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1. Zusammenfassung

Die Familie der prokaryotischen Multihdm Cytochrome ¢ (MCC) besitzt eine zentrale Rolle im
biogeochemischen Stickstoffkreislauf. Zwei bedeutende Multihdm Cytochrome c, die am Umsatz
von Stickstoffverbindungen beteiligt sind, sind die Pentahdm Cytochrom c Nitritreduktase (NrfA)
und die Oktahdm Hydroxylamin-Oxidoreduktase (Hao). Die Nitritreduktase ist dabei in den
anaeroben Stoffwechselprozess der Ammonifikation involviert wohingegen die Hydroxylamin-
Oxidoreduktase an dem aeroben Prozess der Nitrifikation beteiligt ist. Vertreter der MCC-Familie
weisen zumeist einen vielseitigen enzymatischen Charakter auf. Ein prominentes Beispiel hierfiir
ist die Nitritreduktase (NrfA), welche neben der Nitrit- und Hydroxylamin-Reduktion zu
Ammonium ebenfalls die Detoxifikation reaktiver Stickstoff-Spezies katalysiert. Die Oktahdm
Cytochrom ¢ Hydroxylamin-Oxidoreduktasen (fakultativ) anaerober Nitrat-Ammonifizierer
(¢Hao) sind ebenfalls der MCC-Familie zugehorig. Strukturell weisen éHao-Proteine Identitdten
von bis zu 22 % zur Hydroxylamin-Oxidoreduktase der nitrifizierenden Bakterien auf.
Epsilonproteobakterielle Hydroxylamin-Oxidoreduktasen (¢Hao), die in den Genomen diverser
Nitrat/Nitrit-Ammonifizierer identifiziert wurden, wurden jedoch bislang weder biochemisch
noch enzymatisch charakterisiert. Interessant ist jedoch, dass diese Organismen bis auf wenige
Ausnahmen kein Homolog der periplasmatischen Nitritreduktase NrfA besitzen. Aufgrund dessen
wurde vermutet, dass die entsprechenden Bakterien iiber einen bisher nicht untersuchten Weg
der Nitritverwertung verfiigen. Weiterhin wurde angenommen, dass éHao-Proteine mafgeblich
an diesem neuen Reaktionsweg beteiligt sein konnten. Die Ziele dieser Arbeit waren daher die
heterologe Produktion diverser epsilonproteobakterieller Hydroxylamin-Oxidoreduktasen im
Wirtsorganismus  Wolinella  succinogenes, die Reinigung der Proteine mittels
Affinitatschromatographie und die ortsspezifische Mutagenese ¢éHao-kodierender haoA-Gene.
Weiterhin sollten die enzymatische Charakterisierung der Proteine unter Verwendung
verschiedener Substrate sowie die Analyse des Substrat- und Produktspektrums erfolgen, um
Riickschliisse auf die biologische Funktion der epsilonproteobakteriellen Hydroxylamin-
Oxidoreduktasen zu ziehen. Zuséatzlich wurde das Vorkommen, die Lage der entsprechenden
Gene im Genom sowie die strukturelle Diversitit der Hydroxylamin-Oxidoreduktasen (¢Hao) mit

Hilfe von bioinformatischen Analysen untersucht.

Innerhalb dieser Arbeit wurden affinitdtsmarkierte epsilonproteobakterielle Hydroxylamin-
Oxidoreduktasen der wirtsassoziierten Epsilonproteobakterien Campylobacter fetus (CfHao) und
Campylobacter curvus (CcuHao) sowie der Tiefsee-Bakterien Caminibacter mediatlanticus (CmHao)
und Nautilia profundicola (NpHao) unter Verwendung des Expressionsplasmids pTMH heterolog
als eHao-MBP (Maltose-Bindeprotein) Fusionsproteine in W. succinogenes produziert. Durch

doppelt homologe Rekombination erfolgte der Austausch des nrfA Gens von W. succinogenes
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gegen die haoA Gene der oben aufgefiihrten Epsilonproteobakterien. Nachfolgend wurden die
¢Hao-Proteine gereinigt und hinsichtlich ihrer Enzymaktivititen im Vergleich zu bereits
charakterisierten Enzymen (W. succinogenes NrfA; Nitrosomonas europaea Hao) untersucht.
Innerhalb der Enzymaktivitdtsmessungen wurden Nitrit, Hydroxylamin, Sulfit und Hydrazin als
potenzielle Substrate verwendet. Bei allen vier charakterisierten Enzymen war die fiir
Nitritreduktasen des NrfA-Typs charakteristische Katalyse von Nitrit und Hydroxylamin
nachweisbar, wobei bei der Nitritreduktion Ammonium als Produkt gebildet wurde. Hinsichtlich
der Hydroxylamin-Oxidation sowie Hydrazin- und Sulfit-Reduktion konnten hingegen keine

signifikanten spezifischen Aktivitdten ermittelt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die ortsspezifische Mutagenese von Genen, die fiir
epsilonproteobakterielle Hydroxylamin-Oxidoreduktasen kodieren. éHao-Proteine besitzen im
Gegensatz zur N. europaea Hao (NeHao) keinen Tyrosinrest im aktiven Zentrum, welcher fiir die
Ausbildung eines Him P460 essentiell ist. Dieses Him P460 weist zwei kovalente Bindungen
zwischen einem konservierten Tyrosin-Rest und der Ham c-Gruppe des aktiven Zentrums eines
benachbarten Hao-Monomers auf. Es bedingt daher vermutlich die oxidative Funktion der NeHao
und ist ursdchlich fiir die Ausbildung einer homotrimeren Struktur, in der die einzelnen
Untereinheiten kovalent miteinander verkniipft sind. Mittels Mutagenese der entsprechenden
haoA-Gene wurde die Aminosiure Tyrosin an den zur NeHao dquivalenten Positionen in die
Proteine CcuHao, CfHao und CmHao eingebracht. Nachfolgend wurden die Proteinvarianten
hinsichtlich der Ausbildung eines Him P460, einer Trimerisierung und der Enzymaktivitit
gepriift. Bei keiner der generierten ¢Hao-Varianten war jedoch eine erhohte Hydroxylamin-
Oxidase-Aktivitét oder ein fiir das Him P460 charakteristisches Absorptionsmaximum bei 460 nm

nachweisbar.

Zusétzlich wurde eine bioinformatische Analyse von ¢Hao-kodierenden haoA-Gensequenzen
durchgefiihrt, die Aufschluss {iber das Vorkommen der haoA-Gene, deren Lage im Genom sowie
mogliche Interaktionspartner geben sollte. Mit Hilfe von Sequenzvergleichen wurde ermittelt,
dass 18 der insgesamt 40 identifizierten HaoA-Proteine der Klasse der Epsilonproteobakterien
zugeordnet werden konnen. Allerdings wiesen auch die Genome diverser Gamma- und
Deltaproteobakterien sowie Angehorige der Phyla Aquificae und Thermodesulfobacteria
vorhergesagte HaoA-Proteine auf. Mit Hilfe der vorhandenen Genomdaten war es moglich, in
einem Grof3teil der Organismen das Gen haoB nachzuweisen, welches fiir ein Tetrahdm
Cytochrom c der NapC/NrfH-Familie kodiert und in vielen Fallen stromaufwarts des haoA-Gens
gelegen ist. Dieses Resultat lasst die Ausbildung eines membrangebundenen HaoBA-Komplexes

vermuten, der eine funktionelle Ahnlichkeit zu dem gut charakterisierten Nitritreduktase-
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Komplex NrfHA aufweisen sollte. Bedeutend ist hierbei, dass die beiden Tiefseebakterien
C. mediatlanticus und N. profundicola als Nitrat-ammonifizierende Organismen beschrieben
wurden, obwohl in deren Genomen keine Gene fiir die periplasmatische Nitritreduktase NrfA
vorhanden sind. Somit ist der ammonifizierende Metabolismus dieser Bakterien durch das
Vorhandensein von haoA- (und haoB-) Genen erklarbar. Aufgrund dessen besitzt die éHao in
diesen Organismen vermutlich eine physiologische Rolle innerhalb der Nitrit-Respiration
und/oder Nitrit-Assimilation. Weiterhin ist unter Einbeziehung der biochemischen Ergebnisse
eine Funktion der Proteine im Rahmen der Hydroxylamin- und/oder NO-Detoxifizierung denkbar,
was den vielseitigen metabolischen Charakter von Vertretern der MCC-Familie unterstreicht. Die
konservierte Anordnung der Him-Gruppen, die Sequenzhomologie zur Hao sowie die mogliche
funktionelle Ahnlichkeit zu NrfA-Proteinen lassen die Hypothese zu, dass ¢Hao-Proteine
moglicherweise eine bedeutende Rolle als “missing link“ innerhalb der Evolution von NrfA- und

Hao-Enzymen einnehmen.
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2. Einleitung

2.1 Der biogeochemische Stickstoffkreislauf

Stickstoff ist ein wesentlicher Bestandteil des Lebens und wird primar zur Synthese wichtiger
Biomolekiile, wie zum Beispiel Aminosduren, DNA oder Kofaktoren genutzt. Stickstoff kommt in
gebundener Form in der Natur als Salpeter (KNOs) oder Chilesalpeter (NaNOs) vor (Greenwood
& Earnshaw, 1990). Das wohl grof3te Vorkommen wird jedoch durch elementaren Stickstoff
abgedeckt, welcher als inertes Gas einen atmosphérischen Anteil von 78 % besitzt. Ein wichtiges
Charakteristikum von atmosphérischem Stickstoff ist das Vorhandensein einer hohen
Bindungsdissoziationsenthalpie. Daher war die biologische Fixierung von Stickstoff durch
Mikroorganismen (Nitrogenase-abhédngige Reaktion) lange Zeit die einzige Moglichkeit um diesen
fiir den Menschen verfiigbar zu machen. Dieser energieaufwendige Prozess wird allerdings nur
von Prokaryoten durchgefiihrt, wenn alternative Stickstoffquellen fehlen. Erst nach Einfithrung
des Haber-Bosch Verfahrens war es daher moglich, molekularen Stickstoff in deutlich grof3eren
Mengen zu fixieren. Stickstoff unterliegt einem biogeochemischen Kreislauf (Abb. 1), dessen
Energiestoffwechselreaktionen von Metalloproteinen katalysiert werden. Diese besitzen in ihren

Aktivzentren Kupfer, Eisen oder Molybdédn (Berks et al., 1995; Einsle & Kroneck, 2004).

NO,
( Nitratreduktion [l] Nitratation )

/ NO,
o |
< l Ammonifikation NH,OH

N,O
|

\NZ\NH+ j
4

Stickstofffixierung Nitritation

Denitrifikation
——
(xowwrewo?)
uonej N

Anammox

Abbildung 1: Einfache Darstellung des biogeochemischen Stickstoffkreislaufs. Mit Ausnahme der Stickstofffixierung
kommen alle gezeigten Prozesse in mikrobiellen Energiestoffwechselreaktionen vor (modifiziert nach Kern & Simon,
2009).
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Zwei bedeutende Energiestoffwechselreaktionen des Stickstoffkreislaufs sind die dissimilatorische
Nitratreduktion zu Ammonium (DNRA) sowie die Denitrifikation. Beide Prozesse nutzen hierbei
das Substrat Nitrat, welches nachfolgend zu Nitrit reduziert wird. Nitrit fungiert anschlieend in
weiteren anaeroben Stoffwechselwegen als Elektronenakzeptor. Ammonifizierer katalysieren
hierbei die direkte Reduktion von Nitrit zu Ammonium. Dieser Prozess, bei dem keine
zusétzlichen freien Intermediate gebildet werden, wird von ammonifizierenden Nitritreduktasen
katalysiert. Im Gegensatz dazu wird bei der Denitrifikation das Intermediat Nitrit {iber drei
aufeinanderfolgende enzymbkatalysierte Reaktionen zu Distickstoff reduziert, wobei die
gasformigen Intermediate Stickstoffmonoxid und Distickstoffmonoxid gebildet werden. Ein
weiterer Weg der Nitritverwertung ist die Anammox-Reaktion. Bei diesem Prozess wird Nitrit
zundchst zu Stickstoffmonoxid reduziert, welches in Verbindung mit Ammonium zu dem
Intermediat Hydrazin umgesetzt wird. Anschlieffend wird das entstandene Hydrazin zu

molekularem Stickstoff oxidiert.

Ein ebenfalls bedeutender mikrobieller Energiestoffwechselweg innerhalb des Stickstoffkreislaufs
ist die Nitrifikation. Bei diesem Prozess fungiert das beispielsweise durch Abbau organischer
Verbindungen freigesetzte Ammonium als Substrat. Dieses kann unter aeroben Bedingungen von
Ammonium-oxidierenden Bakterien (AOB) und Archaeen (AOA) iiber Hydroxylamin zu Nitrit
oxidiert werden. Der erste Reaktionsschritt, bei dem Ammonium zu Hydroxylamin umgesetzt
wird, wird von der Ammoniummonooxygenase (AMO) katalysiert. Nachfolgend wird dann in
einer zweiten Reaktion das entstandene toxische Intermediat Hydroxylamin mit Hilfe der
Hydroxylamin-Oxidoreduktase (Hao) in nitrifizierenden Bakterien (AOB) zu Nitrit oxidiert
(Nitritation). Das Enzym, welches in den entsprechenden Archaeen (AOA) die Hydroxylamin-
Oxidation katalysiert, ist bisher unbekannt. Anschlie@end wird Nitrit von Nitrit-oxidierenden

Bakterien (NOB) zu Nitrat oxidiert (Nitratation).

Die Nitrifikation ist ein von Mikroorganismen durchgefiihrter Prozess, welcher aus zwei
aufeinanderfolgenden Schritten besteht. Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass die zwei
Reaktionsschritte der Nitrifikation von zwei verschiedenen Mikroorganismen (Ammonium-
Oxidierer, Nitrit-Oxidierer) durchgefiihrt werden. Daher wurde vermutet, dass erst durch die
Zusammenarbeit von Ammonium-Oxidierern und Nitrit-Oxidierern die Nitrifikation vollstindig
ablauft. Allerdings wurden im Jahr 2015 Vertreter der Gattung Nitrospira identifiziert, die die
komplette Nitrifikation allein durchfiihren und alle notwendigen Gene fiir die Ammonium- und
Nitrit-Oxidation besitzen. Fiir diese neu entdeckten Nitrifikanten wurde der Begriff "Comammox"

(complete ammonia oxidizer) eingefiihrt (Daims et al., 2015; van Kessel et al., 2015).
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2.2 Funktion von Multiham Cytochromen ¢ im biogeochemischen Stickstoffkreislauf

Die Familie der prokaryotischen Multihdm Cytochrome ¢ (MCC) besitzt eine zentrale Rolle im
biogeochemischen Stickstoffkreislauf (Abb. 1) sowie innerhalb des Schwefelkreislaufs (Einsle et
al., 2002; Mowat & Chapman, 2005; Klotz et al., 2008; Einsle, 2011; Kern et al., 2011a; Simon et
al., 2011; Hermann et al., 2015; Kartal & Keltjens, 2016). Das Vorhandensein einer bzw.
mehrerer kovalent gebundener Him-Gruppen in einem Cytochrom bedingt dessen Funktion als
Redoxenzym und/oder Elektronentibertrdger. Ein Charakteristikum dieser Proteine ist die
Gegenwart eines Hiam-Bindemotivs (i.d.R. CX,CH), welches fiir die kovalente Verkniipfung
zwischen einer Him-Gruppe und dem Apocytochrom bendétigt wird. Die Ham-Gruppen sind
hierbei {iber zwei Thioetherbriicken kovalent an das Protein gebunden. Diese Verkniipfung erfolgt
zwischen den Vinylgruppen des Porphyrinrings und den Sulfhydrylgruppen der Cysteine des
konservierten Hadm-Bindemotivs. Vertreter der MCC Familie weisen einen vielseitigen
enzymatischen Charakter auf. Das bedeutet, dass einige Enzyme zwar identische Substrate nutzen
und strukturell hoch konservierte Him ¢ Arrangements besitzen, jedoch unterschiedliche
biochemische Reaktionen katalysieren. Drei bedeutende Multihdm Cytochrome c, die am Umsatz
von Stickstoffverbindungen beteiligt sind, sind die Pentahdm Cytochrom c Nitritreduktase (NrfA,
Reaktion 1), die Oktahdm Hydroxylamin-Oxidoreduktase (Hao, Reaktion 2) und die Oktahdm
Hydrazin-Dehydrogenase (Hdh, Reaktion 3).

NrfA: NO, + 8H" + 6 e = NH," + 2 H,0 (D
Hao: H,NOH + H,O=2NO, + 5H" + 4 ¢ 2
Hdh: NoH 2Ny, +4H +4¢ 3

Diese Proteine sind in Stoffwechselprozesse der dissimilatorischen Nitrat/Nitrit-Reduktion zu
Ammonium (DNRA), der Nitrifikation und der anaeroben Ammonium-Oxidation (Anammox-
Reaktion) involviert (Abb. 1; Simon & Klotz, 2013; Stein & Klotz, 2016). Sie katalysieren
innerhalb der Stoffwechselwege entweder reduktive oder oxidative Reaktionen unter
Verwendung von Substraten, welche ein einzelnes Paar an Valenzelektronen fiir die direkte
Bindung des Substrats an die zentrale Him ¢ Gruppe (proximale Ligandenposition) im aktiven
Zentrum bereitstellen. Interessanterweise katalysieren viele Vertreter der MCC-Familie mehr als
eine biochemische Reaktion. Ein prominentes Beispiel hierfiir ist die Pentahdm Cytochrom c
Nitritreduktase (NrfA), welche neben der Reaktion (1) sowohl den Umsatz von Hydroxylamin
sowie Stickstoffmonoxid zu Ammonium, Sulfit zu Sulfid und Wasserstoffperoxid zu Wasser

katalysiert (Poock et al., 2002; Simon et al., 2011; Kern et al., 2011b; Einsle, 2011). Ein dhnliches
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Verhalten wurde auch bei der Oktahdm Hydroxylamin-Oxidoreduktase (Hao) von Nitrosomonas
europaea beobachtet. Dieses Enzym katalysiert neben der Reaktion (2) auch die Oxidation von
Hydrazin zu Stickstoff, den Umsatz von Hydroxylamin zu Stickstoffmonoxid sowie die Oxidation
von Stickstoffmonoxid zu Ammonium, wobei innerhalb dieser Reaktion als Nebenprodukt
Hydroxylamin gebildet wird (Hooper & Nason, 1965; Hooper & Terry, 1977; Hooper et al., 1997,
Hooper et al., 2004; Kostera et al., 2008; Kostera et al., 2010).

2.2.1 Hydroxylamin-Oxidoreduktasen in aeroben nitrifizierenden Bakterien (NeHao)

Die homotrimere Hydroxylamin-Oxidoreduktase aus Nitrosomonas europaea (NeHao) katalysiert
innerhalb des biogeochemischen Stickstoffkreislaufs einen Teilschritt des oxidativen Prozesses der
aeroben bakteriellen Nitrifikation, ndmlich die Umsetzung des toxischen Intermediats
Hydroxylamin zu Nitrit (Hooper & Nason, 1965). Als Elektronenakzeptor innerhalb der Reaktion
fungiert Cytochrom css4 (Yamanaka & Shinra, 1974). Unter Sauerstoffmangel wurde beobachtet,
dass das nitrifizierende Bakterium N. europaea ebenfalls denitrifizierende Stoffwechselreaktionen
katalysieren kann. Dies fiihrt jedoch zu einer Anhdufung toxischer Intermediate wie zum Beispiel
Stickstoffmonoxid (Hooper & Terry, 1979). Auch ein reduktiver Reaktionsmechanismus wurde
fiir die NeHao nachgewiesen (Kostera et al., 2010). Dabei werden toxische Intermediate wie
Hydroxylamin zu Ammonium umgewandelt, um moglicherweise eine Anhaufung dieser Stoffe in
der Zelle zu verlangsamen (Kostera et al., 2008). Der -charakteristische, oxidative
Reaktionsmechanismus der homotrimeren NeHao wurde auf die Anwesenheit von zwei
kovalenten Bindungen zwischen einem konservierten Tyrosin-Rest und der Hdm c-Gruppe des
aktiven Zentrums eines benachbarten Hao-Monomers zuriickgefiihrt (Hdm P460; Abb. 2). Dieser
sogenannte Tyrosin Cross-Link weist ein charakteristisches Absorptionsmaximum bei 460 nm auf
und wird daher als P460 bezeichnet (Igarashi et al., 1997; Bergmann et al., 1998; Elmore et al.,
2007; Poret-Peterson et al., 2008; Cedervall et al., 2013). Das Him P460 hat dabei nicht nur
Einfluss auf die Katalysefdhigkeit des Enzyms (Hooper & Terry, 1977) sondern ist fiir die

Ausbildung des Homotrimers der NeHao essentiell.

O

Abbildung 2: Tyrosin Cross-Link innerhalb der Hao-Struktur (Cedervall et a/, 2013).

Seite 7



Auch andere Enzyme, wie zum Beispiel die Nitritreduktase von W. succinogenes (NrfA), sind in
der Lage die Substrate Nitrit und Hydroxylamin umzusetzen. Hierbei handelt es sich jedoch um
einen reduktiven Reaktionsmechanismus, bei dem Ammonium als Endprodukt gebildet wird
(Einsle et al., 2002). Auch beziiglich der Kristallstruktur gibt es signifikante Unterschiede
zwischen der homotrimeren NeHao (Igarashi et al., 1997; Abb. 3) und NrfA aus W. succinogenes,

welche als Homodimer vorliegt (Einsle et al., 2000).

Abbildung 3: Strukturmodell der homotrimeren Hao von Nitrosomonas europaea. Die einzelnen Untereinheiten der
Hao sind farblich gekennzeichnet. Die Hdm ¢Gruppen sind innerhalb der Struktur rot hervorgehoben (Mowat &
Chapman, 2005).

Obwohl sich die Strukturen der beiden Proteine deutlich unterscheiden und nur eine geringfiigige
Sequenzidentitédt von 9 % vorliegt (Kap. 7.3), weist die radumliche Anordnung der Him-Gruppen
dennoch aulRergewdhnliche Ubereinstimmungen auf (Abb. 4). Interessanterweise lassen sich die
fiinf Hdm c-Gruppen der Nitritreduktase NrfA und die Him-Gruppen 4-8 der NeHao nahezu
deckungsgleich anordnen (Einsle et al., 2000). Die konservierte Anordnung der Him-Gruppen
sowie die enge Verwandtschaftsbeziehung zwischen Pentahdm Cytochromen ¢ und Oktahdm
Cytochromen ¢ (Klotz et al., 2008; Kern et al., 2011) lasst Vermutungen iiber einen potenziellen,

gemeinsamen Ursprung dieser Enzyme zu (Bergmann et al., 2005).
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Abbildung 4: Anordnung der Hdm-Gruppen in W. succinogenes NrfA (grau) und N. europaea Hao (schwarz). Parallel
orientierte Hdm-Gruppen sind grau umrandet und senkrecht zueinander orientierte Him-Gruppen sind durch schwarze
Kreise hervorgehoben. Die Him-Gruppen sind nach der Reihenfolge ihrer Bindemotive innerhalb der Primarstruktur
nummeriert (Einsle et a/, 2000).

