretern der
Molybdiin-Hydroxylasen. Durchgehend konservierte Aminosduren (zu 100 % konserviert) sind griin unterlegt,
hochkonservierte Aminoséuren mit einem Konservierungsgrad > 75 % sind gelb unterlegt. Die Konsensussequenz
zeigt neben den durchweg konservierten Aminosduren (groflgeschrieben) auch Positionen an denen AS mit
bestimmten Eigenschaften konserviert sind (kleine Buchstaben; s, klein; h, hydrophob; t, winzig; a, aliphatisch; p,
polar; u, winzig und hydrophob). Rauten oberhalb der Sequenzen markieren AS, die an der Koordination des MoCo
beteiligt sind. Re CoxL1, Molybdén-Hydroxylase aus Ralstonia eutropha (A/N: YP_724956); Hp CutL, CODH aus
Hydrogenophaga pseudoflavus (AAD00363); Pt CutA, CODH aus Pseudomonas thermocarboxydovorans
(CAA54902); Oc CoxL, CODH aus Oligotropha carboxydovorans (CAA57829); Pp QorL, Chinolin-2-
Oxidoreduktase aus Pseudomonas putida (CAA66830); An NdhC, Nikotin-Dehydrogenase aus Arthrobacter
nicotinovorans (CAAS53088); Ta HerA, 4-Hydroxybenzoyl-CoA-Reduktase aus Thauera aromatica (CAA05038);
Rp HbaC, 4-Hydroxybenzoyl-CoA-Reduktase aus Rhodopseudomonas palustris (AAB42208); Dg MOP, Aldehyd-
Oxidoreduktase aus Desulfovibrio gigas (CAA54439); Dd MOD, Aldehyd-Oxidoreduktase from Desulfovibrio
desulfuricans (CAB64929); Dp XDH, Xanthin-Dehydrogenase aus Drosophila pseudoobscura (AAA29022);
Bt XDH, Xanthin-Dehydrogenase aus Bos taurus (CAA58497); En Hxa, Xanthin-Dehydrogenase aus Emericella
nidulans (CAA58034); Rc XdhB, Xanthin-Dehydrogenase aus Rhodobacter capsulatus (CAA04470);
Sequenzvergleich modifiziert nach (Hédnzelmann, Dobbek et al. 2000).

Dieser Vergleich zeigt zwar hohen Grad an Homologie in allen Kofaktor-bindenden

Motiven, jedoch zeigen sich auch distinkte Unterschiede im sogenannten Active Site Loop.
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Dieser Loop wird als das aktive Zentrum der Mo-Hydroxylasen angesehen und seine
Aminosduresequenz ist fiir die Spezifitit der Substratbindung essentiell (Hanzelmann, Dobbek et
al. 2000). Im Falle der kanonischen CODHs ist z. B. ein konserviertes Cystein an der
Koordinierung eines essentiellen Cu'-Ions beteiligt (Dobbek, Gremer et al. 2002). Im Active Site
Loop von CoxL1 fehlt ein entsprechendes Cystein. Das aktive Zentrum aus CoxL1 zeigt grofite
Ahnlichkeit zum Active Site Loop einer Chinolin-2-Oxidoreduktase aus Pseudomonas putida
(Hanzelmann, Dobbek et al. 2000).

Tatsdchlich sind auch andere Enzyme aus der Klasse der Oxidoreduktasen bekannt, die
gasformiges CO freisetzen (E.C.: 1.13.11.24, 1.13.11.47 oder 1.13.11.48), diese sogenannten
Dioxygenasen katalysieren die oxidative Ringspaltung unterschiedlicher Substrate bei
gleichzeitiger Freisetzung von Kohlenstoffmonoxid.

Da der Active Site Loop von CoxL1 keinem der untersuchten Enzyme gleicht, ist eine
Prognose des potentiellen Substrats schwierig. Hierfiir kommen eine Vielzahl von Aldehyden
und Aromaten in Frage (Hille 1996). Unter Beriicksichtigung des Endproduktes, CO, erscheint
Formaldehyd (CH,O) als ein mogliches Substrat. Die Dekomposition von Formaldehyd zu CO
durch Photolyse ist ein bekannter Prozess (Calvert, Kerr ef al. 1972). Dabei wird CH,O durch

Licht angeregt und zerfillt in zwei unterschiedlichen Reaktionen (11) bzw. (12),

(11) CH,O + hv — HCO + H'
oder
(12) CH,0 + hv — CO + H,.