2.2.2 Multiham Cytochrome ¢ in Anammox-Bakterien

Anammox-Bakterien weisen eine Vielzahl an Multihdm Cytochromen c¢ auf. Ein prominentes
Beispiel ist die Oktahdm Cytochrom c¢ Hydrazin-Dehydrogenase (Hdh), die innerhalb der
anaeroben Ammonium-Oxidation den Umsatz von Hydrazin zu molekularem Stickstoff katalysiert
(Reaktion 3). Auch dieses Enzym besitzt genau wie die Hydroxylamin-Oxidoreduktase (Hao)
einen oxidativen Reaktionsmechanismus (Maalcke et al., 2016). Eine weitere GemeinsamkKkeit ist
das Vorhandensein eines Tyrosin Cross-Links, welcher an dquivalenter Position bei der Oktahdm
Hydrazin-Dehydrogenase (Hdh) des Anammox-Bakteriums Candidatus Kuenenia stuttgartiensis
nachgewiesen wurde (Maalcke et al., 2016; Kartal & Keltjens, 2016).Trotz alledem wurde im
Gegensatz zur Hao bei diesem Enzym keine Hydroxylamin- oder Stickstoffmonoxid-Oxidase-
Aktivitat berichtet. Interessant ist jedoch, dass die Genome der Anammox-Bakterien Candidatus K.
stuttgartiensis und Candidatus Brocadia anammoxidans bis zu 10 Hao-Paraloge aufweisen, von
denen einige ebenfalls aufgrund der Anwesenheit eines Tyrosin-Rests einen Tyrosin Cross-Link
besitzen kénnten (de Almeida et al., 2011; Kartal & Keltjens, 2016). Bei einigen dieser Hao-
Paraloge wurden wiederum oxidative Enzymaktivititen (Hydroxylamin-Oxidation zu
Stickstoffmonoxid; Hydrazin-Oxidation zu Stickstoff) nachgewiesen (Schalk et al., 2000; Strous et
al., 2006; de Almeida et al., 2011; Simon et al., 2011; Maalcke et al., 2014). Es ist jedoch
vorstellbar, dass aufgrund der grof3en Anzahl an verschiedenen Multihdm Cytochromen c in den

Genomen der Anammox-Bakterien noch weitere, bisher unbekannte Enzymaktivitdten existieren.
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2.2.3 Pentaham Cytochrom c Nitritreduktase (NrfA)

Im biogeochemischen Stickstoffkreislauf nimmt das Intermediat Nitrit eine zentrale Rolle ein. Um
eine Anhdufung des toxischen Nitrits zu vermeiden, wird es durch die periplasmatische
Cytochrom c Nitritreduktase NrfA zu Ammonium reduziert (Reaktion 1). Die Nitritreduktase NrfA
ist hierbei durch verschiedene Elektronentransportwege an den Chinol-Pool angebunden. In
Gammaproteobakterien, wie z.B. Escherichia coli, liegt die Pentahdm Cytochrom c Nitritreduktase
NrfA als l6sliches periplasmatisches Protein vor, welches durch NrfB (Cytochrom c), NrfC (4Fe-
4S- Untereinheit) und NrfD (Transmembranprotein) mit Elektronen aus dem Chinol-Pool versorgt
wird (Simon & Klotz, 2013). In Delta- und Epsilonproteobakterien wird die Nitritreduktion zu
Ammonium jedoch von dem NrfHA-Komplex katalysiert (Simon et al., 2000; Simon, 2002;
Rodrigues et al., 2006), wobei die Pentahdm Cytochrom c Nitritreduktase NrfA innerhalb des
Komplexes die katalytische, periplasmatisch lokalisierte Untereinheit darstellt. Das Tetrahdm
Cytochrom ¢ NrfH ist hingegen ein membransténdiges Protein, welches zur NapC/NrfH-Familie
gehort (Gross et al., 2005; Rodrigues et al., 2006; Marritt et al., 2012; Simon & Klotz, 2013) und
die Elektroneniibertragung von Menachinol zur Nitritreduktase NrfA katalysiert. Innerhalb dieser
Reaktion werden sechs Elektronen iibertragen (Einsle et al., 2002). Das homodimere NrfA (Abb.
5) besitzt pro Monomer fiinf iiber Thioetherbriicken mit dem Protein verkniipfte Him-Gruppen
(Einsle et al., 1999). In W. succinogenes weist die Cytochrom ¢ Nitritreduktase neben vier
klassischen Him-Bindemotiven (CXXCH) ein weiteres auRergewohnliches Motiv auf, bei dem ein
Histidin durch die Aminosdure Lysin ersetzt ist (CXXCK; Hdam 1 im aktiven Zentrum).
Dariiberhinaus gibt es jedoch auch NrfA-Proteine, die kein aul3ergewohnliches Him-Bindemotiv

besitzen und stattdessen fiinf klassische CXXCH-Motive aufweisen (z.B. Campylobacter NrfA).

Abbildung 5: Strukturmodell der homodimeren NrfA von Wolinella succinogenes. Die Him-Gruppen sind innerhalb
der Struktur rot hervorgehoben (Mowat & Chapman, 2005).
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2.2.4 Hydroxylamin-Oxidoreduktasen anaerober nitrat-ammonifizierender Bakterien
(¢Hao)

Die Oktahdm Cytochrom ¢ Hydroxylamin-Oxidoreduktasen (¢Hao) anaerober Nitrat-
Ammonifizierer sind ebenfalls der Familie der Multihdm Cytochrome ¢ (MCC) zugehérig. Diese
Vertreter wurden bislang jedoch weder biochemisch noch enzymatisch charakterisiert. éHao-
Proteine wurden seit ihrer Ersterwdhnung (Kern & Simon, 2009; Campbell et al., 2009; Simon et
al., 2011) in den Genomsequenzen der wirtsassoziierten Epsilonproteobakterien Campylobacter
fetus, Campylobacter curvus und Campylobacter concisus nachgewiesen. Sie kommen jedoch auch
in Tiefsee-Bakterien, wie zum Beispiel Caminibacter mediatlanticus und Nautilia profundicola vor
(Kern & Simon, 2009; Campbell et al., 2009). Die zuvor erwdhnten fiinf Organismen wurden als
Nitrat-/Nitrit-Ammonifizierer beschrieben, besitzen jedoch mit Ausnahme von C. fetus keine
Homologe der periplasmatischen Nitritreduktase NrfA. Weiterhin fehlen bei allen fiinf
Organismen Gene fiir die Nitritreduktase NirS (Cytochrom cd; Nitritreduktase). Aufgrund dieses
Sachverhaltes wurde vermutet, dass diverse Epsilonproteobakterien {iber einen bisher
unbekannten Weg der Nitritverwertung verfiigen. Weiterhin wurde angenommen, dass ¢éHao-

Proteine malf3geblich an diesem neuen Reaktionsweg beteiligt sein konnten.

Strukturell weisen ¢éHao-Proteine grof3e Identititen (16-22 %; Kap. 7.3) zur Hydroxylamin-
Oxidoreduktase (Hao) der nitrifizierenden Bakterien (Tab. 1) und zur Hydrazin-Dehydrogenase
(Hdh) der Anammox-Bakterien auf. Trotz der strukturellen Homologie, existiert dennoch ein
erheblicher Unterschied. Ein wichtiges Charakteristikum innerhalb der Hao/Hdh-Struktur ist das
Vorhandensein eines Tyrosin Cross-Links (P460). Der fiir die Ausbildung des Tyrosin Cross-Links
essentielle Tyrosin-Rest fehlt jedoch an entsprechender Stelle in den éHao-Proteinen. Dies lasst
die Vermutung zu, dass ¢Hao-Proteine funktionell keine oxidativen Reaktionen katalysieren,
sondern als Reduktasen fungieren.

Tabelle 1: Gemeinsamkeiten und Unterschiede von ¢Hao-Proteinen im Vergleich zur Nitritreduktase (NrfA),
Hydroxylamin-Oxidoreduktase (Hao) und Hydrazin-Dehydrogenase (Hdh)

NrfA Hao Hdh gHao
Anzahl der Hdm c-Gruppen 5 8 8 8
Reaktion Reduktion Oxidation Oxidation unbekannt
NO, +8H*+6e = NH,*+2H,0 | H,NOH +H,0 =NO, +5H* +4 ¢ N,H, N, +4H +4 e
Strukturelle Begebenheit Dimer Trimer Trimer unbekannt
Besonderheiten bzgl. der CXXCK (Ham 1)/CXXCH P460 (Ham 4) P460 unbekannt

H&m c-Bindung
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2.3 Wolinella succinogenes
2.3.1 W. succinogenes als Wirts- und Modellorganismus

Das Gram-negative, nicht-fermentative Epsilonproteobakterium W. succinogenes wurde erstmals
1961 aus dem Pansen von Rindern isoliert, wo es kommensalisch vorkommt (Wolin et al., 1961).
Zugehorig zur Ordnung der Campylobacterales und Familie Helicobacteraceae weist
W. succinogenes im Vergleich zu anderen Vertretern dieser Ordnung keine Tier- oder
Humanpathogenitét auf. W. succinogenes ist unter Verwendung der Elektronendonoren Formiat,
Wasserstoff und Sulfid sowohl anaerob als auch mikroaerob kultivierbar. Als
Elektronenakzeptoren fungieren die Substrate Fumarat, Nitrat, Nitrit, Sulfit, Distickstoffmonoxid,
DMSO und Polysulfid (Bokranz et al., 1983; Hedderich et al., 1999; Kern et al., 2011a; Kroger et
al., 2002; Lorenzen et al., 1993). Die leichte Kultivierbarkeit in definierten Medien zu relativ
hohen Zelldichten, die hohe Wachstumsrate sowie die genetische Manipulierbarkeit von
W. succinogenes bedingen dessen Rolle als Modellorganismus fiir die anaerobe Atmung (Kern &
Simon, 2011).

W. succinogenes stellt hinsichtlich der heterologen Produktion von Multihdm Cytochromen c eine
Alternative zu dem oft verwendeten Wirtsorganismus Escherichia coli dar. In E. coli gewéhrleistet
das Ccm-System (Cytochrom ¢ Maturation), welches aus acht Proteinen besteht
(CcmABCDEFGH), die Reifung der Cytochrome ¢ (Ferguson, 2012). Das Ccm-System ist jedoch
nur unter anoxischen Bedingungen aktiv, sodass die Zell- und Proteinausbeuten in E. coli deutlich
vermindert sind. Eine aerobe Produktion von Cytochromen c ist jedoch unter Zuhilfenahme des
Expressionsplasmids pEC86 moglich. Dieses Plasmid beinhaltet das E. coli eigene ccm-Gencluster
und wird konstitutiv exprimiert (Arslan et al., 1998). W. succinogenes besitzt hingegen das Ccs-
System (Cytochrom ¢ Synthese), welches vermutlich nur drei Proteine beinhaltet (CcsB-CcsA-
Fusionsprotein, ResA, CcdA) und eine effektive und reproduzierbare Produktion von
affinitdtsmarkierten Multihdm Cytochromen ¢ in W. succinogenes gewahrleistet (Simon &

Hederstedt, 2011; Simon & Kern, 2011; Kern et al., 2010).
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2.3.2 Respiratorische Nitrat-Ammonifikation von W. succinogenes

Die respiratorische Nitrat-Ammonifikation ist ein wesentlicher dissimilatorischer Prozess des
biogeochemischen Stickstoffkreislaufes, welcher unter anaeroben Bedingungen erfolgt. Innerhalb
der anaeroben Atmung wird der Elektronenakzeptor Nitrat (NOj3) schrittweise iiber das
Intermediat Nitrit (NO,) zu Ammonium (NH,") reduziert. Als Elektronendonatoren fungieren
sowohl organische als auch anorganische Verbindungen. Fiir die vollstdndige Reduktion von
einem Molekiil Nitrat zu Ammonium werden acht Elektronen benétigt. Diese konnen in
W. succinogenes durch die Oxidation von vier Molekiilen Formiat oder Wasserstoff bereitgestellt

werden (Reaktion 1 und 4-6).

Fdh: HCO, — CO, + 2¢e + H &)
Hyd: Hy,—»2e+2H" (5)
NapA: NO; + 2¢e + 2H" — NO, + H,0 (6)

Die Reduktion des Elektronenakzeptors Nitrat wird von periplasmatischen und Membran-
gebundenen Nitratreduktasen Kkatalysiert. Das Vorkommen dieser Enzyme ist in
ammonifizierenden Bakterien variabel. Wahrend W. succinogenes und andere
Epsilonproteobakterien lediglich die periplasmatische Nitratreduktase NapA besitzen, verfiigt der
Organismus E. coli neben dem periplasmatischen Enzym zusitzlich tiber den
membrangebundenen NarGHI-Komplex. Die enzymatische Ausstattung hinsichtlich der
terminalen Nitratreduktasen wurde in W. succinogenes experimentell verifiziert. Eine Deletion des
Gens napA resultierte in der Unféahigkeit des entsprechenden Stammes durch Nitratatmung zu
wachsen (Simon et al., 2003). Dieses Ergebnis bestétigt, dass W. succinogenes im Gegensatz zum
Modellorganismus E. coli tatsachlich nur eine Nitratreduktase besitzt. Durch die Sequenzierung
des Genoms von W. succinogenes im Jahr 2003 wurde die Abwesenheit von Genen gezeigt, die fiir

membrangebundene oder assimilatorische Nitratreduktasen kodieren (Baar et al., 2003).

Die periplasmatische Nitratreduktase von W. succinogenes wird durch das nap-Gencluster kodiert,
welches aus insgesamt sieben Einzelgenen (napAGHBFLD) besteht (Simon et al., 2003). Dabei
wird die Nitratreduktion zu Nitrit vom loslichen NapAB-Komplex katalysiert (Kern & Simon,
2008; Abb. 6A). Die dafiir benotigten Elektronen werden vermutlich {iber die Proteine NapG und
NapH bereitgestellt, welche den Elektronentransport vom Menachinol zum NapAB-Komplex
vermitteln. Die nachfolgende Nitritreduktion zu Ammonium wird vom NrfHA-Komplex katalysiert
(Abb. 6B). Der Elektronentransport vom Menachinol zur periplasmatischen Cytochrom c

Nitritreduktase NrfA erfolgt hierbei durch das Membran-assoziierte Protein NrfH (Simon et al.,
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2000). Wie oben beschrieben, besitzt der NrfHA-Komplex neben seiner Funktion innerhalb der
Nitritreduktion auch eine bedeutende Rolle in der Detoxifikation reaktiver Stickstoff-Sauerstoff-
Spezies (Kern et al., 2011b). Nach Durchfiihrung von Hemmhoftests wurde eine Beteiligung des
NrfHA-Komplexes bei der NO-Stressabwehr nachgewiesen (Kern et al., 2011b). Die potenziellen
Endprodukte dieser Reaktion wurden jedoch bisher nicht identifiziert. Fiir die Nitritreduktase aus
Sulfurospirillum deleyianum konnte jedoch experimentell gezeigt werden, dass bei der NO-

Detoxifikation Ammonium als Produkt gebildet wird (Stach et al., 2000).

A Membran
Periplasma Cytoplasma
RJIK
2 MR
Nitrat + 2 H*
Mo <--|4FelS| 2FelS |~ |4FelS
Nitrit FelS
NapA NapB NapG | NapH NapF
B
MK
NrfA lMKHZ
1/, Nitrit + 2 H* : [:5 3
. Ham c|Hém ) NrfH
1/; Ammonium /
2 H

Abbildung 6: Nitrat-Ammonifikation im Modellorganismus Wolinella succinogenes. (A) Periplasmatische Nitratreduktion
in W. succinogenes, (B) Nitritreduktion zu Ammonium mit Hilfe des Cytochrom ¢ Nitritreduktase-Komplexes NrfHA.
Hypothetische Reaktionswege wurden mit gestrichelten Linien gekennzeichnet. MK: Menachinon, MKH,: Menachinol
(modifiziert nach Kern & Simon, 2009).
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2.4 Ziele der Arbeit

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit war die heterologe Produktion diverser
epsilonproteobakterieller Hydroxylamin-Oxidoreduktasen (¢Hao) im Wirtsorganismus Wolinella
succinogenes. Die auf diesem Wege produzierten Proteine sollten nachfolgend mittels
Affinitatschromatographie gereinigt und hinsichtlich ihrer Enzymaktivititen charakterisiert
werden. Innerhalb der Enzymaktivititsmessungen sollten sowohl die im Stickstoffkreislauf
vorkommenden Stickstoffverbindungen Nitrit und Hydroxylamin als auch die Molekiile Sulfit und
Hydrazin als potenzielle Substrate untersucht werden. Anhand der ermittelten spezifischen
Aktivititen und Substrataffinitdten sollten im Vergleich zu bereits untersuchten und
charakterisierten Enzymen (W. succinogenes NrfA; Nitrosomonas europaea Hao) Riickschliisse auf
eine mogliche biologische Funktion der epsilonproteobakteriellen Hydroxylamin-Oxidoreduktasen
gezogen werden. Zusétzlich sollte anhand der vorliegenden Daten ein Modell zur Funktionalitét

der ¢Hao-Proteine unter Einbeziehung moglicher Elektronentransferwege erstellt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die ortsgerichtete Verdnderung der Hydroxylamin-
Oxidoreduktasen von Campylobacter curvus (CcuHao), Campylobacter fetus (CfHao) und
Caminibacter mediatlanticus (CmHao). Diese Proteine besitzen im Gegensatz zur Nitrosomonas
europaea Hao (NeHao) keinen Tyrosin-Rest im aktiven Zentrum, welcher fiir die Ausbildung des
kritischen Tyrosin Cross-Links P460 essentiell ist und eine Trimerisierung der NeHao bedingt.
Mittels ortsgerichteter Mutagenese sollte ein Tyrosin-Rest in die haoA-Gene von C. curvus, C.fetus
und C. mediatlanticus an dquivalenten Positionen eingebracht werden. Nachfolgend sollten die
Proteine hinsichtlich der Ausbildung eines Ham P460, einer Trimerisierung und Verdnderungen

der Reaktivitdten sowie Enzymaktivitiaten iiberpriift werden.

Auch das Vorkommen, die Lage der entsprechenden Gene im Genom sowie die Diversitdt der
Hydroxylamin-Oxidoreduktasen (¢Hao) sollten mit Hilfe von bioinformatischen Analysen
untersucht werden. Die konservierte Anordnung der Him-Gruppen, die Sequenzhomologie zur
Hao sowie eine mégliche funktionelle Ahnlichkeit zu NrfA-Proteinen lassen die Hypothese zu,
dass ¢Hao-Proteine moglicherweise einen “missing link“ innerhalb der NrfA- und Hao-Evolution
darstellen. Anhand der neu generierten bioinformatischen Daten und biochemischen
Charakterisierungen sollte die evolutiondre Rolle der éHao-Proteine innerhalb der Multihdm

Cytochrom ¢ Evolution bestimmt werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Chemikalien und allgemeine Verbrauchsmaterialien

3.1.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und deren Hersteller sind in der nachfolgenden

Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Acrylamid-Losung (37,5:1)

Roth, Karlsruhe

Agarose

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Albumin Fraktion biotinfrei

Roth, Karlsruhe

Ammoniumchlorid

Roth, Karlsruhe

APS (Ammoniumperoxodisulfat)

Roth, Karlsruhe

Ammoniumsulfat

Roth, Karlsruhe

Benzylviologen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BHI (Brain Heart Infusion)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BHI-Agar

Fluka Analytical (Sigma-Aldrich), Taufkirchen

BisTris

Serva, Heidelberg

Calciumchlorid Dihydrat

Merck, Darmstadt

Chloramphenicol

Roth, Karlsruhe

4-Chloro-1-naphthol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Coomassie G250

Serva, Heidelberg

Desthiobiotin

IBA, Gottingen

Dianisidin Dihydrochlorid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dikaliumhydrogenphosphat

VWR, Darmstadt

DNasel

VWR, Darmstadt

DTT (Dithiothreitol)

Roth, Karlsruhe

EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure)

Merck, Darmstadt

Ethanol 70 % vergallt (v/v)

Roth, Karlsruhe

Ethanol 96 % vergallt (v/v)

Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid-Losung

Roth, Karlsruhe
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Chemikalie Hersteller
Fumarsaure Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Glutaminsiure Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Guanidin Hydrochlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Glycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Hydroxylammoniumchlorid

Roth, Karlsruhe

Imidazol Serva, Heidelberg
Isopropanol Roth, Karlsruhe
Kaliumacetat Roth, Karlsruhe

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Kaliumhydroxid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Kaliumnitrit Fluka Analytical (Sigma-Aldrich), Taufkirchen
Kanamycinsulfat Roth, Karlsruhe

LB (Lennox)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

LB-Agar (Lennox)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Magnesiumchlorid Hexahydrat

Roth, Karlsruhe

Maltose Monohydrat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

B-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe

Methylviologen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Milchpulver

Roth, Karlsruhe

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

N-(1-Naphthyl)-
ethylendiamindihydrochlorid

Roth, Karlsruhe

Natriumacetat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Natriumchlorid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Natriumcitrat tribasisch Dihydrat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Natriumdithionit Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumformiat Fluka Analytical (Sigma-Aldrich), Taufkirchen
Natriumhydroxid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumsalicylat Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Chemikalie

Hersteller

Nelilers Reagenz

Merck, Darmstadt

PMS (Phenazinmethosulfat)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

8-Quinolinol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

(N,N,N'N -Tetraethylmethylendiamin)

Saccharose Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sulfanilamid Fluka Analytical (Sigma-Aldrich), Taufkirchen
TEMED Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trichloressigsaure Roth, Karlsruhe
Tris Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Wasserstoffperoxid VWR, Darmstadt

3.1.2 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller sind in der

nachfolgenden Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Antarktische Phosphatase

New England Biolabs, Frankfurt am Main

Anti-His-HRP

Roth, Karlsruhe

ColorPlus™ Prestained Protein Ladder

New England Biolabs, Frankfurt am Main

Crimson Taq DNA Polymerase

New England Biolabs, Frankfurt am Main

GenElute™ Plasmid Miniprep Kit

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

GenElute™ PCR Clean-Up Kit

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

GenElute™ Gel Extraction Kit

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

HisTrap excel Affinitdtssdule

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg

MBPTrap HP Affinitatssdule

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg

OneTaq® DNA Polymerase

New England Biolabs, Frankfurt am Main

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

PfuUltra II Fusion HotStart DNA
Polymerase

Agilent Technologies, Frankfurt am Main

Q5® High-Fidelity DNA Polymerase

New England Biolabs, Frankfurt am Main

Restriktionsenzyme

New England Biolabs, Frankfurt am Main
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StrepMAB-Classic, HRP conjugate

IBA, Gottingen

Strep-Tactin®-HRP conjugate

IBA, Gottingen

Strep-Tactin® Superflow® Affinitdtssdule

IBA, Gottingen

Superdex 200 10/300 GL

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg

T4 DNA Ligase

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

T4-Polynukleotidkinase

New England Biolabs, Frankfurt am Main

Alle weiteren hier nicht aufgefiihrten Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Roth

(Karlsruhe), MAGV (Rabenau-Londorf) und Sarstedt (Niimbrecht) bezogen.

3.2 Verwendete Organismen, Plasmide und Oligonukleotide

3.2.1 Organismen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Verwendete Mikroorganismen

Bezeichnung

Charakteristika
(Genotyp, Eigenschaften)

Referenz

W. succinogenes DSM 1740

Wildstamm

DSMZ

W. succinogenes napA::cat

Insertion von Cm® anstelle von napA

Melanie Kern,
unveroffentlicht

W. succinogenes MK-CmHao
kan napA::cat

Austausch von W. succinogenes nrfA gegen
haoA von Caminibacter mediatlanticus im
Stamm W. succinogenes napA::cat, Cm", Km®

Diese Arbeit

W. succinogenes MK1-CmHao
kan napA::cat

Austausch von W. succinogenes nrfA gegen
haoA von Caminibacter mediatlanticus im
Stamm  W.  succinogenes  napA::cat,
C-terminaler Strep-Tag, Cm®, Km®

Diese Arbeit

W. succinogenes MK1-NStrep-
CmHao kan napA::cat

Austausch von W. succinogenes nrfA gegen
haoA von Caminibacter mediatlanticus im
Stamm W. succinogenes napA::cat, C-und N-
terminaler Strep-Tag, Cm®, Km"®

Diese Arbeit

W. succinogenes MK2-CmHao
kan napA::cat

Austausch von W. succinogenes nrfA gegen
haoA von Caminibacter mediatlanticus im
Stamm W. succinogenes napA::cat, doppelter
C-terminaler Strep-Tag, Cm®, Km"®

Diese Arbeit
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Bezeichnung

Charakteristika
(Genotyp, Eigenschaften)

Referenz

W. succinogenes MK9-CmHao
kan napA::cat

Austausch von W. succinogenes nrfA gegen
haoA von Caminibacter mediatlanticus im
Stamm  W.  succinogenes  napA::cat,
C-terminaler His¢-Tag, Cm®, Km"®

Diese Arbeit

W. succinogenes CmHao-MBP
kan

Austausch von W. succinogenes nrfA gegen
haoA von Caminibacter mediatlanticus im
Stamm W. succinogenes napA::cat, CmHao
besitzt am C-Terminus eine TEV-
Erkennungssequenz, das Maltose-Binde-
Protein (MBP) sowie einen Hise¢-Tag, Cm",
KITIR

Diese Arbeit

W. succinogenes
CmHao_V450Y-MBP kan

Derivat des Stammes CmHao-MBP kan,
Einfiigen des Aminosdureaustausches
V450Y, Cm", Km"

Diese Arbeit

W. succinogenes
CmHao_W464Y-MBP kan

Derivat des Stammes CmHao-MBP kan,
Einfiigen des Aminosdureaustausches
W464Y, Cm", Km"

Diese Arbeit

W. succinogenes MK-CcuHao
kan napA::cat

Austausch von W. succinogenes nrfA gegen
haoA von Campylobacter curvus im Stamm
W. succinogenes napA::cat, Cm®, Km"®

Diese Arbeit

W. succinogenes MK1-CcuHao
kan napA::cat

Austausch von W. succinogenes nrfA gegen
haoA von Campylobacter curvus im Stamm
W. succinogenes napA::cat, C-terminaler
Strep-Tag, Cm®, Km"®

Diese Arbeit

W. succinogenes CcuHao-MBP
kan

Austausch des nrfA Gens gegen die haoA von
Campylobacter ~ curvus im Stamm
W.  succinogenes  napA::cat, CcuHao
besitzt am C-Terminus eine TEV-
Erkennungssequenz, das Maltose-Binde-
Protein (MBP) sowie einen His¢-Tag, Cm",
KITIR

Diese Arbeit

W. succinogenes
CcuHao _V414Y-MBP kan

Derivat des Stammes CcuHao-MBP kan,
Einfiigen des Aminosdureaustausches
V414Y, Cm®, Km®?