Das in Reaktion (11) entstandene Formyl-Radikal reagiert anschlieBend in Gegenwart von

Sauerstoff weiter zu einem Hydroperoxyl-Radikal und Kohlenmonoxid,
(13) HCO + O, — CO + HOa.

Eine entsprechende enzymkatalysierte Reaktion (analog zu Gleichung 12) wére im Rahmen der
Maturation von [NiFe]-Hydrogenasen durchaus denkbar. Ein entsprechendes in vivo-Experiment

mit *C-Formaldehyd wiirde an dieser Stelle Klarheit schaffen.

4.6 Fazit und Perspektiven

In dieser Studie konnten hinsichtlich der pleiotropen Maturation von [NiFe]-Hydrogenasen
wesentliche Fortschritte erzielt werde (siehe Abbildung 4-9). So konnte unter anderem gezeigt

werden, dass beide Cyanidliganden und auch der Carbonylligand bereits im HypCD-Komplex
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vorhanden sind. Dieser Befund konnte unabhingig fiir £. coli und R. eutropha bestitigt werden.
Es konnte iiberdies gezeigt werden, dass die Ligandierung des katalytischen Eisens mit den CN'-
Liganden die Voraussetzung fiir die Ligandierung mit CO ist und das zumindest HypE in
stochiometrischen Mengen mit HypC und HypD vorliegen muss.

Ferner konnte in dieser Studie unzweifelhaft gezeigt werden, dass die Synthese des
Carbonylliganden eine Leistung des Wirtsmetabolismus ist und eine gemeinschaftliche Leistung
mehrerer Synthesewege sein muss. Dabei gibt es deutliche Unterschiede zwischen den
verschiedenen Anzuchtbedingungen. Ferner sind auch Unterschiede zwischen den einzelnen
Organismen sind feststellbar. Die Quantifizierung erbrachte eine Konzentration der intrinsischen
Vorstufen im niedrigen, nanomolaren Bereich. Damit scheint es wahrscheinlich, dass es sich um

eine nicht ndher bestimmte Nebenreaktion des Metabolismus handeln muss.

N"-CHO- 0, %
THF
ATP  AMP + PP; |
2x CN
CH,0?
|
ATP ADP + P,

Mo- Hydroxy-
lase (Cox1)

F/4—}:/CO

SH < >

red

-

Chromosomale
Proteine

Abbildung 4-9: Erweitertes Schema der pleiotropen Maturation von [NiFe]-Hydrogenasen aus Ralstonia
eutropha. Der HypCD-Komplex enthilt neben zwei CN-Liganden auch den Carbonylliganden. Die Fe(CN),(CO)-
Einheit wird im Anschluss an die Assemblierung als Ganzes in die gro3e Untereinheit transferiert. Die Synthese des
Carbonylliganden erfolgt {iber ein Netzwerk von verschiedenen, zumeist unbekannten, enzymatischen Reaktionen.
Diese stellen unter unterschiedlichen Bedingungen einen variierenden Anteil am CO-Gesamtpool. Unter aeroben
Bedingungen leistet HypX einen entscheidenden Beitrag. Ausgehend von N'’-CHO-THF wird der CO-Ligand unter
aeroben Bedingungen in einer zweistufigen Synthese produziert. Weitere Reaktionen zeigen mit zunehmender
Anaerobisierung einen steigenden Anteil an der CO-Synthese. Eine weitere CO-Quelle ist eine vermeintliche CODH
(CoxMSL1), die hochstwahrscheinlich den Mo-Hydroxylasen zuzuordnen ist. Ein Substrat ist derzeit noch
unbekannt.

Als erstes konkretes Enzym konnte HypX als CO-Produzent identifiziert werden. Als
Anpassung an extrem sauerstoffreiche Bedingungen setzt dieses akzessorische Enzym N'’-
Formyl-THF in einer beispiellosen, zweistufigen Reaktion zum Carbonylliganden um. HypX ist

damit auch eine Erkldrung fiir die hohe Sauerstofftoleranz der [NiFe]-Hydrogenasen in Ralstonia
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eutropha, die parallel zu den Resistenzmechanismen der einzelnen Hydrogenasen auch fiir die
pleiotrope Reifung aller drei Hydrogenasen gegeben sein muss.