Diese Arbeit

W. succinogenes
CcuHao W428Y-MBP kan

Derivat des Stammes CcuHao-MBP kan,
Einfiigen des Aminosdureaustausches
W428Y, Cm®, Km®

Diese Arbeit

W. succinogenes CfHao-MBP
kan

Austausch des nrfA Gens gegen die haoA von
Campylobacter fetus im Stamm
W. succinogenes napA::cat, CfHao besitzt am
C-Terminus eine TEV-Erkennungssequenz,
das Maltose-Binde-Protein (MBP) sowie
einen His¢-Tag, Cm®, Km"

Diese Arbeit
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Bezeichnung

Charakteristika
(Genotyp, Eigenschaften)

Referenz

W. succinogenes
CfHao V422Y-MBP kan

Derivat des Stammes CfHao-MBP kan,
Einfiigen des Aminosdureaustausches
V422Y, Cm®, Km®?

Diese Arbeit

W. succinogenes
CfHao W434Y-MBP kan

Derivat des Stammes CfHao-MBP kan,
Einfiigen des Aminosdureaustausches
W434Y, Cm", Km"

Diese Arbeit

W. succinogenes NpHao-MBP
kan

Austausch des nrfA Gens gegen die haoA von
Nautilia profundicola im Stamm
W. succinogenes napA::cat, NpHao besitzt am
C-Terminus eine TEV-Erkennungssequenz,
das Maltose-Binde-Protein (MBP) sowie
einen Hise-Tag, Cm®, Km"®

Diese Arbeit

W. succinogenes NeHao-MBP
kan

Austausch des nrfA Gens gegen die haoA von
Nitrosomonas  europaea im  Stamm
W. succinogenes napA::cat, NeHao besitzt am
C-Terminus eine TEV-Erkennungssequenz,
das Maltose-Binde-Protein (MBP) sowie
einen His¢-Tag, Cm®, Km"

Diese Arbeit

W. succinogenes
NeHao_Y467V-MBP kan

Derivat des Stammes NeHao-MBP kan,
Einfiigen des Aminosdureaustausches
V467Y, Cm", Km®

Diese Arbeit

W. succinogenes WsNrfA-MBP
kan

Modifikation des W. succinogenes nrfA Gens
durch Einbringen einer TEV-
Erkennungssequenz, des Maltose-Binde-
Proteins und einem Hisg-Tag, Cm®, Km®

Diese Arbeit

Eschericha coli XL1-Blue

endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac
gInV44 F'[ ::Tn10 proAB™ Alacl® A(lacZ)M15]
hsdR17(rx’ mx")

Agilent
Technologies

Seite 21




3.2.2 Plasmide

Ausgehend von den zur Verfiigung gestellten Plasmiden pMK1 und pMK2 wurden zahlreiche

Derivate erstellt (Abb. 7). Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in der

nachfolgenden Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Verwendete Plasmide

Plasmid

Merkmale

Referenz

pMK1

W. succinogenes Expressionsvektor
zur genomischen Integration, nativer
nrf-Promotor, C-terminaler Strep-
Tag, Km®

Melanie Kern,
unveroffentlicht

pMK2

W. succinogenes Expressionsvektor
zur genomischen Integration, nativer
nrf-Promotor, doppelter C-terminaler
Strep-Tag, Km"

Kern & Simon, 2011

pMK9

W. succinogenes Expressionsvektor
zur genomischen Integration, nativer
nrf-Promotor, C-terminaler Hisq-Tag,
Km"

Diese Arbeit

pTMH

W. succinogenes Expressionsvektor
zur genomischen Integration, nativer
nrf-Promotor, C-terminale TEV-
Erkennungssequenz, Maltose-Binde-
Protein (MBP), Hisg-Tag, Km"

Diese Arbeit

pMAL-c2X

E. coli Expressionsvektor zur
cytoplasmatischen Expression von
MBP-Fusionsproteinen, tac-
Promotor, malE, Faktor Xa, lacZo,
lacI®, pBR322, Amp®

New England Biolabs

pMK1-CmHao

haoA aus C. mediatlanticus mit
C-terminalem Strep-Tag , Km"®

Melanie Kern,
unveroffentlicht

pMK1-NStrep-CmHao

haoA aus C. mediatlanticus mit
C- und N-terminalem Strep-Tag, Km"

Diese Arbeit

pMK2-CmHao

haoA aus C. mediatlanticus mit
doppeltem C-terminalem Strep-Tag,
Km®

Diese Arbeit

pMK9-CmHao

haoA aus C. mediatlanticus mit
C-terminalem His-Tag , Km®

Diese Arbeit

pMK-CmHao

haoA aus C. mediatlanticus ohne
Affinitits-Tag , Km"

Diese Arbeit
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Plasmid

Merkmale

Referenz

pTMH-CmHao

haoA aus C. mediatlanticus mit C-
terminaler TEV-Erkennungssequenz,
dem Maltose-Binde-Protein (MBP)
sowie einem Hiss-Tag, Km®

Diese Arbeit

pTMH-CmHao V450Y

Derivat von pTMH-CmHao mit
eingefiigter Mutation fiir den
Aminosiureaustausch V450Y, Km"®

Diese Arbeit

pTMH-CmHao_W464Y

Derivat von pTMH-CmHao mit
eingefiigter ~Mutation fiir den
Aminosiureaustausch W464Y, Km"

Diese Arbeit

pMK1-CcuHao

haoA aus C. curvus mit C-terminalem

Melanie Kern,

Strep-Tag , Km" unveroffentlicht

pMK-CcuHao haoA aus C. curvus ohne Affinitits- | Diese Arbeit
Tag, Km®

pTMH-CcuHao haoA aus C. curvus mit C-terminaler | Diese Arbeit
TEV-Erkennungssequenz,
Maltose-Binde-Protein (MBP) sowie
einem Hise-Tag, Km"®

pTMH-CcuHao V414Y | Derivat von pTMH-CcuHao mit | Diese Arbeit
eingefiigter ~Mutation fiir den
Aminosiureaustausch V414Y, Km"®

pTMH-CcuHao W428Y | Derivat von pTMH-CcuHao mit | Diese Arbeit

eingefiigter ~Mutation fiir den
Aminosiureaustausch W428Y, Km"

pMK1-CfHao haoA aus C. fetus mit C-terminalem | Melanie Kern,
Strep-Tag , Km" unveroffentlicht

pTMH-CfHao haoA aus C. fetus mit C-terminaler | Diese Arbeit
TEV-Erkennungssequenz,
Maltose-Binde-Protein (MBP) sowie
einem Hise-Tag, Km"®

pTMH-CfHao V422Y Derivat von pTMH-CfHao mit | Diese Arbeit
eingefiigter ~Mutation fiir den
Aminosiureaustausch V422Y, Km®

pTMH-CfHao W434Y Derivat von pTMH-CfHao mit | Diese Arbeit

eingefiigter ~Mutation fiir den
Aminosiureaustausch W434Y, Km"

pMK1-NpHao

haoA aus N. profundicola mit C-
terminalem Strep-Tag , Km"

Melanie Kern,
unveroffentlicht
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terminaler TEV-Erkennungs-sequenz,
Maltose-Binde-Protein (MBP) sowie
einem Hisg-Tag, Km"®

Plasmid Merkmale Referenz

pTMH-NpHao haoA aus N. profundicola mit C- | Diese Arbeit
terminaler TEV-Erkennungs-sequenz,
Maltose-Binde-Protein (MBP) sowie
einem Hisg-Tag, Km®

pMK1-NeHao haoA aus N. europaea mit C- | Melanie Kern,
terminalem Strep-Tag , Km" unverdoffentlicht

pTMH-NeHao haoA aus N. europaea mit C- | Diese Arbeit
terminaler TEV-Erkennungs-sequenz,
Maltose-Binde-Protein (MBP) sowie
einem Hiss-Tag, Km"®

pTMH-NeHao Y467V Derivat von pTMH-NeHao mit | Diese Arbeit
eingefiigter ~Mutation fiir den
Aminosiureaustausch Y467V, Km"®

pTMH-WsNrfA nrfA aus W. succinogenes mit C- | Diese Arbeit
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Abbildung 7: Karten aller in Tabelle 4 aufgefiihrten Plasmide. Die Erstellung erfolgte mit dem Programm Clone
Manager Professional Version 9. Die Vektorkarte des Expressionsplasmids pMAL-c2X wurde von der Firma New England

Biolabs Glbernommen.

3.2.3 Oligonukleotide

Die zur Amplifikation und Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma

Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen und sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tabelle 6: Primersequenzen

(eingefiigte Mutationen sind unterstrichen dargestellt; Bsal-Schnittstellen sind mit einer Umrandung

gekennzeichnet)

Primer Sequenz (5°'— 37) Verwendung T, [°C]

nrfA-3° CTCAATGATTCTAGGAACATCAGAG | Nachweis des nrfA- | 60,0
Fragments

nrfA-5’ GGCTGGATATCCCTTCTCTAAGGAC | Nachweis des nrfA- | 65,0
Fragments

PCR755 GCCCTCTAGTGTGAAGTTATTTGAC | Nachweis des haoA- | 63,0
Inserts

Ycf-24 CGAGGTTGTGCGTGAAGCG Nachweis des haoA- | 66,0
Inserts

SeqMK-F CCGAAGTCTAACCGCCACAC Sequenzierprimer | 65,0

SeqMK-R GCAGACAGTTTTATTGTTCATGATG | Sequenzierprimer | 61,0
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Primer

Sequenz (5°— 3")

Verwendung

T [°C]

BsalCmHaoOp-F

ATGGTAGGTCTCACGCGGCTAATAGC
CTCGATAGCAATC

Amplifizierung der
haoA aus C.
mediatlanticus

76,0

BsalCmHaoOp-R

ATGGTAGGTCTCCGCGCTCTCGTGGG
TCACCAC

Amplifizierung der
haoA aus C.
mediatlanticus

79,0

Cm ohne Tag F

TAAGGATCCAAAGCCACGTTGTG

Entfernung des
doppelten Strep-
Tags aus dem
Plasmid pMK2-
CmHao

68,8

Cm ohne Tag R

CTCGTGGGTCACCACGGGC

des
Strep-
dem
pMK2-

Entfernung
doppelten
Tags aus
Plasmid
CmHao

73,7

pMK-CcuHao R

GTGGGCTTTTCCGCTCTCG

Entfernung des
Strep-Tags aus dem
Plasmid pMK1-
CcuHao

69,3

CmHao-NStrep-F

TGGAGCCATCCCCAATTTGAGAAGGC
GAGCGCTAATAGCCTCGATAGCAATC
C

Einfiigen eines N-
terminalen  Strep-
Tags in das Plasmid
pMK1-CmHao

89,1

NStrep-R

CGCGAGTAACCCCATAGAGACG

Einfiigen eines N-
terminalen  Strep-
Tags in das Plasmid
pMK1-CmHao

68,6

N-Strep

CGCCTTCTCAAATTGGG

Nachweis des N-
terminalen  Strep-
Tags

61,8

pMKO9-F

TAAGGATCCAAAGCCACGTTGTGTC

Konstruktion des
Plasmids = pMK9;
Entfernung des
doppelten  Strep-
Tags aus dem
Plasmid pMK2

70,5
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AATAAAACCGAGGCCATC

haoA aus C. curvus

Primer Sequenz (5°'— 37) Verwendung Tm [°C]
pMK9-R GTGATGGTGATGGTGATGTCCCTGGA | Konstruktion des | 90,7
AGTACAGGTTTTCCGCGCTGAGACCA | Plasmids ~ pMKO9;
TG Einfiigen einer TEV-
Protease
Erkennungssequenz
und eines (His)e-
Tags
malE-F AAAATCGAAGAAGGTAAACTGGTAAT | Amplifikation von | 87,3
CTGGATTAACGGCGATAAAGGCTATA | malE aus dem
ACGGTCTGGCTGAAGTCGGTAAGAAA| Plasmid pMal-c2x
TTCGAGAAAGATACC
malE-R AGTCTGCGCGTCTTTCAGGGCTTCAT | Amplifikation von | 79,3
CG malE aus dem
Plasmid pMal-c2x
MKO9-F CATCACCATCACCATCACTAAGGATC | Konstruktion des | 74,0
CAAAG Plasmids  pTMH;
Linearisierung des
Vektor pMK9
MK9-R TCCCTGGAAGTACAGGTTTTCCGCGC | Konstruktion des | 80,4
TGAGAC Plasmids  pTMH;
Linearisierung des
Vektor pMK9
BsalNeHaoOp-F ATGGTAGGTCTCACGCGGATATCAGC | Amplifizierung der | 80,0
ACCGTGCCCGATG hao aus N. europaea
BsalNeHaoOp-R ATGGTAGGTCTCACGCGGATATCAGC| Amplifizierung der | 79,0
ACCGTGCCCGATG hao aus N. europaea
Bsal-CfHao-F2 ATGGTAGGTCTCACGCGGATAGCGTG| Amplifizierung der | 75,0
GGAAATATCAATCTC haoA aus C. fetus
Bsal-CfHao-R ATGGTAGGTCTCCGCGCTCTCGATTT | Amplifizierung der | 77,0
TTCCGCTTTTGATTCG haoA aus C. fetus
NrfA-F ATGGTAGGTCTCACGCGATGACAAAA | Amplifizierung der | 78,0
TTCAAGTTGTTACTTGCGGGATCAC nrfA aus
W. succinogenes
NrfA-R ATGGTAGGTCTCCGCGCTTTTTTTGG | Amplifizierung der | 78,0
TTTTATCGTAGTAAGAAGACTTCTCA | nrfA aus
TCCACTCC W. succinogenes
BsalCcuHaoOp-F ATGGTAGGTCTCACGCGACCGATGGA| Amplifizierung der | 86,1
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CGCCGTG

Primer Sequenz (5°'— 37) Verwendung Tm [°C]
BsalCcuHaoOp-R ATGGTAGGTCTCCGCGCTGTGGGCTT| Amplifizierung der | 91,4
TTCCGCTCTCGATGCGC haoA aus C. curvus
TEV_malE F CCTGTACTTCCAGGGAAAAATCGAAG | Konstruktion des | 73,9
AAGGTAAAC Plasmids pTMH
TEV_malE R GTTTACCTTCTTCGATTTTTCCCTGGA | Konstruktion des | 73,9
AGTACAGG Plasmids pTMH
TEV-R TCCCTGGAAGTACAGGTTTTCCG Entfernung eines | 66,0
doppelt
eingebauten malE
Gens aus dem
Vektor pTMH
Ccul928 GCTTCGCACCAAAGGATATG Sequenzierprimer | 64,4
CM1613 CCACGGAACCATCATCAAAC Sequenzierprimer | 65,2
Ne intern-F ACACCCGACACGAGTTTAGC Sequenzierprimer | 64,0
CF1617 AATGCCTATCCCGATGGAAG Sequenzierprimer | 61,0
NpHao_intern-F TATCCCGATGGCGGAGTGAG Sequenzierprimer | 65,0
Ccu_V414Y F CACGGCGTGTTTGAGTACAAAAATGA | Mutagenese-Primer | 71,0
TATCCGC
Ccu_V414Y R GCGGATATCATTTTTGTACTCAAACA | Mutagenese-Primer | 71,0
CGCCGTG
Ccu W-Y F CCCGATTATAGCCACTACCACGGCGT | Mutagenese-Primer | 74,0
GTTTGAG
Ccu W-Y R CTCAAACACGCCGTGGTAGTGGCTAT | Mutagenese-Primer | 74,0
AATCGGG
CfHao V422Y-F CACGGCGTGTTTGAGTACCAACAAGA | Mutagenese-Primer | 69,0
TATC
CfHao V422Y-R GATATCTTGTTGGTACTCAAACACGC | Mutagenese-Primer | 69,0
CGTG
Cf W-Y F CCTGATTATGCCCACTACCACGGCGT | Mutagenese-Primer | 74,0
GTTTGAG
Cf W-Y R CTCAAACACGCCGTGGTAGTGGGCAT | Mutagenese-Primer | 74,0
AATCAGG
CM_V450Y _F CACGGCGTGTTTCAATACATGCAAGA | Mutagenese-Primer | 72,0
TATCCGC
CM_V450Y R GCGGATATCTTGCATGTATTGAAACA | Mutagenese-Primer | 72,0
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Primer Sequenz (5°'— 37) Verwendung Tm [°C]
Cm W-Y F CCTGATTATGCCCACTACCACGGCGT | Mutagenese-Primer | 74,0
GTTTCAAG
Cm W-Y R CTTGAAACACGCCGTGGTAGTGGGCA| Mutagenese-Primer | 74,0
TAATCAGG
NeHao mut-F2 CTGGCGGATGGACCGTGACCGAG Mutagenese-Primer | 73,0
NeHao_mut-R2 GATTCACGTGGGCGAGTCC Mutagenese-Primer | 65,0

3.3 Medien und Medienzusatze

3.3.1 Nahrmedium fiir die Kultivierung von Wolinella succinogenes

Die Zusammensetzungen des Formiat/Fumarat-Mediums und Formiat/Fumarat-Agars, welche fiir

die Kultivierung von W. succinogenes verwendet wurden, sind nachfolgend aufgelistet.

Formiat/Fumarat-Medium (1-fach konzentriert)

Tris 50 mM
Fumarsaure 90 mM
Natriumformiat 100 mM
K.HPO, 20 mM
(NH4)2SO, 5 mM
NH,CI 5 mM
Natriumacetat 20 mM
Glutamat 1 mM
MgCl,” 1 mM
CaCly 0,2 mM
KOH 200 mM
Spurenelementel6sung 2 ml/1

pH 7,9-8,0

" Zugabe erfolgte vor dem Autoklavieren aus einer 1000-fachen Ca/Mg-Stammldsung

Formiat/Fumarat-Agar

Formiat/Fumarat-Medium (10x) 5,0 ml
BHI-Agar (2,6 %, w/v) 1,3 ¢
Ca/Mg-Stammlosung (1000x) 0,05 ml

ad 50 ml H,O bidest.
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Der Formiat/Fumarat-Agar wurde vor dem Gebrauch anaerobisiert und anschliel3end 20 Minuten

bei 121 °C autoklaviert.

Formiat/Fumarat-Fliissigmedium

Formiat/Fumarat-Medium (10x) 25,0 ml
BHI 0,1-0,5% (w/v)
Ca/Mg-Stammlosung (1000x) 0,25 ml

ad 250 ml H,O bidest.

Das Formiat/Fumarat-Fliissigmedium wurde vor dem Gebrauch anaerobisiert und anschlie3end

20 Minuten bei 121 °C autoklaviert.

3.3.2 Medienzusatze

Spurenelementelosung SL8 (Pfennig & Triiper, 1981)

Na,EDTA x 2 H,O 52¢g
FeCl, 15¢
ZnCl, 70 mg
MnCl, x 2 H,0O 100 mg
H;BOs 62 mg
CoCl, x 6 H,0 190 mg
CuCl, x 2 H,O 17 mg
NiCl, x 6 H,O 24 mg
Na,MoO, x 2 H,O 36 mg

ad 1000 ml H,O bidest.

Die Spurenelementel6sung wurde vor dem Gebrauch sterilfiltriert.

Ca/Mg-Stammlosung (1000-fach konzentriert)
CaCl, x 2 H,0 0,74 ¢
MgClz x6 Hgo 511 g

ad 100 ml H,O bidest.

Losung wurde bei 121 °C 20 Minuten autoklaviert.
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3.3.3 Nahrmedien fiir die Kultivierung von Escherichia coli

Die Herstellung des LB-Mediums und LB-Agars, welche fiir die Kultivierung von E. coli verwendet

wurden, ist nachfolgend aufgefiihrt.
LB-Medium (Lennox)

20 g LB-Fertigmedium wurden in 1 1 H,O bidest. gelost und anschlief3end 20 Minuten bei 121 °C

autoklaviert.
LB-Agar (Lennox)

35 g LB-Agar wurden in 1 | H,O bidest. gelost und anschliefend 20 Minuten bei 121 °C
autoklaviert.
3.3.4 Antibiotika

Zur selektiven Kultivierung der Mikroorganismen wurden die Medien mit Antibiotika versetzt. Die
Konzentrationen der Antibiotika-Stammlosungen sowie die Endkonzentrationen in den Medien

sind Tabelle 7 zu entnehmen.

Tabelle 7: Konzentration der Antibiotika-Stammlésungen

Antibiotikum Konzentration der Endkonzentration Endkonzentration
Stammlosung im Medium im Medium
(W. succinogenes) (E. coli)
Kanamycin 5g/1 25 mg/1 50 mg/1
Chloramphenicol 2,5¢g/1 12,5 mg/1 34 mg/1

3.4 Kultivierungsbedingungen von Bakterien
3.4.1 Zellzucht von Wolinella succinogenes

Die Kultivierung von W. succinogenes Zellen erfolgte unter anaeroben Bedingungen mit Formiat
als Elektronendonor und Fumarat als Elektronenakzeptor. Zur Zellzucht wurden luftdicht
verschlossene Hungate-Rohrchen (10 ml), Miiller-Krempel-Flaschen (800 ml) oder Enghals-
Standflaschen (10 1) genutzt. Das zur Kultivierung verwendete Formiat/Fumarat-Medium wurde
je nach Kulturvolumen mit 0,5 % (w/v) BHI (100-500 ml Ansétze) bzw. 0,1 % (w/v) BHI (101
Ansétze) supplementiert. Um ideale Wachstumsbedingungen fiir W. succinogenes Zellen zu
schaffen, wurden alle Medien insgesamt dreimal fiir 10 Minuten mittels alternierendem
Evakuieren durch eine Vakuumpumpe und Begasen mit molekularem Stickstoff anaerobisiert und
nachfolgend bei 121 °C fiir 20 Minuten autoklaviert. Die Zugabe von Antibiotika und die

Inokulation der Medien erfolgten mit Hilfe steriler Einwegspritzen. Fliissigkulturen wurden nach
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der Inokulation bis zu 16 h stehend bei 37 °C inkubiert. Transformierte Zellen wurden hingegen
in Weichagar (2,6 % BHI-Agar, w/v) eingegossen und wenigstens zwei Tage bei 37 °C in
Anaerobentopfen inkubiert. Zur Selektion von Transformanden wurden die Medien nach Bedarf

mit Chloramphenicol und Kanamycin versetzt.

3.4.2 Zellzucht von Escherichia coli

Fir die Kultivierung von E. coli Zellen wurde LB-Medium verwendet, welches nach dem
Autoklavieren mit Kanamycin und/oder Chloramphenicol versetzt wurde. Die Zellzucht von
E. coli erfolgte unter aeroben Bedingungen in geeigneten Kulturgefa3en. Fliissigkulturen (50-100
ml) wurden nach der Inokulation bis zu 16 h schiittelnd (Kreisschiittler KS 501 digital, IKA
Labortechnik) bei 160 rpm wund 37 °C inkubiert. Transformierte Zellen und
Vereinzelungsausstriche wurden auf festen Nahrboden kultiviert und bis zu 24 h bei 37 °C

inkubiert.

3.4.3 Bestimmung der Zelldichte durch Photometrie

Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte durch photometrische Messung (Spectrophotometer
GENESYS™ 10S UV-VIS, Thermo Scientific) der optischen Dichte bei 578 nm (W. succinogenes)

und 600 nm (E. coli). Als Leerwert wurde Medium verwendet.

3.4.4 Zellernte

W. succinogenes Kulturen (10 1 Ansitze) wurden in der stationdren Wachstumsphase durch
Tangentialfiltration (Pellicon® 2 Cassette, Merck Millipore) konzentriert. Die Zellsuspensionen
wurden dafiir mit einer Pumpe angesaugt und iiber einen Filter mit definierter Porengrée (0,45
wm) weitergeleitet. Die Zellen gelangten nachfolgend zuriick in die 10 1 Enghals-Standflasche
wiahrend das filtrierte Medium abgelassen wurde. Danach wurden die Zellen 10 Minuten bei
8.000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge Sigma 6-16KS, Sigma-Aldrich). Der Uberstand
wurde dekantiert und das Pellet in 30 ml Aquilibrierungspuffer (20 mM Tris/HCI, 200 mM Nacl,
1 mM DTT; pH 7,4) pro 10 1 Ausgangskultur sowie einer Spatelspitze DNasel resuspendiert.

3.4.5 Zellaufschluss mittels French Press und Zellfraktionierung

Die resuspendierten W. succinogenes Zellen (30-100 ml) wurden mit Hilfe der French Press (SLM
Aminco) bei einem Druck von 1.200 bar aufgeschlossen. Durch eine 60-miniitige Zentrifugation
bei 4 °C mit 38.000 rpm (Ultrazentrifuge XL-100K, Beckmann Optima, Rotor 45 Ti) wurde das
Zellhomogenat in l6sliche Fraktion und Membranfraktion getrennt. Die 16sliche Fraktion wurde
nachfolgend direkt fiir die Proteinreinigung verwendet. Die Membranfraktion wurde bis zur

weiteren Verwendung in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C gelagert.
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3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (Mullis & Faloona, 1987) diente zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten und zur Verifizierung von Transformanden. Die PCR-Reaktionen wurden je nach
GroRe und Verwendung des Amplifikats mit der Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New
England Biolabs), der Crimson Taq Polymerase (New England Biolabs), der One Taq Polymerase
(New England Biolabs) oder der PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase (Agilent Technologies) in

einem Thermocycler (Professional TRIO Thermocycler, Biometra) durchgefiihrt.

Die Charakterisierung von Transformanden erfolgte mittels Kolonie-PCR. Dafiir wurden 50 ul
einer W. succinogenes- oder E. coli-Kultur 5 Minuten bei 13.200 rpm zentrifugiert. Nachfolgend
wurde der Uberstand dekantiert und das Pellet in 50 ul Aqua dest. resuspendiert. Der Ansatz
wurde anschlielfend 10 Minuten bei 95 °C inkubiert. Fiir die Kolonie-PCR wurde 1 ul dieser
Suspension als Template-DNA eingesetzt. Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte mit der
Crimson Taq Polymerase und der One Taq Polymerase. In Tabelle 8 ist die Zusammensetzung fiir

einen Standardansatz aufgefiihrt.

Tabelle 8: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes unter Verwendung der Crimson Taq Polymerase oder One Taq

Polymerase
Komponenten Crimson Taq Polymerase /One Taq Polymerase
10 uM Primer je 0,5 ul
10 mM dNTP 0,5 ul
Puffer 5,0 ul
Polymerase 0,125 ul (& 1,25 U/50 ul PCR)
Template-DNA 1,0 ul
Aqua dest. 17,375 ul
Reaktionsvolumen 25 ul

Die Amplifikation der DNA-Fragmente wurde mit folgendem PCR-Programm durchgefiihrt:

Denaturierung 94 °C 30s

Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 45-68 °C 1 min 30 Zyklen
Extension 68 °C 1 min/kb

Finale Extension 68 °C 5 min
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Fiir Plasmidkonstruktionen wurde die Q5® High-Fidelity DNA Polymerase verwendet, welche eine
Proofreading-Aktivitét besitzt. In Tabelle 9 ist die Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes unter

Verwendung der Q5® High-Fidelity DNA Polymerase aufgefiihrt.

Tabelle 9: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes unter Verwendung der Q5® High-Fidelity DNA Polymerase

Komponenten Q5" High-Fidelity DNA Polymerase

10 uM Primer je2,5ul

10 mM dNTP 1,0 ul

Puffer 10,0 ul

Polymerase 0,5 ul (£ 0,02 U/ul)

Template-DNA variabel (genomische DNA: 1 ng-1 ug;
Plasmid-DNA: 1 pg-1 ng)

Aqua dest. variabel

Reaktionsvolumen 50 ul

DNA-Amplifikationen wurden mit der Q5® High-Fidelity DNA Polymerase nach folgendem

Programm durchgefiihrt:

Denaturierung 98 °C 30s

Denaturierung 98 °C 10s

Annealing 50-72°C 30s 25-35 Zyklen
Extension 72 °C 30 s/kb

Finale Extension 72 °C 2 min

3.5.2 Zielgerichtete Mutagenese

Der Austausch von einzelnen Nukleotiden in einem rekombinanten Plasmid wurde mit Hilfe der
PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase (Agilent Technologies) durchgefiihrt. Dafiir wurde das
jeweilige Plasmid (30 ng) mit 10 uM Mutagenese-Primern linearisiert, die den
Nukleotidaustausch beinhalteten (Tab. 6). Die Linearisierung der Vektoren wurde mit dem

folgenden PCR-Programm durchgefiihrt:

Denaturierung 95 °C 2 min

Denaturierung 95 °C 30s

Annealing 55°C 1 min 18 Zyklen
Extension 68 °C 1 min/kb

Finale Extension 68 °C 5 min
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Nach der Linearisierung des Vektors erfolgte die Zugabe der Endonuklease Dpnl (20 U/ul),
welche den Verdau methylierter DNA gewéhrleistet. Anschlief3end wurden E. coli XL.1-Blue Zellen

mit 5 ul des Plasmids transformiert.

3.5.3 Reinigung von DNA-Fragmenten

DNA-Amplifikate wurden nach der PCR mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und
anschlieBend iiber das GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich) laut Herstellerangaben
gereinigt, um iiberschiissige Primer, dNTPs, den Reaktionspuffer und die Polymerase aus dem
Ansatz zu entfernen. DNA-Extraktionen aus Agarose-Gelen wurden mit dem GenElute™ Gel

Extraction Kit (Sigma-Aldrich) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.5.4 DNA-Restriktion

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA-Amplifikaten und Plasmid-DNA erfolgte mit

Restriktionsendonukleasen der Firma New England Biolabs nach Angaben des Herstellers.

3.5.5 Phosphorylierung von DNA-Amplifikaten

Die Phosphorylierung von DNA-Amplifikaten wurde mit der T4 Polynukleotidkinase (New
England Biolabs) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.5.6 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Die Dephosphorylierung von Plasmiden erfolgte mit der Antarktischen Phosphatase (New
England Biolabs) nach Angaben des Herstellers.

3.5.7 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit der T4 DNA Ligase (Thermo Scientific) nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Das Verhaltnis von Insert und Vektor wurde dabei so
gewihlt, dass ein Uberschuss an Insert im Reaktionsansatz vorhanden war. Bei Ligation mit
tiberhdngenden Enden wurde ein Insert:Vektor-Verhaltnis von 3:1 gewéhlt, wohingegen bei einer

blunt-end-Klonierung ein Verhaltnis von 5:1 vorlag.

3.5.8 Konstruktion der Expressionsplasmide pMK9 und pTMH
3.5.8.1 Erstellung des Vektors pMK9

Als Matrize fiir die Konstruktion des Vektors pMK9 wurde das Plasmid pMK2 genutzt (Kap.
3.2.2), welches einen doppelten C-terminalen Strep-Tag aufweist. Mit Hilfe des Primerpaares
PMK9-F und pMK9-R war es moglich, diesen doppelten C-terminalen Strep-Tag aus dem
Ursprungsvektor pMK2 zu entfernen und zeitgleich eine TEV-Protease Erkennungssequenz sowie

einen (His)s-Tag am C-Terminus einzufiigen. Mittels PCR wurde nachfolgend unter Verwendung
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der Primer pMK9-F und pMK9-R ein lineares Fragment des Vektors erstellt. Das durch PCR
erhaltene Fragment wurde anschliefend mit der Restriktionsendonuklease Dpnl hydrolysiert,
iiber glatte Enden ligiert und durch Transformation in den E. coli Stamm XL1-Blue eingebracht.
Die erhaltenen Transformanden wurden mittels PCR und anschlieRender Sequenzierung unter

Verwendung des Primerpaares SeqMK-F und SeqMK-R {iiberpriift.

3.5.8.2 Konstruktion des Expressionsplasmids pTMH

Als Matrize fiir die Konstruktion des Vektors pTMH (TEV-Erkennungssequenz, MBP-Tag, His-Tag)
wurde das zuvor erstellte Plasmid pMK9 genutzt. Mit Hilfe der beiden Primer MK9-F und MK9-R
wurde ein lineares Fragment des Vektors erstellt. Anschliel3end erfolgte die Amplifikation des
malE Gens mit dem Primerpaar malE-F und malE-R aus dem Plasmid pMal-c2X (Tab. 5). Beide
durch PCR erhaltene Fragmente wurden nachfolgend iiber glatte Enden ligiert und durch
Transformation in den E. coli Stamm XL1-Blue eingebracht. Die erhaltenen Transformanden
wurden mittels PCR und anschlief3ender Sequenzierung unter Verwendung des Primerpaares

SeqMK-F und SeqMK-R iiberpriift.

3.5.9 Plasmide zur Expression von ¢éHao-Proteinen

Die haoA Gene wurden mit Primern amplifiziert, die an ihrem 5’-Ende jeweils eine Bsal-
Schnittstelle besaBen (Tab. 6). Nach Restriktion der Amplifikate erfolgte die Ligation {iber zwei
Bsal-Schnittstellen in zuvor restringierte Vektoren (pTMH, pMK9, pMK, pMK1, pMK1-NStrep,
pMK2). Anschliefend wurden E. coli XL1-Blue Zellen mit den so erstellten Konstrukten
transformiert und auf LB-Agar-Platten mit Kanamycin selektiert. Die Plasmid-Derivate wurden

nachfolgend durch Sequenzierung iiberpriift.

3.5.10 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Verfahren, bei dem eine Auftrennung von DNA-Fragmenten
in einem elektrischen Feld erfolgt. Die fiir diese Methode verwendeten Agarose-Konzentrationen
(0,8-1,8 %, w/v) variierten in Abhédngigkeit von der Grof3e des zu trennenden DNA-Fragmentes.
Die DNA-Proben wurden mit 1/5 Volumen 6xLadepuffer versetzt und konnten nachfolgend bei
einer angelegten Spannung von 100-120 V in 1xTAE-Puffer aufgetrennt werden. Als
Grolenstandard diente der Gene Ruler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific). Nach einer 20-
miniitigen Farbung des Agarose-Gels in Ethidiumbromid (1 ug/ml) und einer 15-miniitigen
Inkubation in Wasser, konnten die aufgetrennten DNA-Fragmente mit Hilfe eines UV-
Transilluminators visualisiert und dokumentiert werden. Die Zusammensetzungen des

verwendeten Laufpuffers und des 6xLadepuffers sind nachfolgend aufgelistet.
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TAE-Laufpuffer (50-fach konzentriert; pH 8,0)

Tris 242 ¢
0,5 M EDTA (pH 8.0) 100 ml
Eisessig 57,1 ml

ad 1000 ml H,O

6xLadepuffer

Orange G 0,25 % (w/v)
Xylencyanol 0,25 % (w/v)
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)

gelost in 30 % iger (w/v) wassriger Glycerin-Losung

3.5.11 Isolierung von Nukleinsauren

Die Isolierung von Nukleinsduren erfolgte nach zwei verschiedenen Methoden, die nachfolgend

naher erlautert sind.
Praparative Plasmidisolation mit kommerziellen Kits

Die fiir Klonierungen und Sequenzierungen benétigte Plasmid-DNA wurde mit dem GenElute™
Plasmid Miniprep Kit der Firma Sigma-Aldrich nach Angaben des Herstellers isoliert und
gereinigt. Diese Methode wurde genutzt, um moglichst reine und hoch konzentrierte Plasmid-

DNA zu erhalten.
Analytische Plasmidisolation

Eine kostengiinstigere Variante der Plasmidisolation ist die analytische Praparation von Plasmid-
DNA nach dem Prinzip der alkalischen Lyse. Dazu wurden 1,5 ml einer Bakteriensuspension bei
13.200 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert (Centrifuge 5415 D, Eppendorf). Der Uberstand wurde
dekantiert und das Zellpellet in 150 ul Puffer 1 resuspendiert. Nach Zugabe von 150 ul Puffer 2
und mehrmaligem Invertieren, kam es zur alkalischen Lyse. Nach Zugabe von 150 ul
Neutralisationspuffer 3 und erneutem Invertieren, wurde das Gemisch nachfolgend fiir 10
Minuten bei 13.200 rpm zentrifugiert. Der klare Uberstand, welcher renaturierte Plasmid-DNA
beinhaltet, wurde in ein neues Reaktionsgefaf3 iiberfithrt und mit 500 ul Isopropanol versetzt.
Nach einer zwei-miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die DNA durch einen
anschliefdenden Zentrifugationsschritt (10 Minuten, 13.200 rpm) pelletiert. Das DNA-Pellet
wurde abschlielend mit 500 ul Ethanol (70 % (v/v)) gewaschen und erneut zentrifugiert (2

Minuten, 13.200 rpm). Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet nach Trocknung bei 37 °C
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in 20-30 ul Aqua dest. resuspendiert. Die Zusammensetzungen der verwendeten Puffer sind

nachfolgend aufgefiihrt.

Puffer 1
Tris/HCI (pH 8.0) 50 mM
EDTA 10 mM
RNaseA 100 pug/ml
Lagerung bei 4 °C
Puffer 2
NaOH 0,2 M
SDS 1,0 % (w/v)
Lagerung bei RT
Neutralisationspuffer 3
Kaliumacetat 0,8 M
Guanidin Hydrochlorid 4,0 M

pH 4,2 mit Eisessig eingestellt

3.5.12 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde durch Messung der Extinktion bei 260 nm bestimmt.
Dafiir wurden das Spektrophotometer NanoDrop® ND-1000 der Firma Peglab oder das

Spektrophotometer DS-11+ der Firma DeNovix nach Angaben der Hersteller verwendet.

3.5.13 Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzanalyse nach Sanger wurde durch den Sequenzierservice der LMU Miinchen
bzw. der Firma Seglab-Microsynth (Gottingen) durchgefiihrt. Die Auswertung der erhaltenen

Sequenzen erfolgte mit den Programmen Clone Manager 9 und FinchTV.

3.6 Mikrobiologische Methoden

3.6.1 Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli Zellen

Fiir die Herstellung chemisch kompetenter E. coli XL1-Blue Zellen wurden 100 ml Kultur bis zu
einer ODggonm Von 0,6 schiittelnd bei 37 °C inkubiert. Anschlielsend wurden die Zellen 10 Minuten
auf Eis gekiihlt und 5 Minuten bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
nachfolgend dekantiert und das Zellsediment in 2,7 ml steriler, eiskalter 100 mM

Calciumchloridlosung resuspendiert. Nach Zugabe von 2,3 ml steriler, eiskalter Glycerin-Losung
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(50 % v/v) wurde die Zellsuspension aliquotiert (100 ul Aliquots), in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.6.2 Transformation von Escherichia coli

Fiir die Transformation von E. coli wurden 100 ul chemisch kompetente Zellen (E. coli XL1-Blue)
auf Eis aufgetaut. Anschlieend wurden die Zellen mit einem kompletten Ligationsansatz (10 ul;
50 ng Plasmid-DNA, 150-250 ng Insert) oder 200 ng gereinigter Plasmid-DNA versetzt. Nach
einer 30-miniitigen Inkubation auf Eis und einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 Sekunden wurde
der Transformationsansatz weitere 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 500 ul sterilem
LB-Fliissigmedium wurde der Ansatz 1 h bei 37 °C leicht schiittelnd inkubiert. Anschlief3end
wurde der komplette Transformationsansatz auf LB-Agarplatten mit entsprechendem

Antibiotikum ausplattiert und 18 h bei 37 °C inkubiert.

3.6.3 Transformation von Wolinella succinogenes

Fiir die Transformation von W. succinogenes-Zellen wurden 10 ml Formiat/Fumarat-Medium mit
1 ml einer frischen Ubernachtkultur inokuliert und 3 h bei 37 °C inkubiert (ODsygnm ~ 0,3). Die
Zellsuspension wurde nachfolgend in sterile 15 ml Schraubrohrchen tiberfiihrt und 10 Minuten
bei 5.300 rpm zentrifugiert (Labofuge 200, Heraeus SEPATECH). Der Uberstand wurde
dekantiert und das Pellet in 10 ml kalter, anaerobisierter 0,3 M Saccharoselosung resuspendiert.
Nach erneuter Zentrifugation (5.300 rpm, 10 Minuten) wurde der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in der verbliebenden Saccharoselosung (150-200 ul) resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde nachfolgend mit 2-10 ug Plasmid-DNA vermischt und luftblasenfrei in eine vorgekiihlte
Elektroporationskiivette {iberfiihrt. Die Elektroporation wurde bei einer elektrischen Kapazitat
von 25 uF, einer Spannung von 1.250 V und einem Widerstand von 800 Q durchgefiihrt (BioRad
Pulse Controller, BioRad Gene Pulser). Der Elektroporationsansatz wurde im Anschluss mit 1 ml
gekiihltem Formiat/Fumarat-Medium versetzt und in ein steriles, anaerobisiertes Hungate-
Rohrchen {berfiihrt. Nach einer 1-stiindigen Inkubation bei 37 °C wurde die komplette
Zellsuspension in Antibiotika-haltigen Formiat/Fumarat-Weichagar eingegossen. Die Platten

wurden 2 Tage bei 37 °C in Anaerobentdpfen (OXOID) unter N,-Atmosphdare inkubiert.

3.6.4 Kultivierung und Charakterisierung von W. succinogenes Transformanden

Nach erfolgreicher Transformation von W. succinogenes Zellen wurden die sich auf den Platten
befindlichen Kolonien mit einer sterilen Pasteurpipette aus dem Weichagar entfernt und in ein
steriles Hungate-Rohrchen mit 1 ml Formiat/Fumarat-Medium {iberfiihrt. Die Hungate-Réhrchen
wurden anschlief3end unter Verwendung eines Sterilfilters anaerobisiert und 24 h stehend bei 37

°C inkubiert. Die Transformanden wurden nachfolgend mittels zwei verschiedener PCR-
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Reaktionen genetisch {iiberpriift. Die doppelt homologe Rekombination und die daraus
resultierende Insertion eines haoA Gens wurden mit Hilfe der Primer PCR755 und Ycf-24 (Tab. 6)
nachgewiesen, die aullerhalb der Rekombinationsbereiche binden (Abb. 8). Der erfolgreiche
Austausch des nrfA Gens von W. succinogenes gegen ein haoA Gen wurde mit Hilfe des
Primerpaares nrfA-3"und nrfA-5" {berpriift. Gesuchte Transformanden wurden in 10 ml
Formiat/Fumarat-Medium {berfiihrt, mit den Antibiotika Kanamycin und Chloramphenicol
versetzt und 16 h stehend bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Transformanden erneut
genetisch mittels PCR {iberpriift. Die Produktion der Zielproteine wurde mit SDS-PAGE und

nachfolgender Him-Farbung nachgewiesen.

W. succinogenes napA::cat

1kbp
Pt

%ﬂ‘ﬁ%u 7 N
PCR755 —» 4= Yef-24 €—

nrfA-5" nrfA-3"

W. succinogenes eHao-MBP kan

Por

SigNrfA TEV cleavage site His-Tag
mm 1 haoA (] malE 1 >—| nrfl >E>
PCR755 Ycf-24 4—

Abbildung 8: Strategie zur Erstellung der Stamme W. succinogenes eHao-MBP kan durch Transformation von
W. succinogenes napA::cat mit verschiedenen pTMH-Derivaten. Die Insertion der hAaoA Gene wurde mit den Primern
PCR755 und Ycf-24 nachgewiesen (rot). Dieses Primerpaar bindet auBerhalb der Rekombinationsbereiche, wodurch fiir
W. succinogenes napA::cat ein Fragment von 3075 bp und fiir einen Transformanden ein Amplifikat von 5250 bp
erwartet wird. Der Austausch des nrfA Gens von W. succinogenes gegen die haoA Gene wurde mit Hilfe des
Primerpaares nrfA-3 “und nrfA-5 " Gberprift (blau). Dabei wurde lediglich fir W. succinogenes napA::catein Amplifikat
mit einer GréBe von 175 bp erwartet.

3.7 Proteinbiochemische Methoden
3.7.1 Heterologe Proteinproduktion in Wolinella succinogenes

Fiir die heterologe Proteinproduktion in W. succinogenes wurden Kulturvolumina von insgesamt
30-110 | Formiat/Fumarat-Medium benotigt, die mit jeweils 0,1 % BHI supplementiert waren. Die
Enghals-Standflaschen (je 10 1) wurden vor der Inokulation 15 Minuten mit Stickstoff begast und
anaerobisiert. Anschliellend wurden 10 | Formiat/Fumarat-Medium mit jeweils einer frischen
100 ml Vorkultur inokuliert und 16-18 h bei 37 °C stehend inkubiert. Um die Produktion
rekombinanter Proteine zu unterstiitzen, wurde das Medium nach Bedarf mit einer Eisen-Vitamin-

Losung (0,4 %o v/v) und mit 0,9 mM Jd-Aminoladvulinat versetzt.

Eisen-Vitamin-Losung

FeSO, 0,5M

Ascorbinsaure 0,5M
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Die Eisen-Vitamin-Losung wurde in destilliertem Wasser gelost und vor dem Gebrauch

sterilfiltriert. Die Lagerung der Losung erfolgte bei -20 °C.

3.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Biuret-Methode mit KCN

Die Proteinbestimmung von Zelllysaten oder ganzen Zellen wurde mit der Biuret-Methode (Bode
et al., 1968) durchgefiihrt. 100 ul Probe (maximal 1 mg Protein) wurden mit 200 ul 1 M
Trichloressigsdure und 700 ul Wasser vermischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieffend wurden die Ansdtze 5 Minuten bei 100 °C inkubiert. Nach dem Abkiihlen der
Ansitze erfolgte eine Zentrifugation bei 13.200 rpm fiir 5 Minuten. Der Uberstand wurde
dekantiert und das Pellet in 500 ul Biuret-Reagenz resuspendiert. Nach einer 10-miniitigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Ansétze mit 500 ul Wasser aufgefiillt und in eine
Kiivette iiberfiihrt. Nachdem die Extinktion bei einer Wellenldnge von 546 nm (E1) gemessen
wurde, erfolgte die Zugabe von einer Spatelspitze Kaliumcyanid (KCN). Nachfolgend wurde die

Extinktion erneut bestimmt (E2) und die Proteinkonzentration mit folgender Formel berechnet:

[% _ (E1 — E3) — (E1Blindwert — E2Blindwert)

= TIxe X Verdiinnungsfaktor

Verdiinnungsfaktor: 10
Schichtdicke der Kiivette (d): 1 cm
€s46nm © 0,266 mM™* cm™

Blindwert: Verwendung von Wasser anstelle einer Probe

Biuret-Reagenz

CuS0O,4 x 5 H,O 1,5¢g
K-Na-Tartrat x 4 H,O 45¢
NaOH 40¢g
Kaliumjodid 25¢g

Die Chemikalien wurden in der angegebenen Reihenfolge in H,O gelost (Endvolumen: 500 ml).

3.7.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) wurde mit gereinigten Proteinproben
durchgefiihrt. Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde gebrauchsfertiges Bradford-
Reagenz der Firma Thermo Scientific nach Angaben des Herstellers verwendet. Dafiir wurden

980 ul Bradford-Reagenz mit 20 ul einer gereinigten Proteinprobe (0,05-0,5 ug/ml) vermischt
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und 5 Minuten unter Ausschluss von Licht inkubiert. Die Absorption der Probe wurde bei einer
Wellenldnge von 595 nm gegen einen Blindwert (1 ml Bradford-Reagenz) bestimmt. Die
Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe einer zuvor erstellten Eichgerade. Fiir die
Standardkurve wurde eine Verdiinnungsreihe mit einer 10 mg/ml BSA-Stammlésung hergestellt
(Konzentrationen: 0 mg/ml; 0,01 mg/ml; 0,05 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,5 mg/mlund 1

mg/ml). Alle Messungen wurden mindestens als Doppelbestimmung durchgefiihrt.

3.7.4 Erstellung von Cytochrom &Spektren mittels UV/Vis-Spektroskopie

Die Aufnahme von Cytochrom c-Absorptionsspektren erfolgte mit oxidierten und reduzierten
Proteinproben (Endkonzentration 5-8 uM) in einem Wellenldngenbereich von 300-800 nm
(Spectrophotometer GENESYS™ 10S UV-VIS, Thermo Scientific). Die Oxidation der Cytochrom c
Proteine erfolgte hierbei durch den Luftsauerstoff. Die Analyse eines reduzierten Cytochrom c-
Absorptionsspektrums erfolgte nach vorheriger Zugabe einer Spatelspitze Natriumdithionit zur

Proteinlésung (5-8 uM). Als Referenz wurde 50 mM Tris/HCI-Puffer verwendet.