Dariiber hinaus konnte ein weiteres Enzym als potentielle CO-Quelle identifiziert werden. Da
fiir diese vermeintliche CODH (vielmehr ein Enzym aus der Familie der Mo-Hydroxylasen)
bisher kein Substrat bekannt ist, kann die Natur der katalysierten Reaktion nicht ndher benannt
werden. Lediglich ein Beitrag zur Gesamtsyntheseleistung des Carbonylliganden ist aufgrund
eines neuartigen Assays nachweisbar.

Hinsichtlich weiterfilhrender Studien, basierend auf den hier vorgestellten Ergebnissen,
zeigen sich zwei deutliche Schwerpunkte.

Der erste Schwerpunkt ist eine weitergehende Untersuchung des HypCD-Komplexes.
Autbauend auf der bestehenden Methodik sollte versucht werden fiir R. eutropha eine in vitro-
Reifung aufzubauen, die es ermoglicht die einzelnen Zwischenschritte des Ligandierungs-
prozesses aufzulosen. Zudem konnte, wie bereits erwdhnt, versucht werden durch eine
konditionale Arretierung der Reifung Intermediate der Reifung zu akkumulieren.

Von groflerem Interesse wire allerdings eine eingehendere Untersuchung von HypX. HypX
ist ein bisher vollig unbekanntes, neues Enzym des THF-abhingigen C,-Stoffwechsels, von dem
man annahm bereits alle beteiligten Enzyme zu kennen. Vor allem die Uberexpression und
Reinigung von HypX als Ganzes oder in einzelnen Doménen muss das vordringliche Ziel
kommender Arbeiten sein. Die biochemische Charakterisierung, insbesondere der C-terminalen
Dehydratase-Doméne, ist dabei von auBerordentlichem Interesse. Eine etwaige Umkehrbarkeit
der vorgeschlagenen Formylsdure-Dehydratisierung besdfle enormes wissenschaftliches, vor
allem aber biotechnologisches bzw. wirtschaftliches Potential. Durch die Hydratisierung von
Kohlenmonoxid zu Formylséure wire eine Moglichkeit gefunden Energie sicher, effizient und in
hoher Dichte (1,8 kWh/I) zu speichern (personliche Kommunikation Prof. M. Beller). Durch den
Einsatz einer DFAFC (engl.: Direct Formic Acid Fuel Cell) (Uhm, Lee et al. 2009; Erickson,
Mitrovski ef al. 2011) oder die Dehydrierung zu CO, und H, (Boddien, Loges ef al. 2008; Loges,
Boddien et al. 2008) konnte diese Energie nutzbar gemacht werden. Je nach Herkunft des
verwendeten Kohlenmonoxids wire ein solches Verfahren zudem klimaneutral, da nur soviel
CO, freigesetzt wiirde wie zuvor CO bei der Synthese von Formiat gebunden worden wiére.
Ausreichend groBe Mengen an Kohlenmonoxid koénnten unter anderem durch
Untertagevergasung von Kohle (Schulz 1999), bei der Erdgasreformierung (Synthesegas) oder
durch die Reduktion von CO; in einem Sonnenofen mit keramischen Kobaltferrit als Katalysator

(energy.sandia.gov) gewonnen werden.
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Untersuchungen an HypX wiren zudem auch aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu
Nitril-Hydratasen interessant. Nitril-Hydratasen werden bereits heute gromaBstéblich
eingesetzt, um verschiedene Feinchemikalien in Bioreaktoren zu produzieren und anschlieSend
zu reinigen. So werden verschiedene Nitrile in ihre korrespondierenden, hoherwertigen Amide
umgewandelt. Unter anderem werden Acrylamide (>30.000 t/Jahr), Nicotinamide (>3.500 t/Jahr)
und 5-Cyano-Valeramide in grolen Mengen auf diesem Weg hergestellt (Mitra und Holz 2007).
Zur Erweiterung dieses Spektrums werden grofle Anstrengungen unternommen diese Enzyme
fiir weitere Substrate zuginglich zu machen (Prasad und Bhalla 2010). Eine ausfiihrliche
Charakterisierung des aktiven Zentrums der C-terminalen HypX-Domine konnte sich auch als