3.7.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Ganze Zellen oder gereinigte Proteinfraktionen wurden hinsichtlich der Produktion des
Zielproteins und zur Kontrolle des Reinigungsverlaufes mithilfe der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Lammli (1970) {iberpriift. Bei dieser Methode werden Proteine unter
denaturierenden Bedingungen hinsichtlich ihrer molekularen Masse getrennt. Durch Zugabe des
negativ geladenen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) im Auftragspuffer entsteht an den
Polypeptiden eine negative Ladung, die sich proportional zu deren Molekulargewicht verhalt.
Daher wandern die Proteine im elektrischen Feld zur Anode, wobei ihr Laufverhalten wahrend
der Elektrophorese entscheidend von ihrer Masse beeinflusst wird. Die zu untersuchenden Proben
wurden mit 4-fach konzentriertem Denaturierungspuffer (Roti Load1, Carl Roth) versetzt und 10
Minuten bei 95 °C erhitzt. Die Gelelektrophorese wurde mit Stromstdrken vom 30 mA
(Sammelgel) und 50 mA (Trenngel) pro SDS-Gel in vertikalen Gelkammern (Bio-Rad, Mini
PROTEAN® Tetra Cell) durchgefiihrt. Als GréRenstandards dienten der PageRuler'" Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific) und der Color Prestained Protein Standard (New England

Biolabs). Die Zusammensetzungen der verwendeten Gele, Puffer und Losungen sind nachfolgend

aufgefiihrt.

Trenngelpuffer Sammelgelpuffer Acrylamid-Stammlésung (37,5:1)
1,5 M Tris/HCI 0,5 M Tris/HCl 30 % Acrylamid

pH 8,8 pH 6,8 0,8 % Bisacrylamid
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Laufpuffer (10-fach konzentriert)

Tris 30¢g
Glycin 144 g
SDS 10¢g

ad 2000 ml Aqua dest.

Zusammensetzung des Trenngels (2 Gele; Schichtdicke 1,5 mm)

10 % 12,5 % 15%
Acrylamid 5,0 ml 6,25 ml 7,5 ml
H,0 6,0 ml 4,75 ml 3,5 ml
Trenngelpuffer 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml
10 % (w/v) SDS 150 wl 150 pl 150 pl
10 % (w/v) APS 50 ul 50 ul 50 ul
TEMED 25 ul 25 ul 25 ul

Zusammensetzung des Sammelgels (2 Gele; Schichtdicke 1,5 mm; 4 %)

Acrylamid 1,0 ml
H,O 3,4 ml
Sammelgelpuffer 1,5 ml
10 % (w/v) SDS 60 ul
10 % (w/v) APS 20 ul
TEMED 12 ul

3.7.6 Proteinreinigung mittels Affinitatschromatographie
3.7.6.1 Strep-Tactin Affinitatschromatographie

Die Reinigung von Proteinen mit N- und/oder C-terminal angefiigtem Strep-Tag erfolgte mit einer
Strep-Tactin® Superflow Séule der Firma IBA GmbH (Gottingen). Die Kultivierung, Ernte und
Fraktionierung der Zellen wurden wie zuvor beschrieben (Kapitel 3.4.4, 3.4.5, 3.7.1)
durchgefiihrt. Fiir die Reinigung der Proteine wurde eine Sdule mit 1 ml Bettvolumen
(Bindekapazitdt: 50-100 nmol rekombinantes Strep-Tag® Protein) verwendet, welche zunéchst
mit 5 Sdulenvolumen Puffer W &dquilibriert wurde. Nachfolgend wurde die Saule mit der

gesamten loslichen Fraktion beladen und mit 5 Sdulenvolumen Puffer W gewaschen. Der
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Durchlauf sowie die Waschfraktionen wurden in 1 ml Fraktionen gesammelt. Anschliefend
erfolgte die Elution des gebundenen Zielproteins durch 6-malige Zugabe von 0,5 Sdulenvolumen
Puffer E. Das Eluat wurde in 0,5 ml Fraktionen aufgefangen und mittels SDS-PAGE tiberpriift.
Nach Beendigung der Reinigung wurde die Strep-Tactin® S&ule durch Zugabe von 15
Saulenvolumen Puffer R regeneriert. Anschliel3end wurde die Sdule erneut mit 8 Sdulenvolumen
Puffer W gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. Die verwendeten Puffer

sind nachfolgend aufgelistet.

Puffer W Puffer E
100 mM Tris/HCI (pH 8,0) 100 mM Tris/HCI (pH 8,0)
150 mM NacCl 150 mM NacCl

2,5 mM Desthiobiotin

Puffer R

100 mM Tris/HCI (pH 8,0)
150 mM NaCl
1 mM EDTA
1 mM HABA (Hydroxyphenylazo benzoic acid)

3.7.6.2 Nickel-Nitriloessigsaure (NTA) Affinitatschromatographie

Die Reinigung von Proteinen mit C-terminal angefiigtem His-Tag erfolgte mit einer HisTrap™
excel Sdule der Firma GE Healthcare Life Sciences (Freiburg). Fiir die Reinigung der Proteine
wurde eine Sdule mit 5 ml Bettvolumen (Bindekapazitdt: 10 mg Protein/ml sedimentiertes
Medium) verwendet, die an einen AKTApurifier (GE Healthcare Life Sciences) angeschlossen
wurde. Vor Beginn der Reinigung erfolgte die Aquilibrierung der Saule mit 5 Saulenvolumen
Puffer W. Nachfolgend wurde die Sdule mit der gesamten loslichen Fraktion beladen und mit 5
Saulenvolumen Puffer W gewaschen. Der Durchlauf sowie die Waschfraktionen wurden in 5 ml
Fraktionen gesammelt. Die Elution von Proteinen erfolgte durch Zugabe von Puffer E mit einem
linearen Imidazolgradienten (10-250 mM Imidazol) {iber 35 Sdaulenvolumen. Das Eluat wurde in
2,5 ml Fraktionen aufgefangen, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert. Nach Beendigung der Reinigung wurde die HisTrap™™ Séule
durch Zugabe von 3 Saulenvolumen 0,5 M NaOH und 8 Sdulenvolumen Aqua dest. regeneriert.
Anschliefend wurde die Sdule mit 2 Sdulenvolumen Ethanol (20 % (v/v)) tiberschichtet und bis
zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist

nachfolgend aufgefiihrt.
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Puffer W Puffer E
300 mM NaCl 300 mM NaCl
10 mM Imidazol 250 mM Imidazol
50 mM NaH,PO, 50 mM NaH,PO,
pH 8,0 pH 8,0

3.7.6.3 Proteinreinigung mittels MBP-Chromatographie

Die Reinigung von Proteinen mit einem C-terminal angefiigten MBP-Tag erfolgte mit einer
MBPTrap™ HP Siule der Firma GE Healtcare Life Sciences (Freiburg). Fiir die Reinigung der
Proteine wurden Saulen mit 1 ml bzw. 5 ml Bettvolumen (Bindekapazitdt: 7 mg MBP-ASal/ml
Medium, 16 mg MBP-BGal/ml Medium) verwendet, welche zunachst mit 5 Sdulenvolumen Puffer
W &quilibriert wurden. Nachfolgend wurden die Sdulen mit der gesamten l6slichen Fraktion
beladen und mit 10 Saulenvolumen Puffer W gewaschen. Der Durchlauf sowie die
Waschfraktionen wurden in 1 ml Fraktionen gesammelt. Anschlieend erfolgte die Elution des
gebundenen Zielproteins durch 3-malige Zugabe von 1 Sdulenvolumen Puffer E (Stol3-Elution).
Das Eluat wurde in 1 ml Fraktionen aufgefangen und beziiglich des Reinheitsgrades mittels SDS-
PAGE und anschliefender Coomassie- und Ham-Farbung iiberpriift. Nach Beendigung der
Reinigung wurden die MBPTrap" Siulen durch Zugabe von 3 Siulenvolumen 0,5 M NaOH und
10 Saulenvolumen Aqua dest. regeneriert. Anschlie3end wurden die Sdulen mit 3 Sdulenvolumen
Ethanol (20 % (v/v)) tiberschichtet und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. Die

verwendeten Puffer sind nachfolgend aufgelistet.

Puffer W Puffer E
200 mM NacCl 200 mM NaCl
20 mM Tris 20 mM Tris
1 mM DTT 10 mM Maltose
pH 7,4 1 mM DTT

pH 7,4

3.7.6.4 Spaltung von Fusionsproteinen mit der TEV-Protease

Die Spaltung zwischen Zielprotein und Fusionspartner (MBP) erfolgte an einer eingefiigten
Erkennungssequenz (ENLYFQG) durch Zugabe der TEV-Protease (Tobacco etch virus). Die
Proteolyse wurde in einem Standard-Aquilibrierungspuffer (20 mM Tris/HCl, 1 mM DTT, 200
mM NaCl; pH 7,4) durchgefiihrt. 25-100 ug gereinigtes Fusionsprotein wurden mit je 1 ug TEV-

Protease (Quelle: heterolog in Escherichia coli produziert; ¢ = 0,7 mg/ml; erhalten von Dr. Oliver
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Klimmek und Michael Brecht) versetzt und 3-4 Stunden bei 30 °C leicht schiittelnd inkubiert. Die

Proteolyse wurde mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung iiberpriift.

3.7.7 Konventionelle Proteinreinigung
3.7.7.1 Diethylaminoethyl (DEAE) - Anionenaustauschchromatographie

Fiir die Reinigung der Proteine mittels DEAE-Anionenaustauschchromatographie wurde eine
Siule mit 500 ml Bettvolumen verwendet, die an einen AKTApurifier (GE Healthcare Life
Sciences) angeschlossen wurde. Die nach dem Zellaufschluss und der Fraktionierung erhaltene
16sliche Fraktion wurde auf eine mit Puffer W dquilibrierte DEAE-Sepharose Saule beladen.
Nachdem die Sédule mit 0,5 Sdulenvolumen Puffer W gewaschen worden war, erfolgte die Zugabe
von Puffer E (500 ml) und die Elution der Proteine mit einem linearen NaCl-Gradienten (0-1M)
iiber 1 Saulenvolumen. Cytochrom c-haltige Eluatfraktionen wurden vereinigt, ankonzentriert
und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Beendigung der Reinigung wurde die DEAE-
Sepharose Saule durch Zugabe von 1 Sdulenvolumen 0,5 M NaOH und 2 Saulenvolumen Aqua
dest. regeneriert. AnschlieRend wurde die Sdule mit 1 Sdulenvolumen Ethanol (20 % (v/v))
aquilibriert und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. Die Zusammensetzungen der

verwendeten Puffer sind nachfolgend aufgefiihrt.

Puffer W Puffer E
50 mM Kaliumphosphat-Puffer 50 mM Kaliumphosphat-Puffer
pH 7,5 1 M NaCl

pH 7,5

3.7.7.2 Gelfiltration

Mittels Gelfiltration (Grof3enausschlusschromatographie) werden Proteine hinsichtlich ihres
hydrodynamischen Volumens aufgetrennt. Hierfiir wird ein hochportses Saulenmaterial aus
einem kovalent vernetzten Agarose-Dextran Polymer genutzt. Dieses Polymer ermoglicht kleinen
Molekiilen in die Sdulenmatrix einzudringen, wodurch sie am Passieren der Siule gehindert
werden. Grollere Molekiile konnen hingegen nicht in die Sdulenmatrix eindringen und

durchlaufen die Sadule somit wesentlich schneller.
Analytische Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration wurde zur Bestimmung der Multimerisierungszustdnde von
Fusionsproteinen verwendet. Dafiir wurde eine Superdex 200 10/300 GL Saule (Bettvolumen: 24
ml; maximale Flussgeschwindigkeit: 0,75 ml/min; Probenvolumen: 25-500 ul; Trennbereich:

10-600 kDa) der Firma GE Healthcare Life Sciences (Freiburg) eingesetzt, die an einen
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AKTApurifier (GE Healthcare Life Sciences) angeschlossen wurde. Pro Lauf wurden 400 ul
gereinigtes Protein auf eine A&quilibrierte Sephadex 200 Saule aufgetragen. Die
Flussgeschwindigkeit betrug 0,4 ml min', um eine moglichst gute Trennung der
Multimerisierungszustdnde zu erreichen. Die Absorptionen der eluierten Proteinfraktionen
wurden mit Hilfe eines UV-Vis Monitors (UV-900, GE Healthcare Life Sciences) bei 260 nm, 280
nm und 410 nm bestimmt. Durch die Kalibrierung der Gelfiltrationssdule mit Proteinen bekannter
Grofde (Ovalbumin: 43 kDa, BSA: 66 kDa, Aldolase: 158 kDa, Katalase: 232 kDa, Ferritin: 440
kDa, Blue Dextran 2000: 2000 kDa) lassen sich die ungefahren Molekiilmassen der untersuchten
Proteine iiber das Retentionsvolumen berechnen. Dabei verhalt sich die Molekiilmasse umgekehrt

proportional zum Elutionsvolumen.

Aquilibrierungspuffer

50 mM Kaliumphosphat-Puffer
pH 7,4

3.8 Proteinanalytische Methoden
3.8.1 Coomassie-Farbung

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteingemischen im SDS-Gel erfolgte die
Detektion der Proteine mit einer Coomassie-Farbung. Das SDS-Gel wurde vor der Farbung mit
Wasser tiberschichtet, 30 Sekunden in der Mikrowelle erhitzt und nachfolgend 5-10 Minuten
leicht schiittelnd inkubiert. Anschlief3end wurde das Wasser entfernt und das Gel mit Coomassie-
Farbelosung bedeckt, die erneut 30 Sekunden erhitzt wurde. Das SDS-Gel wurde anschliefend
gefarbt bis die gewiinschte Bandenintensitét erreicht war. Nachfolgend wurde der Hintergrund

bei Raumtemperatur fiir mindestens 16 Stunden mit Aqua dest. entfarbt.

Coomassie-Firbelosung

Coomassie® Brilliant Blue G250 80 mg
Salzsaure 35 mM

ad 11 H,O bidest.

80 mg Coomassie® Brilliant Blue G250 (Serva) wurden in 1 1 H,O bidest. gelost und 3 Stunden
geriihrt. Anschlief3end wurden unter stindigem Rithren 3 ml konzentrierte Salzsdure zugegeben

und die Losung bis zur weiteren Verwendung lichtgeschiitzt gelagert.

3.8.2 Ham-Farbung

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteingemischen im SDS-Gel erfolgte die

Detektion der Cytochrome ¢ mittels Him-Farbung (Francis & Becker, 1984). Das SDS-Gel wurde
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vor der Fiarbung mit TCA-Losung (12,5 % w/v) {iberschichtet und 30 Minuten fixiert.
Anschliel3end wurde das Gel 20 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen und mit der frisch
angesetzten Farbelosung fiir 60 Minuten auf einen wippenden Plattformschiittler (DUOMAX

1030, Heidolph Instruments) inkubiert.

Ham-Farbelosung

o-Dianisidin Dihydrochlorid 100 mg
0,5 M Natriumcitrat (pH 4,4) 10 ml
H,0, 30 % (w/w) 200 ul

ad 100 ml Aqua dest.

100 mg o-Dianisidin Dihydrochlorid wurden in 90 ml destilliertem Wasser gelost und 15 Minuten

geriihrt. Anschliellend wurden 10 ml 0,5 M Natriumcitrat-Losung und 200 ul H,O, zugegeben.

3.8.3 Western Blot und ELISA
3.8.3.1 Western Blot

Durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine wurden auf eine Nitrocellulosemembran transferiert.
Dafiir wurde die Membran zunéchst mit destilliertem Wasser und Anodenpuffer II befeuchtet. Fiir
den Aufbau des Blots wurden vier Whatman-Papiere in Anodenpuffer I getrankt und auf die
Anodenplatte der Blotapparatur (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad) {iiberfiihrt.
Anschlielend wurden zwei in Anodenpuffer II getrankte Whatman-Papiere, die vorbehandelte
Nitrocellulosemembran und das SDS-Gel luftblasenfrei aufgelegt. Den Abschluss bildeten 6
Whatman-Papiere, die in Kathodenpuffer inkubiert worden waren. Der Proteintransfer erfolgte
bei einer Stromstirke von 0,04 A pro cm® fiir 90 Minuten. Die Zusammensetzung der

verwendeten Puffer ist nachfolgend aufgefiihrt.

Anodenpuffer I

Tris/HCI 0,3 M

Methanol 20 % (v/V)
pH 10,4

Anodenpuffer II

Tris/HCI 25 mM

Methanol 20 % (v/V)
pH 10,4
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Kathodenpuffer

Tris/HCl 25 mM

Methanol 20 % (v/V)

Aminohexansiure 40 mM
pH 9,4

3.8.3.2 ELISA

Nachdem die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine mittels Western Blot auf eine
Nitrocellulosemembran {ibertragen worden waren, wurde diese iiber Nacht in 1-fach
konzentriertem PBS-Puffer mit 3 % (w/v) Albumin Fraktion V (BSA) oder 5 % (w/v) Milchpulver
leicht schiittelnd inkubiert. Nachfolgend wurde die Membran 15 Minuten mit 1-fach
konzentriertem PBS-Puffer gewaschen und mit dem entsprechenden Antikorper fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Die verwendeten Antikorper (Anti-His-HRP, Roth; StrepMAB-
Classic HRP conjugate, Strep-Tactin®-HRP conjugate, IBA) wurden nach den Angaben der
Hersteller verdiinnt. Nach erneutem 15-miniitigem Waschen der Membran mit 1-fach
konzentriertem PBS-Puffer erfolgte die Zugabe der frisch hergestellten Chloronaphthol-Losung.
Die dadurch hervorgerufene chromogene Reaktion wurde mit dem Erreichen der gewiinschten

Bandenintensitdt durch Zugabe von destilliertem Wasser abgestoppt.

PBS-Puffer (10-fach konzentriert)

NaCl 72,0 g
Na,HPO, x 2 H,0 14,2 ¢
NaH,PO, x H,0O 2,8¢g

ad 11Aqua dest.

Chloronaphthol-Lésung

4-Chloro-1-Naphthol 30 mg
Ethanol (p.a.) 5 ml
H,0, 30 % (w/w) 20 ul

ad 50 ml PBS-Puffer (1-fach konzentriert)

30 mg 4-Chloro-1-Naphthol wurden in 5 ml Ethanol gelost. Anschliel3end wurden 45 ml PBS-
Puffer und 20 ul H,0, zugegeben.
3.8.4 Blau-Nativ-Elektrophorese (BN-PAGE)

Die BN-PAGE wurde mit Fertiggelen der Firma Serva (SERVAGel™ N Native Gels 3-12 %)

durchgefiihrt. Die gereinigten Proteinproben wurden zu gleichen Volumenanteilen mit 2-fachem
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Probenpuffer gemischt. 30 ul Probe wurde auf das native Gel aufgetragen. Die BN-PAGE wurde
bei einer Spannung von 50 V fiir 30 Minuten gestartet. AnschlieRend wurde die Spannung auf
200 V erhoht und BN-Elektrophorese fiir weitere 120 Minuten fortgesetzt. Nachfolgend wurde
das Gel in 20 % (w/v) Trichloressigsaure fixiert und mit SERVA Blau R (Serva, Heidelberg) nach
Angaben des Herstellers gefarbt.

Probenpuffer (2-fach konzentriert)

6-Aminocapronsiure 1M
BisTris-HCI (pH 7,0) 100 mM
NaCl 100 mM
Glycerin 20 %
Serva Blue G250 0,1 %
Anodenpuffer
BisTris-HCl 50 mM
pH 7,0
Kathodenpuffer
Tricin 50 mM
BisTris 15 mM

3.8.5 Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) wurde mit Fertiggelen der Firma Serva (SERVAGel™ IEF
Starter Kit, pH 3,5-10,7) durchgefiihrt. Die gereinigten Proteinproben wurden zu gleichen
Volumenanteilen mit dem IEF-Probenpuffer gemischt. 30 ul Probe wurde auf das Gel aufgetragen.
Die isoelektrische Fokussierung wurde mit umgekehrten Polaritdten (Non-Equilibrium-pH-
Gradient-Electrophoresis = NEPHGE-Protokoll) bei einer Spannung von 100 V fiir 60 Minuten
gestartet um auch die Auftrennung von Proteinen mit einem plI > 7 gewéhrleisten zu konnen
(O Farrell et al., 1977). Anschlieend wurde die Spannung auf 300V erhoht und Elektrophorese
fiir weitere 60 Minuten fortgesetzt. Nachfolgend wurde das Gel in 20 % (w/v) Trichloressigsaure

fixiert und mit SERVA Violet 17 (Serva, Heidelberg) nach Angaben des Herstellers geférbt.

Probenpuffer (2-fach konzentriert)

Servalyt™ 4 % (W/V)
Glycerin 30 % (w/v)
Phenolrot 0,005 % (w/v)
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Kathodenpuffer

NaOH 20 mM
Anodenpuffer

Glutaminsiure 40 mM

3.8.6 Ammoniumnachweis

Der Ammoniumnachweis wurde mit Nellers Reagenz durchgefiihrt. Das Reagenz beinhaltet
Kaliumtetraiodomercurat K,[Hgl,], welches mit Ammoniak oder Ammonium in alkalischer
Losung einen gelben Farbkomplex [Hg,N]I! bildet. Dieser Farbkomplex besitzt ein
Absorptionsmaximum bei 475 nm (Lange & Zdenek, 1980), sodass mit Hilfe dieser Methode

Ammonium- oder Ammoniakkonzentrationen photometrisch bestimmt werden konnen.
NH,* + 2 Ky[Hgl,] + 3 NaOH + OH—> [Hg,N]I! + 4 KI + 3 Nal + 4 H,0

Fiir den Ammoniumnachweis wurden 100 ul Probe (0-2,0 mM Ammonium) mit 900 ul Nel3lers
Reagenz vermischt und 15 Minuten bei 25 °C leicht schiittelnd inkubiert. Anschliel3end wurde die
Absorption bei einer Wellenldnge von 475 nm gegen einen Blindwert (1ml Nef3lers Reagenz)
bestimmt. Die Berechnung der Ammoniumkonzentrationen erfolgte mit einer zuvor erstellten
Eichgerade (Abb. 9). Fiir die Standardkurve wurde eine Verdiinnungsreihe mit einer 10 mM
Ammoniumsulfat-Stammlosung hergestellt (Konzentrationen: 0 mM; 0,2 mM; 0,4 mM; 0,6 mM,;
0,8 mM; 1,0 mM; 1,2 mM; 1,4 mM; 1,6 mM; 1,8 mM und 2,0 mM). Alle Messungen wurden als

Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

0.6+

£ 0.4
&
N
[a)
O o2 /
y = 0,0002289x
<
0.0 T T T 1
0 500 1000 1500 2000
NH," [uM]

Abbildung 9: Eichgerade des Ammoniumnachweises mittels NeBlers Reagenz. Fir die Standardkurve wurde eine
Verdlinnungsreihe mit einer 10 mM Ammoniumsulfat-Stammlésung hergestellt (Konzentrationsbereich: 0-2 mM). Die
Messung der Verdlinnungsreihe erfolgte als Dreifachbestimmung bei einer Wellenldnge von 475 nm gegen einen
Blindwert (1 ml NeBlers Reagenz). Die Erstellung der Eichgerade wurde mit dem Programm GraphPad Prism 5
durchgefiihrt. Schwarz: Messwerte der Eichgerade ohne Einbeziehung des Blindwertes; Violett: Messwerte der
Eichgerade nach Abzug des Blindwertes (y = 0,0002289x).
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3.8.7 Hydroxylaminbestimmung

Hydroxylaminkonzentrationen wurden mit einem modifizierten Protokoll nach Frear und Burrell
(1955) bestimmt. Fiir den Hydroxylaminnachweis wurden 200 ul Probe (0 bis 1 mM
Hydroxylamin), 200 ul Natriumphosphat-Puffer (50 mM, pH 6,8) und 160 ul destilliertes Wasser
vermischt. Anschliel3end wurden 40 ul TCA-Losung (12 % w/v) und 200 ul 8-Chinolinol-Losung
hinzugegeben. Die Ansidtze wurden gemischt und mit 200 ul Natriumcarbonat-Losung (1 M)
versetzt. Nach einer 1-miniitigen Inkubation bei 95 °C erfolgte die Inkubation der Ansétze fiir 15
Minuten bei Raumtemperatur. Anschlie@end wurde die Absorption bei einer Wellenldnge von
705 nm gegen einen Blindwert bestimmt. Die Berechnung der Hydroxylaminkonzentrationen
erfolgte mit zuvor erstellten Eichgeraden (exemplarisch in Abb. 10 gezeigt). Fiir die
Standardkurven wurden Verdiinnungsreihen mit einer 250 uM und 1 mM
Hydroxylaminhydrochlorid-Stammlosung hergestellt (Konzentrationen 250 uM Stammlosung: O
nmol; 1,25 nmol; 2.5 nmol; 5 nmol; 10nmol; 15 nmol; 20 nmol; 25 nmol; 30 nmol; 40 nmol; 45
nmol und 50 nmol; Konzentrationen 1 mM Stammlosung: 0 mM; 0,050 mM; 0,1 mM; 0,15 mM;
0,2 mM; 0,25 mM; 0,3 mM; 0,35 mM; 0,4 mM; 0,45 mM; 0,5 mM; 0,55 mM; 0,6 mM; 0,65 mM;
0,7 mM; 0,75 mM; 0,8 mM; 0,85 mM; 0,9 mM; 0,95 mM und 1,0 mM). Alle Messungen wurden

als Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

8-Chinolinol-Lésung

1 g 8-Chinolinol wurde in 100 ml Ethanol (100 % (v/v)) gelost.

1.5+

-
o
1

OD705nm

y =0,02181x

0.0

0 10 20 30 40 50
NH,0H-Konzentration [nmol]

Abbildung 10: Eichgerade der Hydroxylaminbestimmung. Fur die Standardkurve wurde eine Verdiinnungsreihe mit
einer 250 uM Hydroxylaminhydrochlorid-Stammlésung hergestellt (Konzentrationsbereich: 0-50 nmol). Die Messung der
Verdiinnungsreihe erfolgte als Dreifachbestimmung bei einer Wellenlange von 705 nm gegen einen Blindwert (200 ul
destilliertes Wasser anstelle einer Probe). Die Erstellung der Eichgerade wurde mit dem Programm GraphPad Prism 5
durchgefihrt (y = 0,02181x).
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3.8.8 Nitritnachweis

Nitritkonzentrationen wurden photometrisch bestimmt. Das im Testansatz befindliche Nitrit
diazotiert mit dem zugegebenen Sulfanilamid zu einem Diazoniumsalz. Dieses Diazoniumsalz
bildet nachfolgend mit N-(1-Naphthyl)ethylendiamin einen farbigen Komplex, dessen
Konzentration photometrisch bestimmt werden kann (Rider & Mellon, 1946). Fiir den
Nitritnachweis wurden 200 ul Probe (0-0,1 mM Nitrit) mit 200 ul Sulfanilamid [1 % (w/V) in 2,5
N HCI] vermischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden 200 ul N-(1-
Naphthyl)ethylendiamin (0,1 %, w/v) hinzugegeben. Die Ansitze wurden erneut gemischt und
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 400 ul destilliertem Wasser wurde
die Extinktion bei einer Wellenldnge von 546 nm gegen einen Blindwert bestimmt. Die

Berechnung der Nitritkonzentrationen erfolgte mit folgender Formel:

c[mM] = A"TD x5 £s46am = 50 mM" cm™

3.9 Enzymaktivitatsbestimmungen
3.9.1 Messung von Reduktase-Aktivitaten

Die Messung der Nitrit-, Hydrazin- und Hydroxylamin-Reduktase-Aktivitét erfolgte photometrisch
bei einer Wellenldnge von 546 nm nach einem Protokoll von Bokranz et al. (1983). Fiir die
Messung wurden 970 ul Kaliumphosphat-Puffer (50 mM, pH 7,0) in eine mit Gummistopfen
verschlossene, anaerobisierte Quarzkiivette (d=0,5 cm) {iberfithrt und 5 Minuten bei 37 °C in
einem Wasserbad inkubiert. Anschlie3end wurden 10 ul Natriumdithionit (1 M Stammlésung)
und 10 ul einer 0,1 M Benzylviologen-Losung hinzugegeben. Der Ansatz wurde nachfolgend
erneut 2 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Hinzufiigen der gewiinschten Menge gereinigten
Enzyms (Nitrit-Reduktion: 2,5-70 ug; Hydroxylamin-Reduktion: 0,95-8,1 wug; Hydrazin-
Reduktion: 25-99 ug je nach Proteinprdparation) wurde die Reaktion durch Zugabe des
jeweiligen Substrats gestartet. Als Substrate wurden 10 ul einer 1 M Kaliumnitrit-, Hydrazin- oder

Hydroxylamin-Stammldsung verwendet.

Die Messung der Sulfit-Reduktase-Aktivitét erfolgte photometrisch bei einer Wellenlénge von 578
nm nach einem Protokoll von Zehnder und Wuhrmann (1976). Fiir die Messung wurden wie
zuvor beschrieben 970 ul Kaliumphosphat-Puffer (50 mM, pH 7,5) in eine anaerobisierte
Quarzkiivette iiberfiihrt und 5 Minuten bei 37 °C in einem Wasserbad inkubiert. Anschlielend
wurden 10 ul einer 0,1 M Methylviologen-Losung und 10 ul des Reduktionsmittels Titan (III)-
citrat hinzugegeben. Nach einer erneuten zweiminiitigen Inkubation des Ansatzes bei 37 °C
wurde die gewiinschte Menge gereinigten Enzyms (25-99 ug) hinzugefiigt. Anschliefend wurde

die Reaktion durch Zugabe von 10 mM Natriumsulfit gestartet.
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Die Berechnungen der Volumenaktivitit und spezifischen Aktivitdit wurden mit folgenden

Formeln durchgefiihrt:

s e AE Verdinnungsfaktor x 2
Volumenaktivitat[U/ml] =— X g A

Volumenaktivitiat [U/ml]
Proteinkonzentration [mg/ml]

spezifische Aktivitat[U/mg]| =

Benzylviologen gssenm = 19,5 mM ™' ecm™ (2 €)

Methylviologen €s7gnm = 19,6 mM™ cm™ (2 €)

Volumen in der Kiivette

Verdiinnungsfaktor = Volumen dor Probe
=1
Faktor 2 =3
d = Schichtdicke (0,5 cm)
1 Unit (U) = Oxidation von 2 umol Benzylviologen bzw. Methylviologen pro
Minute

Standardabweichungen wurden mit den Programmen Microsoft Excel und GraphPad Prism 5

bestimmt.

3.9.2 Messung der Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitat

Die Messung der Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitét erfolgte photometrisch bei einer Wellenlédnge
von 578 nm. Fiir die Messung wurden 970 ul Kaliumphosphat-Puffer (50 mM, pH 7,0) in eine
zuvor anaerobisierte Quarzkiivette iiberfiihrt und 5 Minuten bei 37 °C in einem Wasserbad
inkubiert. AnschlieRend wurden 10 ul Phenazinmethosulfat (PMS, 2 mM Stammlosung) und 10
ul einer 40 mM MTT-Losung (Thiazolyl Blue Tetrazoliumbromid) hinzugegeben (Shimamura et
al., 2008). Der Ansatz wurde nachfolgend erneut 2 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Hinzuftigen
der gewiinschten Menge gereinigten Enzyms (je nach Proteinpraparation 25-99 ug) wurde die

Reaktion durch Zugabe von 10 mM Hydroxylamin gestartet.

Fiir die Berechnungen der Volumenaktivitdt und spezifischen Aktivitat wurden folgende Formeln

verwendet:

s e AE Verdinnungsfaktor x 2
Volumenaktivitat[U/ml] =— X i’ !

Volumenaktivitat [U/ml]

spezifische Aktivitat [U/mg] =

Proteinkonzentration [mg/ml]

€578nm =169 mM'cm? (2¢€)
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Verdiinnungsfaktor = VO\;‘;E:;:;::Q ivbe:te

Faktor 2 = %

d = Schichtdicke (0,5 cm)

1 Unit (U) = Reduktion von 1 umol MTT pro Minute

Standardabweichungen wurden mit den Programmen Microsoft Excel und GraphPad Prism 5

ermittelt.

3.9.3 Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante (Ky)

Die Bestimmung der Enzymaktivitdten unter Verwendung verschiedener Substratkonzentrationen
erfolgte wie in den Kapiteln 3.9.1 und 3.9.2 beschrieben. Die Ky-Werte wurden graphisch mit
dem Programm GraphPad Prism 5 durch Auftrag der Substratkonzentrationen gegen die

Enzymaktivitdten bestimmt.

3.9.4 Bestimmung des pH- und Temperatur-Optimums

Die Messung der Enzymaktivitaten erfolgte wie in den Kapiteln 3.9.1 und 3.9.2 beschrieben. Fiir
die Bestimmung des pH-Optimums wurden Puffer mit pH-Werten zwischen 5,5 und 8,0
verwendet. Zur Ermittlung des Temperatur-Optimums wurden die Messanséatze bei Temperaturen

zwischen 37 °C und 70 °C inkubiert. Die verwendeten Puffer sind nachfolgend aufgelistet.

Puffer Konzentration | pH-Wert
Citronensaure/Natriumcitrat-Puffer 50 mM 5,5
Kaliumphosphat-Puffer 50 mM 6,0
Kaliumphosphat-Puffer 50 mM 6,5
Kaliumphosphat-Puffer 50 mM 7,0
Kaliumphosphat-Puffer 50 mM 7,5
Kaliumphosphat-Puffer 50 mM 8,0

Die verwendeten Kaliumphosphat-Puffer wurden im entsprechenden Mischungsverhaltnis aus
einer 1 M Kaliumdihydrogenphosphat-Stammlésung und einer 1 M Dikaliumhydrogenphosphat-

Stamml6sung hergestellt.
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3.9.5 Produktbestimmungen enzymatischer Reaktionen
3.9.5.1 Nitritreduktion

Die Messung der Nitrit-Reduktase-Aktivitat erfolgte wie in Kapitel 3.9.1 beschrieben. Fiir die
Messung wurden 950 ul Kaliumphosphat-Puffer (50 mM, pH 7,0) in eine zuvor anaerobisierte
Quarzkiivette iiberfiihrt und 5 Minuten bei 37 °C in einem Wasserbad inkubiert. Anschlielend
wurden 10 ul einer 1 M Natriumdithionit-Losung und 10 ul einer 0,1 M Benzylviologen-Losung
hinzugegeben. Der Ansatz wurde nachfolgend erneut 2 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach
Hinzufiigen der gewiinschten Menge an gereinigtem Enzym (50 pg) wurde die Reaktion durch
Zugabe von 5 mM Nitrit gestartet. Die Messansdtze wurden insgesamt 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert, wobei das Reduktionsmittel Natriumdithionit stufenweise bis zu einer
Endkonzentration von 30 mM zugegeben wurde. Anschlief3end wurden die Messansitze auf Eis
gelagert, um die enzymatische Reaktion abzustoppen und einer Nitrit-, Hydroxylamin- sowie
Ammoniumbestimmung unterzogen. Als Kontrollen wurden Messansétze ohne Substrat aber mit
Protein und Messansdtze mit Substrat aber ohne Protein mitgefiihrt. Hinsichtlich der
Nitritbestimmung wurden Messansdtze mit Substrat aber ohne Protein genutzt, um die
Nitritkonzentrationen vor der Enzymzugabe zu bestimmen. Messansétze ohne Substrat aber mit
Protein hatten hingegen keinen Einfluss innerhalb der Nitritbestimmung. Im Fall der
Hydroxylaminbestimmung hatten die mitgefiihrten Kontrollen keinen Einfluss auf die erhaltenden
Messwerte. Hinsichtlich der Ammoniumbestimmung wurde ein Einfluss der zugegebenen
Proteine auf die Messwerte festgestellt. Um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, wurden die
ermittelten Ammoniumfunktionswerte um den Wert korrigiert, der mit Kontrollen ohne Substrat
aber mit Protein bestimmt wurde. Messansitze mit Substrat aber ohne Protein hatten hingegen
keinen Einfluss innerhalb der Ammoniumbestimmung. Die Konzentrationen der Substrate und

Endprodukte wurden mit Hilfe von zuvor erstellten Eichgeraden berechnet.

3.9.5.2 Hydroxylamin-Oxidation

Die Messung der Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitét erfolgte wie in Kapitel 3.9.2 beschrieben. Nach
Hinzufiigen der gewiinschten Menge an gereinigtem Enzym (50 ug) wurde die Reaktion durch
Zugabe von 5 mM Hydroxylamin gestartet. Die Messansitze wurden insgesamt 60 Minuten bei 37
°C inkubiert und anschlieSend auf Eis gelagert, um die enzymatische Reaktion abzustoppen.
Nachfolgend wurden Nitrit- sowie Hydroxylaminbestimmungen durchgefiihrt. Als Kontrollen
wurden Messansitze ohne Substrat aber mit Protein sowie Messansétze mit Substrat aber ohne
Protein mitgefiihrt. Hinsichtlich der Hydroxylaminbestimmung wurden Messansatze mit Substrat
aber ohne Protein genutzt, um die Hydroxylaminkonzentrationen vor der Enzymzugabe zu
bestimmen. Messansédtze ohne Substrat aber mit Protein hatten hingegen keinen Einfluss

innerhalb der Hydroxylaminbestimmung. Hinsichtlich der Nitritbestimmung wurden Kontrollen
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mit Substrat aber ohne Protein von den eigentlichen Messwerten abgezogen, um aussagekraftige
Ergebnisse zu erhalten. Messansédtze ohne Substrat aber mit Protein hatten hingegen keinen
Einfluss auf die erhaltenden Messwerte. Die Nitrit- und Hydroxylaminkonzentrationen wurden

mit Hilfe von zuvor erstellten Eichgeraden ermittelt.
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4. Ergebnisse

4.1 Heterologe Produktion von eHao-MBP Fusionsproteinen

Fiir die heterologe Produktion der epsilonproteobakteriellen Hydroxylamin-Oxidoreduktasen im
nrf-Operon von Wolinella succinogenes wurde das Plasmid pTMH (TEV-Erkennungssequenz, MBP,
His-Tag) erstellt (Kap. 3.5.8.2). Dieses Plasmid ermoglichte es erstmals ¢Hao-MBP
Fusionsproteine in W. succinogenes zu produzieren, die nachfolgend gereinigt und charakterisiert
wurden. Die Expression des Zielgens (haoA) wird hierbei nicht durch einen Induktor gesteuert,
sondern durch das Vorhandensein des nrf-Promotors reguliert. Die Konstruktion des
Expressionsplasmids pTMH und dessen Derivate (Tab. 5) wurde wie in den Kapitel 3.5.8 und
3.5.9 beschrieben durchgefiithrt. Der Vektor pTMH besitzt neben den zwei partialen,
flankierenden Genabschnitten nrfH und nrfl eine Kanamycin-Resistenzkassette, welche die
Selektion der Transformanden ermdoglichte. Weiterhin sind eine TEV-Erkennungssequenz, welche
fiir die Spaltung der Fusionsproteine essentiell ist, und ein MBP-Tag vorhanden. Der 40 kDa
grofle MBP-Tag wurde genutzt, um eine bessere Bindung der periplasmatisch lokalisierten
Zielproteine im Vergleich zu Strep- oder His-Tag-markierten Proteinvarianten an eine
Affinitatssaule zu erreichen (Kap. 4.9). Die Vektorkarte des Plasmids pTMH-CmHao sowie die

Strategie der Mutantenkonstruktion sind exemplarisch in Abb. 11 dargestellt.
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N
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Abbildung 11: (A) Vektorkarte des Expressionsplasmids pTMH-CmHao mit dem Zielgen haoA aus C. mediatlanticus,
(B) Strategie zur Erstellung der Mutanten W. succinogenes céHao-MBP kan durch Transformation von W. succinogenes
napA::cat mit verschiedenen pTMH-Derivaten, homologe Bereiche zwischen dem W. succinogenes Genom und dem
Expressionsplasmid pTMH sind durch schwarze Balken gekennzeichnet.

Die Erstellung der Mutanten W. succinogenes ¢Hao-MBP kan wurde wie in Kapitel 3.6.3
beschrieben durchgefiihrt. Die Transformanden wurden nachfolgend mittels zweier verschiedener
PCR-Reaktionen auf Integration des jeweiligen haoA-Gens und Verlust des W. succinogenes nrfA-
Gens tiiberpriift (Kap. 3.6.4). Die Produktion der Zielproteine wurde mit SDS-PAGE und
nachfolgender Him-Farbung nachgewiesen. Zellen der entsprechenden Transformanden wurden

anschlief3end im 10 1-Mal3stab (insgesamt bis zu 110 1) in Formiat/Fumarat-Medium vermehrt,
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mittels Tangentialfiltration (Kap. 3.4.4) geerntet und nachfolgend zentrifugiert. Das Zellsediment
wurde anschliefend resuspendiert und die Zellen mittels French Press aufgeschlossen (Kap.
3.4.5). Durch eine 60-miniitige Ultrazentrifugation wurde das Zellhomogenat in 1sliche Fraktion
und Membranfraktion separiert. Die anschlief3ende Reinigung des periplasmatisch lokalisierten
Zielproteins wurde wie in Kapitel 3.7.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Sowohl in Zellsuspensionen
als auch Elutionsfraktionen konnte mittels Coomassie- und Ham-Farbung das jeweilige
Fusionsprotein mit einer Grof3e von etwa 100 kDa sowie das MBP-freie Zielprotein mit einer
Grofde von etwa 57 kDa nachgewiesen werden (Abb. 12). Das Vorhandensein der MBP-freien
Proteinspezies war unerwartet und ist moglicherweise auf eine spontane Proteolyse oder
Instabilitdt des MBP-Tags zuriickzufiihren. Durch die Konstruktion und Etablierung des neuen
Expressionsplasmids pTMH war es moglich insgesamt 13 Fusionsproteine (CmHao,
CmHao W464Y, CmHao V450Y, CcuHao, CcuHao W428Y, CcuHao V414Y, CfHao,
CfHao W434Y, CfHao V422Y, NpHao, NeHao, NeHao Y467V und WsNrfA) heterolog bzw.
homolog in W. succinogenes zu produzieren. Abbildung 12 zeigt exemplarisch sechs dieser
Proteine, die mittels SDS-PAGE, anschlief3ender Coomassie- und Ham-Farbung sowie mit Hilfe

einer Immunodetektion nachgewiesen wurden.
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Abbildung 12: (A) SDS-PAGE (10 %-iges Polyacrylamid-Gel) und Ham-Farbung von W. succinogenes Zellsuspensionen
(200 ug Probe pro Spur); M, PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Bild A und C, Thermo Scientific), Spectra™
Multicolor High Range Protein Ladder (Bild D, Thermo Scientific), Color Prestained Protein Standard Broad Range (Bild
B, New England Biolabs); Spur 1, CmHao; Spur 2, CmHao_V450Y; Spur 3, C/Hao; Spur 4, CHao_V422Y; Spur 5, CcuHao;
Spur 6, CcuHao_V414Y ; Spur 7, W. succinogenes napA:.cat (150 ug); (B) Ham-Farbung gereinigter ¢Hao-MBP
Fusionsproteine, 30 ug Probe in jeder Spur; (C) Coomassie-Farbung gereinigter ecHao-MBP Fusionsproteine, 7,5 pg Probe
pro Spur, (D) Western Blot und ELISA zum Nachweis von éHao-MBP Fusionsproteinen unter Verwendung des primaren
Antikorpers Anti-His-HRP (Roth), 7,5 ug gereinigtes Protein pro Spur.
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Die mittels dieser Methode produzierten éHao-MBP Fusionsproteine besitzen neben dem MBP-
Tag noch einen weiteren Affinitdts-Tag (Hise-Tag), der am C-Terminus des Maltose-Binde-
Proteins lokalisiert ist und bei der Proteolyse der Fusionsproteine eine bedeutende Rolle
iibernimmt. Die Spaltung zwischen Zielprotein (Hao) und Fusionspartner (MBP), die fiir eine
nachfolgende Kristallisation der Proteine entscheidend sein kann, erfolgte an einer eingefiigten
Erkennungssequenz (ENLYFQG). Nach Zugabe der TEV-Protease (Kap. 3.7.6.4), die ebenfalls
einen Hise-Tag besitzt, und einer weiteren Reinigung mittels einer Ni-NTA S&ule konnten auf
diesem Wege die TEV-Protease sowie der MBP-Tag vom Zielprotein entfernt werden. Die
Proteolyse wurde mit den e¢Hao-MBP Fusionsproteinen CmHao, CmHao W464Y, CcuHao,

CcuHao W428Y, CfHao und CfHao W434Y durchgefiihrt und ist exemplarisch in Abb. 13
dargestellt.
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Abbildung 13: (A) SDS-PAGE (10 % iges Polyacrylamid-Gel) und Coomassie-Farbung des gereinigten Fusionsproteins
CmHao-MBP vor und nach Zugabe der TEV-Protease, 7,5 ug Probe in jeder Spur; M, Color Prestained Protein Standard
Broad Range (New England Biolabs); Spur 1, CmHao-MBP Fusionsprotein vor Zugabe der TEV-Protease; Spur 2, CmHao-
MBP Fusionsprotein nach Zugabe der TEV-Protease und 3-stlindiger Inkubation bei 30 °C (Kap. 3.7.6.4); Spur 3, CmHao-
MBP Fusionsprotein nach Zugabe der TEV-Protease und 4-stiindiger Inkubation bei 30 °C. (B) SDS-PAGE (10 % iges
Polyacrylamid-Gel) und Ham-Farbung des gereinigten Fusionsproteins CmHao-MBP vor und nach Zugabe der TEV-
Protease, 50 ug Probe in jeder Spur; M, PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific); Spur 1, mHao-MBP
Fusionsprotein vor Zugabe der TEV-Protease; Spur 2, CmHao-MBP Fusionsprotein nach Zugabe der TEV-Protease und 3-
stindiger Inkubation bei 30 °C.

4.2 Charakterisierung der éHao-MBP Fusionsproteine (fHao, CcuHao und CmHao

Wie aus Abbildung 12 und 13 ersichtlich, wurden neben den éHao-MBP Fusionsproteinen
auch geringe Anteile an MBP-freien Proteinspezies mittels SDS-PAGE nachgewiesen. Diese
Gemische der verschiedenen Proteinspezies werden nachfolgend als CfHao-, CcuHao-,

CmHao- und NpHao-Praparationen bezeichnet, welche von Enzymen der Organismen C. fetus,
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C. curvus, C. mediatlanticus und N. profundicola heterolog in W. succinogenes erhalten

wurden.

4.2.1 Enzymaktivitatsmessung mit verschiedenen Substraten

Die mittels MBP-Affinitdtschromatographie gereinigten eHao-MBP Fusionsproteine aus C. curvus,
C. fetus und C. mediatlanticus wurden nachfolgend hinsichtlich ihrer Enzymaktivitdten naher
untersucht. Die Messung von Reduktase-Aktivititen erfolgte hierbei durch Zugabe des Dithionit-
reduzierten kiinstlichen Elektronendonors Benzylviologen, dessen Oxidation bei 546 nm
photometrisch bestimmt wurde (Kap. 3.9.1). Als potenzielle Substrate wurden Kaliumnitrit,
Hydroxylamin, Natriumsulfit und Hydrazin verwendet. Die Messung der Hydroxylamin-Oxidase-
Aktivitat (Kap. 3.9.2) erfolgte ebenfalls photometrisch bei einer Wellenlédnge von 578 nm durch
Zugabe des Elektronenakzeptors MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid) und des
Redoxmediators Phenazinmethosulfat (PMS). Fiir die Ermittlung der Reduktase-und Oxidase-
Aktivitditen wurden voneinander unabhingige Messungen mit jeweils zwei biologischen und drei
technischen Replikaten durchgefiihrt. Das NrfA-MBP-Fusionsprotein aus W. succinogenes (WsNrfA-
MBP) wurde als Kontrolle fiir die Nitrit- und Hydroxylamin-Reduktase-Aktivitat mitgefiihrt. Als
Positivkontrolle fiir die Hydroxylamin-Oxidation wurde die Hydroxylamin-Oxidoreduktase aus
Nitrosomonas europaea genutzt, die in aeroben Nitrifizierern die Oxidation von Hydroxylamin zu
Nitrit katalysiert. Die Ergebnisse der Enzymaktivitdtsmessungen sind fiir jeweils zwei biologische

Replikate in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10: Spezifische Aktivitdten der eHao-MBP Fusionsproteine nach Messung von jeweils zwei biologischen und
je drei technischen Replikaten. N/A: keine Messungen durchgefihrt.

Protein Spezifische Aktivitat
(U min'* mg Protein?)
Kaliumnitrit | Hydroxylamin Hydrazin Natriumsulfit Hydroxylamin
Reduktion Reduktion Reduktion Reduktion Oxidation

CmHao 1,0+ 0,02 158,0£2,0 0,05+ 0,005 <0,01 0,1+0,03
CcuHao 27,0£5,0 68,0+ 3,0 <£0,01 <£0,01 0,03+ 0,0002
CfHao 181,0+3,0 149,0+17,0 <£0,01 <£0,01 0,07+ 0,05
WsNrfA 1066,0+27,0 | 159,0+6,0 N/A N/A <0,01
NeHao 0,55+ 0,02 13,0+ 0,4 N/A N/A 4,1+0,13

Anhand der Tabelle 10 wird ersichtlich, dass alle getesteten éHao-MBP Fusionsproteine sowohl
Nitrit als auch Hydroxylamin reduzierten. Die gemessenen Hydroxylamin-Reduktase-Aktivitdten
der CmHao, CcuHao und CfHao waren mit der Positivkontrolle W. succinogenes NrfA-MBP
vergleichbar, wohingegen deutlich geringere Nitritreduktase-Aktivitdten detektiert wurden. Bei
der CfHao war die Nitritreduktion im Vergleich zur Kontrolle um den Faktor 5, bei der CcuHao

um den Faktor 40 und bei der CmHao sogar um den Faktor 1066 erniedrigt. Aufféllig war, dass
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bei der CcuHao und der CmHao wéhrend der Nitritreduktion die Bildung von Gasblédschen auftrat
(Abb. 14). Diese Gasbildung war bei einer Substratkonzentration von 10 mM bereits 60 Sekunden
nach Zugabe der Enzyme optisch nachweisbar und wurde weder bei NrfA-MBP noch bei CfHao
beobachtet. Erwartungsgemal$ wiesen die éHao Enzyme im Vergleich zum Kontrollprotein NeHao
nur sehr geringe Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitaten auf. Fiir die Hydrazin- und Natriumsulfit-
Reduktion konnte bei keinem getesteten Enzym unter den gegebenen Messbedingungen eine

signifikante Aktivitdt nachgewiesen werden.