hilfreich fiir das Verstdndnis der Substratbindung in diesen NHasen erweisen.
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6 Anhang
6.1 Typische Reinigung der RHsopstrep
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Abbildung 6-1: Eine typische Reinigung der RHg,pstrep- Nach Aufschluss von 3-5 g Zellen wurde der Zellextrakt,
wie in Kapitel 2.3.3, beschrieben iiber Strep-Tactin Spin Columns®™ gereinigt. A) Die gepoolten Elutionsfraktionen
und der Losliche Extrakt wurden durch eine denaturierende 12 %-ige SDS-PAGE getrennt und anschlieBend iiber
eine Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. Es wurden jeweils Sug der gepoolten Elutionsfraktionen bzw. 1ul
16slicher Extrakt aufgetragen. B-C) Je 5 ng des vereinigten Eluates wurden iiber 12 %-ige SDS-PAGE getrennt und
auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. AnschlieBend wurden die grofle Untereinheit (HoxC) und die ,,getagte
kleine Untereinheit (HoxBgopswep) der RH durch eine Antikdrperfirbung mit a-RH Antikorper (B) bzw. a-Strep
Antikorper (C) verifiziert. S, Proteinstandard; LE, Loslicher Extrakt; P, vereinigte Elutionsfraktionen.
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6.2 Einfluss verschiedener Aminosauren auf die HypX-abhéngige
Hydrogenasematuration
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Abbildung 6-2: Abhiingigkeit der Hydrogenaseaktivitit von Zugabe von verschiedenen Aminosiduren.
Aktivitit der NAD'-reduzierenden Hydrogenase aus Ralstonia eutropha H16 (A) und HF469 (C) unter
heterotrophen Bedingungen. Heterotrophes Wachstum von H16 (B) und HF469 (D) in GN-Medium. Es wurde je
5mM Alanin (), Serin (dunkelblau) und Glycin ( ) zugegeben. Die Kontrollgruppe (griin) enthielt
keine zusitzlichen Aminosduren. Die relative Hydrogenaseaktivitidt wurde auf die maximale Aktivitit der Kontrolle
bei 31 Stunden normiert, bevor sich die Wirkung von HypX egalisiert hat (51 Std.). Die volle Aktivitit (100 %) von
H16 (bei 31 Std.) liegt bei 1,69 0,04 U/mg; die volle SH-Aktivitdt von HF469 (bei 31 Std.) hingegen liegt bei
0,47 £0,03.
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6.3 Strukturelles ,,Alignment” der N-terminalen Doméane aus HypX

HypX 1 MRILL LTHSENSLTQ RLFVELRQRG HLVSVEFDIA -—-—-—--—-—-—— ——————————
2CFIA 1 fgs--mkiav iggs--1lfgg evychlrkeg hevvgvitvp _ _
HypX Sssss S hhh hhhhhhhh sss

2CFIA Sssss ss hhhh hhhhhhhh Sssssss hhh hhhhhh ss
HypX 36 ——-—-——————= -- DSVTEEAV ALFAPDLVIA PFLKRAIPER IWSRL--VCL VVHPG-IVGD
2CFIA s4 [ BB1odvvaky galgaelnvl pfcsqfipme iisaprhgsi iyhpsllprh
HypX hhhh hh ssss hh hhh Ss sssss
2CFIA sss hhhhhh hh sSsss hh hhh Sss sssss

HypX 81 RGPSALDWAI VRDERSWGVT VLQANGEMDA GPVWASATFP MRAARKSSLY RNEV-TVAAV
2CFIA 114 rgasainwtl ihgdkkggfs ifwaddgldt gdlllgkece vlpddtvstl ynrflfpegi
HypX hhhhhh h SSSsss SSSs SSsssssss s hhhh hh hhh
2CFIA hhhhhh h SSSSSS ssss S5555SSSs s hhhh hh hhhhh
HypX 140 QAVLEALAAF EAGWRSANDA QSGPGTWNPA MRQAERGIDW ARESTAAVLA KLHAADSFPG
2CFIA 184 kgmvgavrli aegkaprlpg peegatyegi gkketakinw dg-paeaihn wirgndkvpg
HypX hhhhhhhhhh hh hh hhhhh hhhh