Abbildung 14: Gasbildung bei der Durchfiihrung des Nitrit-Reduktase-Enzymtests zwei Minuten nach Zugabe der
CmHao.

4.2.2 Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten

Die heterolog produzierten ¢Hao-MBP Fusionsproteine aus C. curvus, C. fetus und
C. mediatlanticus wurden hinsichtlich ihrer Substrataffinitdt untersucht. Dafiir wurden die
Michaelis-Menten-Konstanten (Ky;) fiir Nitrit (Reduktion) sowie Hydroxylamin (reduktiv und
oxidativ) ermittelt. Die Bestimmung der Enzymaktivititen unter Verwendung verschiedener
Substratkonzentrationen erfolgte wie in den Kapiteln 3.9.1 und 3.9.2 beschrieben. Die Ky-Werte
wurden graphisch durch Auftrag der Substratkonzentrationen gegen die Enzymaktivititen
ermittelt. Die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante fiir die Substrate Nitrit und
Hydroxylamin erfolgte mit jeweils zwei biologischen und drei technischen Replikaten. Die Enzym-
Kinetik der untersuchten éHao-MBP Fusionsproteine ist fiir jeweils ein biologisches Replikat in

Abbildung 15 graphisch dargestellt.
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Abbildung 15: Enzym-Kinetik von heterolog produzierten éHao-MBP Fusionsproteinen bei der Nitrit- und Hydroxylamin-
Reduktion sowie der Hydroxylamin-Oxidation. Die Substrataffinitdten der CmHao (A), CcuHao (B) und CfHao (C)
wurden durch Zugabe verschiedener Substratkonzentrationen ermittelt. Die Messung der Nitritreduktase- und
Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitat erfolgte mit 0; 0,5; 0,8; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 und 10 mM Substratzugabe. Fiir die Messung
der Hydroxylamin-Reduktion wurden Substratkonzentration von 0; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 und 20 mM verwendet. Die
Messung der Hydroxylamin-Reduktase-Aktivitdt der CmHao wurde mit zwei zusatzlichen Substratkonzentrationen (15
und 30 mM) durchgefihrt.

Abbildung 15 legt nahe, dass die drei untersuchten ¢Hao-MBP Fusionsproteine aus
C. mediatlanticus, C. curvus und C. fetus einer klassischen Michaelis-Menten-Kinetik folgen. Die
Graphen weisen einen charakteristischen hyperbolen Verlauf auf. In Abbildung 15 ist ebenfalls zu
erkennen, dass die Michaelis-Menten-Kinetik der untersuchten Enzyme iiberwiegend einen
deutlichen Séttigungsbereich aufweist. Innerhalb dieses Sattigungsbereiches erreicht die
spezifische Aktivitit der Enzyme einen Maximalwert und kann auch durch eine hohere
Substratzugabe nicht weiter gesteigert werden (Tab. 11).

Anhand von Tabelle 11 wird ersichtlich, dass fiir alle untersuchten éHao-MBP Fusionsproteine
sowohl fiir die Nitritreduktion als auch die Hydroxylamin-Oxidation vergleichbare Ky-Werte im
Bereich von 0,9-2,7 mM ermittelt werden konnten. Hinsichtlich der Hydroxylamin-Reduktion
wurden fiir die CmHao und CcuHao deutliche hohere Ky-Werte von 6,0-6,6 mM bestimmt.
Lediglich die CfHao wies innerhalb der Hydroxylamin-Reduktion einen geringeren Ky-Wert von

1,88 mM auf. Im Vergleich dazu wurden fiir das Substrat Nitrit fiir W. succinogenes NrfA
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(WsNrfA) und das NrfA-Protein aus E. coli (EcNrfA) deutlich geringere Ky-Werte von 0,08 mM
bzw. 0,05 mM ermittelt (Lockwood et al., 2015). Fiir das Substrat Hydroxylamin wurden

hingegen vergleichbare Ky-Werte von 2 mM (WsNrfA) bzw. 30 mM (EcNrfA) ermittelt (Lockwood
et al., 2015).

Tabelle 11: Ky-Wert-Bestimmung der éHao-MBP Fusionsproteine nach Messung von jeweils zwei biologischen und
je drei technischen Replikaten

Protein Ky—Werte (mM) V- Werte (U mint mg Protein)
Nitrit- Hydroxylamin- | Hydroxylamin- Nitrit- Hydroxylamin- | Hydroxylamin-
Reduktion Reduktion Oxidation Reduktion Reduktion Oxidation
CmHao 1,46+0,25 6,03+ 0,45 1,43+ 0,004 1,21+0,11 | 211,6+ 15,7 0,13+ 0,025
CcuHao 2,66+0,28 6,63+ 0,56 1,46+ 0,42 34,9+6,09 [ 95,5+1,3 0,029+ 0,002
CfHao 0,89+0,014 | 1,88+0,1 1,02+ 0,001 181,0+9,9 | 177,3+15,9 0,074 +0,05

4.2.3 Bestimmung des pH- und Temperatur-Optimums

Neben der enzymatischen Aktivitdt und der Michaelis-Menten-Kontante wurde das pH- und
Temperatur-Optimum der éHao-MBP Fusionsproteine untersucht. Da sowohl der pH-Wert als
auch die Temperatur die Aktivitit eines Enzyms stark beeinflussen konnen, sind diese beiden
Kenngroflen innerhalb der Charakterisierung von ¢Hao-MBP Fusionsproteinen von grofder
Bedeutung. Die Messung der Enzymaktivitidten erfolgte wie in den Kapiteln 3.9.1 und 3.9.2
beschrieben. Fiir die Bestimmung des pH-Optimums wurden Puffer mit pH-Werten zwischen 5,5
und 8,0 verwendet. Zur Ermittlung des Temperatur-Optimums wurden die Messansitze bei
Temperaturen zwischen 37 °C und 70 °C inkubiert. Die Bestimmung des pH- und Temperatur-
Optimums erfolgte mit jeweils zwei biologischen und drei technischen Replikaten. Die Ergebnisse
der Enzymaktivitdtsmessungen bei unterschiedlichen pH-Werten und Temperaturen sind fiir

jeweils ein biologisches Replikat exemplarisch in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: pH- und Temperatur-Optimum von éHao-MBP Fusionsproteinen. (A) Hydroxylamin-Reduktase-Aktivitat
der CmHao bei unterschiedlichen pH-Werten und Temperaturen, (B) Nitritreduktion der CcuHao bei unterschiedlichen
pH-Werten und Temperaturen, (C) Nitritreduktase-Aktivitat der CfHao bei unterschiedlichen pH-Werten und
Temperaturen.

Die drei untersuchten éHao-MBP Fusionsproteine aus C. mediatlanticus, C. curvus und C. fetus
wiesen vergleichbare pH- und Temperatur-Optima auf. Sowohl fiir die CcuHao als auch die CfHao
wurde innerhalb der Nitrit- und Hydroxylaminreduktion ein pH-Optimum im Bereich von pH 7,0-
8,0 bestimmt (Tab. 12). Das Temperatur-Optimum der beiden Enzyme konnte in einem
Temperaturbereich von 37-50 °C ermittelt werden. Die éHao aus dem thermophilen Organismus
C. mediatlanticus wies innerhalb der Hydroxylaminreduktion ein Temperatur-Optimum von 37-50
°C auf. Dieses war mit der CfHao und CcuHao vergleichbar, sodass trotz der Thermophilie von
C. mediatlanticus kein erhohtes Temperatur-Optimum bei der heterolog produzierten CmHao
nachweisbar war.

Das pH-Optimum der CmHao konnte in einem pH-Bereich von 6,5-7,5 bestimmt werden und war
damit im Vergleich zu den beiden anderen getesteten Enzymen nicht signifikant geringer (Tab.
12). Auch bei einem pH-Wert von 8,0 sowie bei pH 5,5 waren Enzymaktivitdten bei den éHao-
MBP Fusionsproteinen nachweisbar (Abb. 16). Des Weiteren wurden auch bei Temperaturen iiber

60 °C noch Restaktivititen detektiert.
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Tabelle 12: pH-und Temperatur-Optimum von éHao-MBP Fusionsproteinen nach Messung von jeweils zwei biologischen
und drei technischen Replikaten. N/A: keine Messungen aufgrund geringer spezifischer Aktivitat durchgefiihrt.

Protein Nitrit-Reduktion Hydroxylamin-Reduktion
pH Temperatur pH Temperatur
[°c] [°q
CmHao N/A N/A 6,5-7,5 37-50
CcuHao 7,0-8,0 37-45 7,0-8,0 37-45
CfHao 7,0-8,0 37-50 7,0-8,0 37-45

4.2.4 Substrat- und Produktbestimmung
4.2.4.1 Nitritreduktion

Im Rahmen der Charakterisierung der epsilonproteobakteriellen Hydroxylamin-Oxidoreduktasen
wurde das Produktspektrum bei der Nitritreduktion bestimmt. Durch photometrische
Konzentrationsbestimmungen der Substrate und Produkte liel3en sich weitere Riickschliisse auf
die physiologische Funktion der ¢Hao-MBP Fusionsproteine ziehen. Die Messung der Nitrit-
Reduktase-Aktivitdt erfolgte wie in Kapitel 3.9.5.1 beschrieben. Anschliefend wurden die
Messansatze auf Eis gelagert, um die enzymatische Reaktion abzustoppen und einer Nitrit-,
Hydroxylamin- sowie Ammoniumbestimmung unterzogen (Kap. 3.8.6-3.8.8). Als Kontrollen
wurden Messansédtze ohne Substrat aber mit Protein und Messansitze mit Substrat aber ohne
Protein mitgefiihrt. Als Blindwert fiir die Ammoniumbestimmung wurden Messansétze ohne
Substrat aber mit Protein verwendet, um einen Einfluss des zugegebenen Proteins auf die
photometrische Messung auszuschlielen. Als Positivkontrolle fungierte das NrfA-MBP-
Fusionsprotein aus W. succinogenes (WsNrfA-MBP). Um einen Einfluss des MBP-Tags auf die
Messung auszuschlief3en, wurde ebenfalls die Nitritreduktase NrfA aus Campylobacter jejuni
mitgefiihrt, die einen einfachen C-terminalen Strep-Tag besitzt (bereitgestellt von Sascha Hein).
Die Substrat- und Produktbestimmung der Messansitze erfolgte vor und nach Enzymzugabe mit
jeweils einem biologischen und je drei technischen Replikaten. Die Berechnung der Nitrit-,
Hydroxylamin- und Ammoniumkonzentrationen erfolgte mit zuvor erstellten Eichgeraden. Die
Ergebnisse der Substrat- und Endproduktbestimmung bei der Nitritreduktion wurden in der

nachfolgenden Tabelle 13 zusammengefasst.
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Tabelle 13: Ergebnisse der Substrat- und Endproduktbestimmung von gHao-MBP Fusionsproteinen bei der
Nitritreduktion nach Messung von jeweils einem biologischen und je drei technischen Replikaten. Die Menge des
eingesetzten Proteins betrug jeweils 50 ug. N/A: keine Messungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Hydroxylamin-
Bestimmung wurden aufgrund sehr geringer ermittelter Konzentrationen nicht genauer angegeben.

Protein Reaktionsansatze vor Proteinzugabe Reaktionsansadtze nach Proteinzugabe Nitritumsatz
zu Ammonium

Nitrit Hydroxylamin | Ammonium Nitrit Hydroxylamin | Ammonium
[mM] [nmol] [uM] [mM] [nmol] [uM] [%]

CmHao 565+0,4 |<15 N/A 4,61+0,5 <1.5 74,0+ 15,7 7,1

CcuHao 556+0,2 |<15 N/A 4,34+0,2 <1.5 433,0£75,0 | 35,5

CfHao 5,16+0,12 | <15 N/A 4,64+0,2 <15 401,9+30,6 | 77,3

W.succ. NrfA | 7,51+0,2 |<1.5 N/A 5,44+ 0,09 <1.5 359,5+22,0 (17,4

CjNrfA 525+0,3 |<15 N/A 4,15+ 0,4 <15 477,6+38,0 |43,4

Bei allen getesteten Proteinen war ein Nitritumsatz zu Ammonium nachweisbar. Die geringste
Ammoniumkonzentration wurde bei der CmHao-Prédparation detektiert, die lediglich 7,1 % des
verbrauchten Nitrits zu Ammonium umgesetzt hat. Deutliche h6here Ammoniumkonzentrationen
konnten bei der CcuHao und CfHao photometrisch nachgewiesen werden. Wahrend die CcuHao
35,5 % des Nitrits zu Ammonium reduzieren konnte, waren es bei der CfHao sogar 77,3 %.
Auffallig war jedoch, dass bei der CfHao im Vergleich zu den anderen untersuchten Enzymen ein
deutlich geringerer Nitritverbrauch von 0,5 mM detektiert wurde. Im Gegensatz dazu wurde bei
den anderen getesteten Proteinen ein Nitritverbrauch von 1,04-2,07 mM nachgewiesen.
Weiterhin wird ersichtlich, dass bei den CcuHao-, CfHao- und CmHao-Praparationen kein
kompletter Umsatz des verbrauchten Nitrits zu Ammonium detektiert wurde. Dies war unter den
gegebenen Messbedingungen auch bei den beiden Positivkontrollen WsNrfA und CjNrfA der Fall.
Die Reaktionsansitze wurden ebenfalls auf das mogliche Produkt Hydroxylamin getestet. Dieses

war jedoch nicht nachweisbar.

4.2.4.2 Hydroxylamin-Oxidation

Das Produktspektrum der ¢éHao-MBP Fusionsproteine wurde ebenfalls fiir die Hydroxylamin-
Oxidation untersucht. Die Messung der Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitat erfolgte wie in Kapitel
3.9.5.2 beschrieben. Nach Hinzufiigen der gewiinschten Menge an gereinigtem Enzym (50 ug)
wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 mM Hydroxylamin gestartet. Die Messansétze wurden
insgesamt 60 Minuten bei 37 °C inkubiert und anschliefend auf Eis gelagert, um die
enzymatische Reaktion abzustoppen. Nachfolgend wurden Nitrit- sowie
Hydroxylaminbestimmungen durchgefithrt (Kapitel 3.8.7-3.8.8). Als Kontrollen wurden
Messansédtze ohne Substrat aber mit Protein sowie Messansitze mit Substrat aber ohne Protein
mitgefiihrt. Als Positivkontrolle fungierte die Hydroxylamin-Oxidoreduktase aus Nitrosomonas
europaea (NeHao), die die Oxidation von Hydroxylamin zu Nitrit katalysiert (Kap. 2.2.1). Die

Substrat- und Endproduktbestimmung der Messansétze erfolgte vor und nach Enzymzugabe mit
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jeweils einem biologischen und drei technischen Replikaten. Die Ergebnisse der Substrat- und
Produktbestimmung sind in 14 zusammengefasst.
Tabelle 14: Ergebnisse der Substrat- und Produktbestimmung von ¢éHao-MBP Fusionsproteinen bei der Hydroxylamin-

Oxidation nach Messung von jeweils einem biologischen und je drei technischen Replikaten. Die Menge des
eingesetzten Proteins betrug jeweils 50 ug. N/A: keine Messungen durchgefihrt.

Protein Reaktionsansatze ohne Reaktionsansdtze nach Hydroxylamin-
Proteinzugabe Proteinzugabe Oxidation zu Nitrit
Hydroxylamin Nitrit Hydroxylamin Nitrit
[mM] [uM] [mM] [uM] [%]
CmHao 5,5+ 0,06 N/A 4,55+ 0,01 4,8+0,25 0,5
CcuHao 4,95+0,1 N/A 3,66+ 0,07 6,7+ 0,6 0,5
CfHao 4,49+0,1 N/A 3,4+ 0,06 52+1,2 0,48
NeHAO 3,6+0,2 N/A 3,02+ 0,09 149,0+ 0,004 25,7

Anhand von Tabelle 14 wird ersichtlich, dass die CcuHao-, CmHao- und CfHao-Praparation
vergleichbare Hydroxylaminumsétze von 0,95-1,29 mM aufwiesen. Erwartungsgema(3 wurden bei
den éHao-MBP Fusionsproteinen aufgrund einer geringen Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitat nur
minimale Nitritkonzentrationen von 4,8-6,7 uM detektiert. Deutlich hohere Nitritkonzentrationen
konnten bei der Positivkontrolle NeHao photometrisch bestimmt werden. Wahrend die éHao-MBP
Fusionsproteine nur 0,5 % des Hydroxylamins zu Nitrit oxidieren konnten, waren es bei der
NeHao 25,7 %. Interessanterweise erfolgte bei der Positivkontrolle auch im Rahmen dieser
Messungen kein vollstindiger Umsatz von Hydroxylamin zu Nitrit. Der unvollstindige
Hydroxylamin-Umsatz der NeHao kongruiert mit den Daten von Hooper und Terry (1979), die
experimentell zeigen konnten, dass bei der Hydroxylamin-Oxidation zu Nitrit das Intermediat

Stickstoffmonoxid gebildet wird (Hooper & Terry, 1979).

4.2.5 Erstellung von Spektren mittels UV/Vis-Spektroskopie

Eine biophysikalische Moglichkeit zur Charakterisierung von Multihdm Cytochrom ¢ Proteinen
bietet die UV/Vis-Spektroskopie. Durch Vorhandensein kovalent gebundener Himgruppen in den
¢Hao-MBP Fusionsproteinen war es mit Hilfe dieser Methode moglich, charakteristische
Cytochrom c-Absorptionsspektren zu erstellen. Dabei haben sowohl der Oxidationszustand der
Proteine sowie die Eisen-Koordinationsphédre erheblichen Einfluss auf die Form und Lage der
Absorptionsbanden. Die Absorptionseigenschaften der mittels Affinitdtschromatographie
gereinigten éHao-MBP Fusionsproteine wurden im oxidierten und reduzierten Zustand in einem
Wellenldngenbereich von 300-800 nm analysiert. Die Messung der Spektren mit oxidiertem
Protein erfolgte direkt nach der Reinigung mit 1 ml verdiinnter Proteinlosung (5-8 uM), wobei

die Oxidation der Probe durch den Luftsauerstoff gewahrleistet wurde. Zur Messung der
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reduzierten Form wurde die Proteinlosung zusitzlich mit einer Spatelspitze Natriumdithionit

versetzt.
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Abbildung 17: UV/Vis-Absorptionsspektren von eHao-MBP Fusionsproteinen. Schwarze Linie: oxidierter Zustand,

Gestrichelte Linie: reduzierter Zustand nach Zugabe des Reduktionsmittels Natriumdithionit. (A) CmHao, (B) CcuHao,
(C) CHao.

Die drei in Abbildung 17 gezeigten éeHao-MBP Fusionsproteine besitzen ein klassisches Cytochrom
c-Spektrum. In der reduzierten Form weisen die CmHao, CcuHao und CfHao Maxima bei 418-420
nm (Soret-Bande), 522 nm (B-Bande) und 551 nm (a-Bande) auf. In der oxidierten Form sind die

Absorptionsbanden des Spektrums leicht verschoben. Die Soret-Bande ist im oxidierten Zustand
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mit einem Maximum von 408-409 nm am stdrksten ausgepragt. Weiterhin ist ein lokales

Maximum bei etwa 530 nm zu erkennen.

4.2.6 Bestimmung der Multimerisierungseigenschaften von éHao-MBP
Fusionsproteinen mittels analytischer Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration wurde zur Bestimmung der Multimerisierungszustiande von ¢Hao-
MBP Fusionsproteinen verwendet und wie in Kapitel 3.7.7.2 beschrieben durchgefiihrt. Fiir die
analytische Gelfiltration wurde eine Sephadex 200 10/300 GL Saule eingesetzt, die an einen
AKTApurifier angeschlossen wurde. Durch die Kalibrierung der Gelfiltrationssiule mit Proteinen
bekannter Groe (Ovalbumin, BSA, Aldolase, Katalase, Ferritin, Blue Dextran 2000) lief3en sich
die apparenten Molekiilgrof3en der zu untersuchenden Proteine iiber das Retentionsvolumen
berechnen (Abb. 18). Dabei verhielt sich die Molekiilgrofde umgekehrt proportional zum

Elutionsvolumen.
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Abbildung 18: (A) Analytische Gelfiltration mit den Kalibrierproteinen Blue Dextran, Ferritin, Katalase, Aldolase, BSA
und Ovalbumin. Rot: Absorption bei 260 nm, Blau: Absorption der eluierten Proteinfraktionen bei 280 nm. (B)
Eichgerade fiir die Bestimmung der Multimerisierungszustéande von éHao-MBP Fusionsproteinen. Die Erstellung der
Eichgerade wurde mit dem Programm GraphPad Prism 5 durchgefiihrt.

Die analytische Gelfiltration erfolgte mit jeweils einem biologischen Replikat der Proteine CmHao,
CcuHao und CfHao (Abb. 19). Pro Lauf wurden 400 ul gereinigtes Protein (CmHao: 1200 ug,
CfHao: 2040 ug, CcuHao: 2200 pg) auf eine dquilibrierte Sephadex 200 Saule aufgetragen. Die

Flussgeschwindigkeit betrug 0,4 ml min”, um eine méglichst gute Trennung der verschiedenen
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Multimerisierungszustdnde zu erreichen. Die Absorptionen der eluierten Proteinfraktionen

wurden mit Hilfe eines UV-Vis Monitors bei 260 nm, 280 nm und 410 nm bestimmt.
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Abbildung 19: Analytische Gelfiltration von éeHao-MBP Fusionsproteinen. Rot: Absorption bei 260 nm, Blau: Absorption
der eluierten Proteinfraktionen bei 280 nm, Rosa: Absorption bei 410 nm. Die analytische Gelfiltration erfolgte mit den
Fusionsproteinen CcuHao (A), C/Hao (B) und CmHao (C).

Die Analyse des Fusionsproteins CcuHao zeigte, dass dieses ein FElutionsprofil mit einer
dominanten Proteinspezies bei 203 kDa aufwies. Diese Proteinspezies entspricht einem dimeren
Multimerisierungsgrad (Abb. 19 A). Weiterhin konnte in dem Elutionsprofil ein vermeintliches
Monomer bei etwa 84 nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde fiir das eHao-MBP Fusionsprotein
CcuHao ein hexamerer Multimerisierungszustand ermittelt. Das Fusionsprotein CfHao besal$ ein
dhnliches Elutionsprofil mit einem dominierenden Hauptpeak bei 188 kDa, was einem dimeren

Multimerisierungsgrad entspricht (Abb. 19 B). Auch nach Analyse der CfHao-Préparation wurde
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im entsprechenden Elutionsprofil ein Monomer bei 113 kDa nachgewiesen. Das Elutionsprofil der
CmHao-Préiparation (Abb. 19 C) zeigt einen dominanten Hauptpeak bei einem Elutionsvolumen
von 7-8 ml, was einem apparenten Molekulargewicht von 1429 kDa und damit moglicherweise
einem Tetradecamer (MW Tetradecamer: 1358 kDa) entspricht. Dieses Ergebnis deutet auf einen
hohen Anteil an in Losung befindlichen Aggregaten hin. Diese vermeintlichen Aggregate konnten
durch verminderte Proteinkonzentrationen, erhohte Salzkonzentrationen (0,7 M) sowie eine

zusdtzliche DTT- und Octyl-B-D-glucopyranosid-Zugabe nicht aufgelost werden.