2CFIA hhhhhhhhhh hh hh hhhhhh hhhh

HypX 200 VPDALFGQPC RLFDAHAATP QTVA----—- RAPRGQPGDI VARREHAVLR LTVDAGVWIG
2CFIA 234 awteacegkl tffnstilfss [cilvyelleleENle pgvv t--kaglilf gnddkmllvk
HypX S5SSs SsSS sSsSSSS hh ss s Sssss s Ssssss
2CFIA SSSSS SSS ssssss sss sss s Sssss s Ssssss
HypX 254 HAKLAVRDEW E------

2CFIA 291 nigledgkmi lasnffk

HypX ssss sSss s

2CFIA ssss sss ss

Abbildung 6-3: Strukturelles ,,4lignment“ der N-terminalen Domine aus HypX. Aminoséuren die an der
Ausbildung eines sekundiren Strukturmerkmals beteiligt sind, sind mit einem ,,h* bei einer Helix oder einem ,,s* fiir
eine Faltblattstrukur gekennzeichnet. Rote Lettern kennzeichnen die katalytisch aktiven Aminosduren. Die blauen
Lettern der HypX-Sequenz entsprechen dem unstrukturierten Abschnitt zwischen AS 151-183 (Abbildung 3-40 A;
blauer Abschnitt). Die rot bzw. blau unterlegten Abschnitte der Referenzsequenz entsprechen den Abweichungen
zwischen beiden Strukturen (Abbildung 3-40 B; blaue und rote Abschnitte).
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6.4 Strukturelles ,,Alignment* der C-terminalen Doméane aus HypX

HypX 296 DAGEWSEFR YWEDDSGAGL VGYLAFDCY- -NGAMSTAQC QRLCAALRY-
3G64A 2 xspftgsaa- -ptpewrhlr veit----dg vatvtlarpd klnaltfeay adlrdllael
HypX S SSSSSS SSS SSSSSs hhhh hhhhhhhhh
3G64A S ssss Ssssss hhhh hhhhhhhhhh
#

HypX 343 ARGRQTRVLV LLGGEDFFSN GIHLHQIEAA EHRGAESAAD ASWRNIQAMD DVAEEILAFS
3G64A 55 srrravralv lagegrgfcs ggdvdeiiga tlsxdt---a rlldfnrxtg gvvravre-c
HypX Sss ss ss s hhhhhhh h hhhhhhhhhh hhhhhhh
3G64A hhh SSs ss ss s hhhhhhh h h h hhhhhhhhhh hhhhhhhh

# © GO ©
HypX 402  DRETVSALRG NaGRGGVFLA LAANNMNARE GVLVNPHEEAN MENLYGSEYW IRERLE®RVGA
3Ge4A 112 pfpviaalhg vaagagavla laadfrvadp strfaflftr vglsggdxga ayllprvvgl
HypX ssssss s sssshhhhhh hh sssss sSss hh h hhhhhh h
3G64A ssssss s sssshhhhhh hh sssss sSsss hh h hhhhhh h
HypX 462 [E2ARIMBGR @PMSVRRAIE IELIBASLDG DARSCLAEIG RRAVAWMAREP DYAAHIDNKR
3Ge4A 171 ghatrllxlg dtvrapeaer igliselte- -egradeaar tlarrladgp alahagtkal
HypX hhhhhhhhh hhhhhh h Sss hhhhhh hhhhhhh hhhhhhhhhh
3G64A hhhhhhhhh ssshhhhh h Sss hhhhhh hhhhhhh hhhhhhhhhh
HypX 522 RKRAADEAAK PLAQYREEEL VHMHRNFYGF DPSYHVARYH FVYKLPHAHT PR
3G64A 231 ltaeld---x plaaavelda stgallxtge --dyaefhaa ftekrppkwg gr-
HypX hhhhh hhhhhhhhh hhhhhh hhhhhhhh hhh
3G64A hhhh hhhhhhhhh hhhhhhh hhhhhhhh hhh

Abbildung 6-4: Strukturelles ,,Alignment“ der C-terminalen Domine aus HypX. Aminosduren die an der
Ausbildung eines sekundiren Strukturmerkmals beteiligt sind, sind mit einem ,,h* bei einer Helix oder einem ,,s* fiir
eine Faltblattstrukur gekennzeichnet. Die AS, die zur Substratbindestelle gehdren, sind griin unterlegt. Die AS des
Trimerisierungsinterface sind blau unterlegt. Eine AS (Met442), ist dabei Bestandteil beider Signaturen, diese AS ist
gelb hervorgehoben. Die Rauten (#) oberhalb der Sequenz von HypX markieren die AS, die an Bildung des
Oxyanionischen Lochs beteiligt sind. Das ©-Symbol markiert hochkonservierte AS, welche putative aktive AS sind.
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6.5 Phylogenetische Verteilung von HypX-Homologen
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Abbildung 6-5: Phylogenetische Verteilung von HypX/HoxX-Homologen. ,Knallgasbakterien“ sind blau
dargestellt (soweit bekannt). Spezies die mit Griin hervorgehoben wurden besitzen auch andere hydrogenase-
assoziierte Gene. Organismen die in Rot dargestellt wurden besitzen keine Hydrogenasen (sofern bekannt). Fiir die
in schwarz geschriebenen Organismen liegt kein vollstindiges Genom vor. Die farbigen Sphéren indizieren den
entsprechenden Stamm, Klasse, bzw. Ordnung. Der Grenzwert fiir eine Berlicksichtigung beim Squenzvergleich
wurde auf einen E-Value von 2*¢™ festgesetzt. Folgende Organismen mit HypX/HoxX-Homologen wurden beim
zugrundeliegenden Multi-Sequenzvergleich beriicksichtigt: Acaryochloris marina MBIC11017, YP_001520946.1;
Accumulibacter phosphatis clade A str. UW-1, YP 003166011.1; Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1,
YP_742845.1; Amycolatopsis mediterranei U32, YP_003766118.1; Aquifex aeolicus VF5, NP_213788.1; Azoarcus
sp. KH32C, BAL26072.1; Bradyrhizobium japonicum, CAA78990.1; Bradyrhizobium japonicum USDA 110
BACS52191, Branchiostoma floridae, XP_002592743.1; Burkholderia rhizoxinica HKI 454, YP_004022592.1;
Campylobacterales bacterium GD 1, ZP_05072344.1; Chromobacterium violaceum ATCC 12472, NP_903812.1;
Cupriavidus metallidurans CH34, YP_583693.1; Dechloromonas aromatica RCB, YP_287160.1; Dechlorosoma
suillum PS, EGWS59710.1; Frankia symbiont, YP_004583817.1; Hydra magnipapillata, XP_002169603.1;
Hydrogenivirga sp. 128-5-R1-1, ZP_02178182.1; Hydrogenobacter thermophilus TK-6, YP_003433460.1;
Hyphomicrobium  denitrificans 1NES1, EHB75344.1; Leptothrix cholodnii SP-6, YP_001791480.1;
Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1, CAM75713.1; Magnetospirillum magneticum AMB-1, YP_420998.1;
Magnetospirillum magnetotacticum MS-1, ZP_00055441.1; NP_773566.1; Melampsora larici-populina 98AG31,
EGG05706.1; Mesorhizobium alhagi CCNWXJ12-2, EHK54675.1; Mesorhizobium amorphae CCNWGS0123,
ZP 09092245.1; Methylibium petroleiphilum PM1, YP _001021998.1; Methylocystis sp. ATCC 49242,
ZP 08070739.1; Methylomicrobium album BGS8 (1), ZP_08483504.1; Methylomicrobium album BGS8 (2),
ZP 08483816.1; Methyloversatilis universalis FAMS, ZP 08506124.1; Nitratifractor salsuginis DSM 16511;
YP 004167111.1; Nitratiruptor sp. SB155-2, YP 001356445.1; Nitrosomonas sp. Is79A3, YP 004696319.1;
Oceanospirillum sp. MED92, ZP 01166042.1; Physcomitrella patens subsp. patens, XP_001780677.1;
Polaromonas naphthalenivorans CJ2, YP_982187.1; Pseudomonas brassicacearum subsp. brassicacearum
NFM421, YP _004353165.1; Pseudomonas fluorescens Pf-5, YP_260772.1; Pseudomonas fluorescens Pf0-1,
YP 348856.1; Puccinia graminis f. sp. tritici CRL 75-36-700-3, XP_003336072.1; Ralstonia eutropha H16,
NP _942660.1; Rhizobium leguminosarum, CAA85446.1; Rhodococcus erythropolis PR4, YP 002766527.1;
Rhodococcus  erythropolis  SK121, ZP_04387290.1; Rhodoferax ferrireducens T118, YP_525330.1;
Saccharophagus degradans 2-40, YP_526001.1; Shewanella sediminis HAW-EB3, YP_001475080.1; Sorangium
cellulosum 'So ce 56', YP_001617020.1; Stackebrandtia nassauensis DSM 44728, YP_003513239.1; Streptomyces
avermitilis MA-4680, BAC75076.2; Streptomyces avermitilis MA-4680, NP _828541.1; Streptomyces cattleya
NRRL 8057, YP_004919797.1; Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 (1), ZP_08219443.1; Streptomyces
clavuligerus ATCC 27064 (2), ZP _06775022.1; Streptomyces scabiei 87.22, YP 003494152.1; Streptomyces sp.
Mgl, ZP _05001454.1; Streptomyces sviceus ATCC 29083, ZP_06915368.1; Streptomyces viridochromogenes DSM
40736, ZP_07301684.1; Streptomyces zinciresistens K42, ZP_08806232.1; Sulfurimonas autotrophica DSM 16294,
YP_003892361.1; Sulfurimonas denitrificans DSM 1251, YP_393937.1; Sulfurovum sp. NBC37-1,
YP_001358952.1; Thermocrinis albus DSM 14484, YP_003473804.1; Thioalkalivibrio thiocyanoxidans ARh 4,
ZP 08930120.1; Trichoplax adhaerens, XP_002112030.1. Die Aminosduresequenzen stammen aus der NCBI-
Proteindatenbank. Der zugrundeliegende Multi-Sequenzvergleich sowie die phylogenetische Analyse wurden mit
COBALT @ NCBI durchgefiihrt. Die AS-basierten phylogenetischen Abstinde wurden geméal Grishin berechnet
(Grishin 1995) der phylogenetische Stammbaum wurde mit Hilfe von DENDROSCOPE erstellt (Huson, Richter et
al. 2007). Der MaBstabsbalken stellt die evolutiondre Distanz in 0,1 Substitutionen pro Position, berechnet anhand
der Anzahl und Wahrscheinlichkeit von Aminoséuresubstitutionen an der jeweiligen Stelle, dar.
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Abbildung 6-6: Sequenzvergleich von HypX/HoxX-Sequenzen. Die, das ,,Oxyanionische Loch® bildenden, AS
Leucin und Glycin sind mit # gekennzeichnet. Potentiell katalytisch aktive AS sind mit einem © oberhalb der
Sequenz gekennzeichnet. Blaue Buchstaben oberhalb der Sequenz markieren Position und Art der AS, die alternativ
durch gerichtete Mutagenese in die HypX-Sequenz eingefiigt wurden, um die Relevanz der jeweils konservierten
AS fiir Struktur und Funktion zu untersuchen. Farbig unterlegte Buchstaben zeigen die AS an den Positionen,
welche bereits im urspriinglichen 10-Formyl-Bindestellen-Motiv bzw. dem Crotonase-Motiv zu finden sind.
Folgende Spezies bzw. ihre HypX-Isoformen wurden bei dem vorliegenden Sequenzvergleich beriicksichtigt:
Aquifex aeolicus VF5, NP _213788.1; Bradyrhizobium japonicum USDA 110, BAC52191.1; Campylobacterales
bacterium GD 1, ZP _05072344.1; Chromobacterium violaceum ATCC 12472, NP 903812.1; Cupriavidus
metallidurans CH34, YP 583693.1; Hydrogenivirga sp. 128-5-R1-1, ZP 02178182.1; Hydrogenobacter
thermophilus  TK-6, YP 003433460.1;  Magnetospirillum  gryphiswaldense ~ MSR-1, CAM75713.1;
Magnetospirillum magneticum AMB-1, YP_420998.1; Nitratiruptor sp. SB155-2, YP_001356445.1; Pseudomonas
fluorescens Pf-5, YP_260772.1; Ralstonia eutropha H16, NP_942660.1; Rhizobium leguminosarum, CAA85446.1,
Rhodococcus erythropolis PR4, YP_002766527.1; Saccharophagus degradans 2-40, YP_526001.1; Stackebrandtia
nassauensis DSM 44728, YP_003513239.1; Streptomyces avermitilis MA-4680, NP_828541.1; Sulfurovum sp.
NBC37-1, YP_001358952.1.
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