4.2.7 Blau-Nativ-Elektrophorese (BN-PAGE)

Die Analyse der gereinigten éHao-MBP Fusionsproteine unter nativen Bedingungen erfolgte mit
Hilfe der Blau-Nativ-Gelelektrophorese (Kapitel 3.8.4). Fiir die drei Fusionsproteine CcuHao,
CfHao und CmHao konnten Unterschiede hinsichtlich des Multimerisierungsgrads beobachtet
werden. Diese Unterschiede, welche mittels analytischer Gelfiltration nachgewiesen werden

konnten (Kap. 4.2.6), sollten nachfolgend in einer BN-PAGE ndher untersucht werden (Abb. 20).
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Abbildung 20: BN-PAGE der ¢éHao-MBP Fusionsproteine. Die Proteine wurden in einem 3-12 %igen BN-Gel separiert. Die
apparenten Molekulargewichte der éHao-MBP Fusionsproteine wurden anhand des verwendeten Markers (Spectra
Multicolor High Range Protein Ladder, Thermo Scientific) ermittelt. Als weiterer interner GréBenstandard wurden die
Kalibrierproteine Ovalbumin, BSA, Aldolase, Katalase, Ferritin und Blue Dextran 2000 verwendet. (1) CfHao,
(2) CMHao_Vv422Y (Kap. 4.7.7), (3) CmHao, (4) CmHao_V450Y (Kap. 4.7.7), (5) CcuHao, (6) CcuHao_V414Y (Kap. 4.7.7),
(K) Kalibrierproteine. (A) Detektion der Multimerisierungszustande mit dem Farbstoff SERVA Blau R; (B) Detektion
héherer Multimerisierungszustande nach erneuter Farbung des nativen Gels mit dem Farbstoff Coomassie® Brilliant
Blue G250. Die entsprechenden Proteinbanden wurden mit roten Pfeilen hervorgehoben.

Die Fusionsproteine CfHao und CcuHao kénnen iiber einen weiten Molekulargewichtsbereich des
nativen Gels detektiert werden (Abb. 20). Bei diesen beiden Proteinen sind dominante Monomere
(~ 97 kDa) und vermeintliche Dimere nachweisbar. Weiterhin konnten bei den Fusionsproteinen
CcuHao und CfHao hohere Multimerisierungszustinde beobachtet werden. Diese hoheren

Multimerisierungszustdnde konnten unter Verwendung des Farbstoff SERVA Blau R nicht
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angeféarbt werden, sondern behielten die fiir Cytochrom c Proteine charakteristische rote Farbe im
BN-Gel. Erst durch eine erneute Farbung des nativen Gels mit Coomassie® Brilliant Blue G250
konnten die hoheren Multimerisierungszustidnde eindeutig detektiert werden (Abb. 20 B). Mit
Hilfe der BN-PAGE konnten noch weitere Banden identifiziert werden. Hierbei handelt es sich
jedoch vermutlich um Abbauprodukte der Zielproteine oder um Multimerisierungszusténde, bei
denen die MBP-Affinitatstags teilweise abgespalten wurden. Die Ergebnisse, welche im Rahmen
der analytischen Gelfiltration fiir die Proteine CfHao und CcuHao ermittelt wurden, konnten mit
Hilfe der Blau-Nativ-Elektrophorese verifiziert werden. Im Fall des Fusionsproteins CmHao konnte
keine erfolgreiche BN-PAGE durchgefiihrt werden, da dieses Protein nicht in das native Gel
einlief. Eine mogliche Ursache dafiir ist das ermittelte apparente Molekulargewicht von 1429 kDa,
welches die PorengrofRe des 3-12 %igen Geles iibersteigt, sodass das Protein vermutlich im
Sammelgel zuriickgehalten wurde. Weiterhin ist denkbar, dass ein hoher isoelektrischer Punkt
(pI) der CmHao zu einer positiven Ladung des Proteins fiihrt, die den Einlauf des Proteins in das

Gel verhindert.

4.2.8 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Der isoelektrische Punkt, welcher proteinspezifisch ist und durch die Anzahl basischer und saurer
Aminosauren beeinflusst wird, ist eine wichtige Kenngrof3e innerhalb der Charakterisierung von
Proteinen. Bei der isoelektrischen Fokussierung wird durch die Verwendung von
niedermolekularen, zwitterionischen Tragerampholyten ein pH-Gradient im Gel erzeugt. Die zu
untersuchenden Proteine wandern im Gel bis zu dem pH Wert, der ihrem isoelektrischen Punkt
(pD) entspricht. Die Mobilitédt der Proteine im Gel hdngt dabei von ihrer Eigenladung ab. Da bei
Erreichen des pI die Ladung des Proteins gleich null ist, bewegt sich das Protein im Gel nicht
mehr. Die isoelektrische Fokussierung der ¢éHao-MBP Fusionsproteine CmHao, CcuHao, und
CfHao wurde wie in Kapitel 3.8.5 beschrieben durchgefiihrt und ist in Abbildung 21 dargestellt.
Fiir die Fusionsproteine CfHao und CcuHao wurden vergleichbare isoelektrische Punkte im
Bereich von plI 7,0-8,0 ermittelt. Dartiber hinaus konnten mehrere zuséatzliche Banden im pl-
Bereich von 4,7-6,0 detektiert werden. Das Fusionsprotein CmHao wies einen etwas hoheren
isoelektrischen Punkt von 8,3 auf. Auch bei diesem Protein wurden weitere diskrete Banden im
Bereich von pI 5,3-8,0 detektiert (Abb. 21). Somit ist denkbar, dass das Vorhandensein mehrerer

Multimerisierungszustdnde unterschiedliche pI-Werte der éHao-MBP Fusionsproteine bedingt.
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Abbildung 21: Isoelektrische Fokussierung von éHao-MBP Fusionsproteinen. Die Proteine wurden in einem Gel mit pH-
Werten von 3-10 separiert. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte mit dem Farbstoff SERVA Violet 17. Die
apparenten isoelektrischen Punkte der tHao-MBP Fusionsproteine wurden anhand des verwendeten Markers (SERVA
IEF Marker 3-10) ermittelt. Als weiterer interner GréBenstandard wurde das Protein RNase A mit einem pl von 9,5
verwendet. (1) CHao, (2) CMHao_V422Y (Kap. 4.7.8), (3) CmHao, (4) CmHao_V450Y (Kap. 4.7.8), (5) CcuHao,
(6) CcuHao_V414Y (Kap. 4.7.8), (K) RNase A.

4.3 Heterologe Produktion und Charakterisierung der éHao aus Nautilia
profundicola (NpHao)

Die Produktion der NpHao wurde bereits in vorhergehenden Arbeiten von Dr. Melanie Kern mit
dem Expressionsplasmid pMK1 durchgefiihrt (Tab. 5). Der erstellte W. succinogenes Stamm
MK1-NpHao kan napA::cat wies jedoch nur eine sehr geringe Proteinproduktion auf, sodass eine
Reinigung des Proteins nicht moglich war. Da es sich bei Nautilia profundicola jedoch ebenfalls
um ein Tiefsee-Bakterium handelt, wurde erneut versucht das Protein mit dem
Expressionsplasmid pTMH zu produzieren, um die NpHao und die CmHao vergleichend zu
charakterisieren. Als Matrize fiir die Konstruktion des Vektors pTMH-NpHao (Kap. 3.5.8.2) wurde
das Plasmid pMK1-NpHao genutzt (Kap. 3.2.2). Die Amplifikation des haoA Gens aus
N. profundicola aus dem Ausgangsvektor pMK1-NpHao erfolgte unter Verwendung des
Primerpaares BsalCmHaoOp-F/BsalCmHaoOp-R (Kap. 3.2.3 und 3.5.9). Die Erstellung des
W. succinogenes Stammes NpHao-MBP kan sowie die Kultivierung und Charakterisierung
entsprechender Transformanden wurden wie in den Kapiteln 3.6.3 und 3.6.4 beschrieben
durchgefithrt. Die Produktion des fusionierten Zielproteins wurde mit SDS-PAGE und
nachfolgender Him-Farbung nachgewiesen. Zellen eines positiven Transformanden wurden
anschlief3end im MaR3stab von 50 | Formiat/Fumarat-Medium vermehrt, mit Tangentialfiltration
(Kapitel 3.4.4) geerntet und nachfolgend mittels French Press aufgeschlossen (Kapitel 3.4.5). Die
anschlielende Reinigung des periplasmatisch lokalisierten Zielproteins wurde wie in Kapitel

3.7.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Sowohl in Zellsuspensionen als auch den Elutionsfraktionen
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konnte erstmals mittels Coomassie- und Ham-Farbung das Fusionsprotein mit einer Grof3e von
etwa 100 kDa und das MBP-freie Zielprotein mit einer Gré3e von etwa 57 kDa nachgewiesen
werden (Abb. 22). Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Bandenmuster der NpHao und

CmHao im SDS-Gel im Vergleich zu anderen ¢éHao-MBP Fusionsproteinen identisch waren (Abb.
22 D).
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Abbildung 22: (A) SDS-PAGE (10 % iges Polyacrylamid-Gel) und Hdm-Farbung von W. succinogenes Zellsuspensionen,
200 pg Probe pro Spur; M, Color Prestained Protein Standard Broad Range (New England Biolabs); Spur 1-4, ANpHao-
Transformanden 1-4 ; Spur 5, W. succinogenes napA:.cat (150 ug); (B) Ham-Farbung des gereinigten ¢Hao-MBP
Fusionsproteins AjpHao, 30 ug Probe pro Spur; (C) Coomassie-Farbung gereinigter ¢Hao aus N. profundlicola, 7,5 ug
Probe pro Spur; (D) Bandenmuster der gereinigten AjpHao- und CmHao-Préparationen im SDS-Gel (10 %ig) im Vergleich

zu anderen éHao-MBP Fusionsproteinen, 30 ug Protein pro Spur; Spur 1, CcuHao_V414Y; Spur 2, CfHao_V422Y; Spur 3,
CmHao_V450Y; Spur 4, NpHao.

Das mittels MBP-Affinitdtschromatographie gereinigte Fusionsprotein NpHao wurde nachfolgend
hinsichtlich der Enzymaktivitdten untersucht. Die Messung der Nitrit- und Hydroxylamin-
Reduktase-Aktivitdt erfolgte hierbei durch Zugabe des Dithionit-reduzierten kiinstlichen
Elektronendonors Benzylviologen, dessen Oxidation bei 546 nm photometrisch bestimmt werden
konnte (Kap. 3.9.1). Die Messung der Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitdt wurde wie in Kapitel 3.9.2
beschrieben durchgefiihrt. Fiir die Ermittlung der Reduktase-und Oxidase-Aktivitit wurden

Messungen mit einem biologischen und drei technischen Replikaten durchgefiihrt (Kapitel 3.9.1
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und 3.9.2). Die Ergebnisse der Enzymaktivititsmessungen (Tab. 15) wurden unter
Berticksichtigung der bereits analysierten Kontrollproteine WsNrfA-MBP und NeHao ausgewertet

(Werte aus Tab. 10 entnommen).

Tabelle 15: Spezifische Aktivitdten des eHao-MBP Fusionsproteins AjpHao nach Messung von einem biologischen und
drei technischen Replikaten. Die Werte der Proteine CrmHao, WsNrfA und NeHao wurden aus Tabelle 10 entnommen.

Protein Spezifische Aktivitat
(U min! mg Protein?)
Nitrit Hydroxylamin Hydroxylamin
Reduktion Reduktion Oxidation
NpHao 1,2+0,1 29,0+1,0 <0,01
CmHao 1,0+ 0,02 158,0£2,0 0,1+0,03
WsNrfA 1066,0£27,0 | 159,0+6,0 <£0,01
NeHao 0,55+0,02 13,0+ 0,4 4,1+0,13

Anhand von Tabelle 15 wird ersichtlich, dass das getestete éHao-MBP Fusionsprotein NpHao
sowohl Nitrit als auch Hydroxylamin reduzieren konnte. Obwohl die gemessenen Nitrit- und
Hydroxylamin-Reduktase-Aktivitdten der NpHao mit den spezifischen Aktivititen der CmHao
vergleichbar waren, wurden unter Berticksichtigung der Positivkontrolle W. succinogenes NrfA-
MBP signifikant geringere spezifische Aktivititen ermittelt. Wéahrend die Hydroxylamin-
Reduktase-Akivitidt im Vergleich zur Positivkontrolle lediglich um den Faktor 5 erniedrigt war,
wurde innerhalb der Nitritreduktion eine um nahezu drei Gré3enordnungen geringere spezifische
Aktivitat detektiert. Im Vergleich zum Kontrollprotein NeHao konnte jedoch mit der NpHao unter
den gegebenen Messbedingungen keine Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitdt nachgewiesen werden.
Unter Beriicksichtigung der ermittelten Enzymaktivititen wird deutlich, dass keine
grundsatzlichen Unterschiede zwischen der NpHao und CmHao bestehen bzw. nachweisbar
waren. Dieses Ergebnis entsprach den Erwartungen, da die beiden Proteine auch hinsichtlich der

Primarstruktur eine hohe Identitédt von 81 % aufweisen (Kap. 7.3).

4.4 Heterologe Produktion und Reinigung der éHao-MBP Fusionsproteine
CmHao_W464Y, CcuHao_W428Y und (Hao_W434Y

Mit Hilfe eines aktuellen HaoA-Alignments sowie einer bisher unveroffentlichten Kristallstruktur
der ¢Hao aus C. curvus (Diplomarbeit Michael B. Braun, Universitit Freiburg) konnten
entscheidende Erkenntnisse hinsichtlich der distalen Him ¢ Eisenliganden gewonnen werden. Die
Ham c FEisenliganden der éHao wurden nachfolgend mit denen der Hao aus N. europaea
verglichen. Mit diesem Vergleich sollte die Position des speziellen NeHao-Tyrosins innerhalb der
HaoA-Sequenzen identifiziert werden, um anschlieBend dieses Tyrosin an einer zur NeHao
aquivalenten Position in ausgewahlte éHao Sequenzen einfiigen zu konnen. Der Tyrosin Cross-

Link befindet sich innerhalb der Hao der Nitrifizierer acht Aminosauren stromabwérts des Him 7
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ligandierenden Histidinrests (HX;Y), der jedoch in allen untersuchten éHao Proteinen fehlt (Abb.
23). An dessen Position befindet sich in den ¢éHao Sequenzen der konservierte distale Him 7
Ligand Methionin, der acht Aminosduren stromabwaérts (MX,W) die konservierte Aminosaure

Tryptophan (W428 in C. curvus) aufweist. Dieser Tryptophanrest wurde nachfolgend gegen ein

Tyrosin getauscht.

Psychromonas_aquimarina
Aliagarivorans marinus
Photobacterium ganghwense

EKIEWTWFYLWHHEGRRARHGAAMQAPDYTQWHGMYEVAERFYMELIPEFEEILHKAEVA
EEIEWTWFYLWHHEGRRARHGAAMQAPDYVQWHGMYEVAERFYIEMVPQFLELVEHAEHE
EEIEWTWEFYLWHHEGRRARHGAAMQAPDYVQWHGMYEVAERFYIEMVPQFMEILEKAEHD

Thermosulfidibacter takaii ABI70S6 DGFQELYYYFWHHVGRRFRQGAAMDGPDYAHWHGIFQLFQVYKD————— MQODIYNWRIKH
Thermodesulfatator atlanticus DPVQELTYYFWHHVGRRARHGAAMAGPDYAHWHGFFQLFQVYKD———-— IQALYNYRMKH
Thermodesulfatator indicus DPVQELWYYLWHHTGRRARMGYAMGGPDWSHWHGFFQIFQLYKD———-— IEDLYNYRIKH
Thermodesulfatator sp._S606 DPVQELWYYLWHHTGRRARMGYAMGGPDWSHWHGFFQVFQVYKD———-— IEDLYNYRIKH
Pelobacter seleniigenes DGFQELEYYFWHHAGRRARHGTAMNGPDY THWHGFFQLFQIYKD-———— IEDIYNMRIKT
Desulfovibrio piezophilus DGFQELMYFLWHHCGRRARHGTAMNGPDYAHWHGFFQVFQVYKD————— MKAIYDYRLKT
Desulfovibrio frigidus DGFQELMYYLWHHCGRRARQGSAMNGPDYAHWHGFFQVFQVYKD————— MQKIHDSRIKN
Desulfovibrio hydrothermalis DGFQELMYYLWHHCGRRARHGTAMNGPDY SHWHGFFQVFQVYKD————— MQKIHEYRLKN
Geopsychrobacter_electrodiphilus DSM16401 DTFFKLYYYSWHHEGRRMRQGAAMGSPDYSHWHGSFEVMQDIRE--—-— MKALYNYRLKL
Lebetimonas DPFFKLYYYLWHHEGRRMRQGAAMGSPDYAHWHGVFQVMQDIRE-———— MQDIYNYRMKM
Nautilia profundicola DPFFKLYYYLWHHEGRRFRHGAAMGSPDYAHWHGVFQVMQDIRE-———— MKDIYDYRMKM
Caminibacter mediatlanticus DPFFKLYYYLWHHEGRRMRQAAVMGSPDYAHWHGVFQVMQDIRE-———— MKDIYDYRMKM
Alteromonadaceae bacterium Bsl2 DPFQVKYYYLWHHEGRRARQGAMMGAADYAHWHGFFELQQDLYE-———— LEMIYEKRLKT
Thioflaviococcus mobilis 8321 DEFQVTFYHLWHHEGRRARHGALMAGPDWAHWHGFFELQQDLYR-———— LEKIYERRLST
Oceanospirillum beijerinchii DSM7166 DEFQITFYHLWHHEGRRARHGAMMGAPDYAHWHGFFELQQDLYK-———— LKAIHKKRLET
Neptuniibacter caesariensis DEFQITFYHLWHHEGRRARHGAMMGAADYAHWHGFFELQQDLYK-———— LOQEIYKKRIKH
Marinobacterium litorale DEFQITFYHLWHHEGRRARHGALMAGPDYAHWHGFFELQLDYYK-—-—-—— LEAIYKQRLAR
Marinobacterium stanieri DEFQITFYHLWHHEGRRARHGAMMAGPDYAHWHGFFELQQSLYK-——-—— LOAIYRKRLET
Desulfurella acetivorans DPAFRTYYYMWHHEGRRMRQGAVMEGPDYSHWHGVFQLOQSLRI-———— LOAIYNQRMKD
Desulfobulbus japonicus DEFQKIYYHLWHHQGRRMRHGAAMGGPDYAHWHGVFELQQDLYE-———— LKHIYKQRMAA
Helicobacter cetorum DEFQKTFYHLWHHEGRRMRHGGLMGAPDYSHWHGVFEVQQDIRK-—-—-—— LRKIYNKRMKS
Helicobacter felis DEFQRIFYHLWHHEGRRMRQGGIMGAPDYSHWHGVFELQQDIRK-——-—— LRKIYAKRLKT
Helicobacter suis DDFONTMYHMWHHEGRRMRQGGIMMAPDY SHWHGVFEVQQDIRK-———— LRKIYAKRIKT
Helicobacter bizzozeronii DDFONTMYHLWHHEGRRMRQGGIMGGPDFSHWHGVFEVQQDIRK-———— LRKIYEKRLKT
Helicobacter_ailurogastricus DDFQNTMYHMWHHEGRRMRQGGIMAAPDYSHWHGVFEVQQDIRK-——-—— LRKIYAKRLKT
Helicobacter heilmannii DDFQNTMYHMWHHEGRRMRQGGIMGAPDY SHWHGVFEVQQDIRK-——-— LRKIYAKRLKT
Arcobacter nitrofigilis DSM7299 DKAFKIWYHLWHHEGRRMRQGALMGAPDYAHWHGVFEVQQDIRE-——-— LKIIYEKRIKS
Arcobacter anaerophilus DEFFKIYYHLWHHQGRRMRQGALMNGPDYAHWHGVFELQQDIRA-———— MKKIYEHRIKT
Campylobacter hyointestinalis DEFQRIYYHLWHHEGRRMRMGAVMGAPDYAHWHGVFEVQQDIRK-———— LODIYDARIKS
Campylobacter fetus DEFQITYYYLWHHQGRRMRMGAVMGAPDYAHWHGVFEVQQDIKK-———— LRTIYDARIKS
Campylobacter iguaniorum DAFQKVYYHLWHHEGRRMRMGAVMGAPDYAHWHGVFEVQQDIKE-———— LRNIYNARIKS
Campylobacter gracilis DAFQRIYYVSWHHEGRRMRQGALMGGPDY SHWHGVFEVKNDIRE-———— MREIYERRIKT
Campylobacter _mucosalis DEFQEIYYHLWHHEGRRMRQGALMNAPDYAHWHGVFEVKNDIRK-——-— LRKIYKERIET
Campylobacter concisus DEFQDVYYHMWHHEGRRMRQGALMGGPDY SHWHGVFEVKNDIRK-——-— LREIYKKRMES
Campylobacter curvus DEFQDVEFYHLWHHEGRRMRQGALMGGPDY SHWHGVFEVKNDIRK-——-— LRKIYKERIES
: *k Kk kkk Kk . * . *: :*** . :
M420 Y

Abbildung 23: Partieller Sequenzvergleich von ausgewahlten HaoA-Proteinen (Ausschnitt des Anhangs 7.1). Das
Alignment wurde mit dem Programm Clustal Omega (Version 1.2.3) erstellt und manuell bearbeitet, wobei die
einzelnen Aminosauren im Einbuchstabencode dargestellt wurden. Die Aminosdure Methionin M420 (C. curvus
Nummerierung) wurde als distaler Hdm c Eisenligand in C. curvus identifiziert (rosa hinterlegt). Die blau-markierten
Aminosauren H408, R412 und W428 befinden sich in unmittelbarer Ndhe des aktiven Zentrums. Der Buchstabe “Y* (rot
dargestellt) kennzeichnet innerhalb der ¢éHao Sequenzen den Bereich, an dessen Position sich in der Hao der
nitrifizierenden Bakterien die Aminosaure Tyrosin befindet. Organismen, deren HaoA-Proteine innerhalb dieser Arbeit
untersucht wurden, sind gelb hervorgehoben.

Die Konstruktion der Plasmide pTMH-CmHao W464Y, pTMH-CcuHao W428Y und pTMH-
CfHao_W434Y wurde wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben durchgefiihrt. Die Bezeichnung der éHao-
MBP Varianten erfolgte unter Beriicksichtigung der endogenen Signalsequenzen, die jedoch durch

die nrfA-Signalsequenz von W. succinogenes ersetzt wurden.

Die Produktion der Zielproteine wurde mit SDS-PAGE und nachfolgender Ham-Farbung

nachgewiesen. Zellen positiver Transformanden wurden anschlie@end in 3x10 1
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Formiat/Fumarat-Medium vermehrt, mittels Tangentialfiltration (Kapitel 3.4.4) geernet und
nachfolgend zentrifugiert. Die Reinigung der periplasmatisch lokalisierten Zielproteine mittels
MBP-Affinitdtschromatographie wurde wie in Kapitel 3.7.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Sowohl
in Zellsuspensionen als auch Elutionsfraktionen konnte mittels Coomassie- und Him-Féarbung das
jeweilige Fusionsprotein mit einer Gré3e von etwa 100 kDa und das MBP-freie Zielprotein mit

einer Grolle von etwa 57 kDa erfolgreich nachgewiesen werden (exemplarisch in Abb. 24

dargestellt).
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Abbildung 24: (A) SDS-PAGE ( 10 % iges Polyacrylamid-Gel) und Ham-Farbung von gereinigter ¢Hao-MBP
Fusionsproteine, 30 ug Probe in jeder Spur; M, Color Prestained Protein Standard Broad Range (New England Biolabs);
Spur 1, CmHao; Spur 2, CmHao_WA464Y; Spur 3, CfHao; Spur 4, CMHao_W434Y; Spur 5, CcuHao; Spur 6,
CcuHao_W428Y,(B) Coomassie-Farbung gereinigter eHao-MBP Fusionsproteine, 7,5 ug Probe pro Spur.

Das heterolog in W. succinogenes produzierte éHao-MBP Fusionsprotein CcuHao W428Y wies
neben den zu erwartenden Proteinbanden bei 57 kDa und 100 kDa weitere mogliche
Multimerisierungszustdnde bei iiber 245 kDa auf (Abb. 24). Um zu priifen ob es sich bei diesen
zusatzlichen Proteinbanden um Aggregate des Zielproteins handelt oder aber ein trimerer
Multimerisierungszustand des Fusionsproteins CcuHao W428Y vorliegt, wurde nachfolgend das
Maltose-Binde-Protein unter Zugabe der TEV-Protease vom Zielprotein abgespalten. Die
Proteolyse des gereinigten Fusionsproteins CcuHao W428Y erfolgte in einem Standard-
Aquilibrierungspuffer (Kap. 3.7.6.4). Um aussagekriiftige Resultate zu erhalten, wurden 100 ug
gereinigtes Fusionsprotein mit 4 ug TEV-Protease versetzt und drei Stunden bei 30 °C leicht
schiittelnd inkubiert. Anschlief3end wurde die Proteinlésung mit Mercaptoethanol versetzt und 30
Minuten bei 95 °C hitzebehandelt, um eine vollstdndige Reduktion und Denaturierung des
Proteins zu gewéhrleisten. Das Ergebnis der Proteolyse und Denaturierung wurde anschlieend

mittels SDS-PAGE sowie Coomassie- und Him-Farbung iiberpriift (Abb. 25).

Seite 79



Dimer+MBP (194 kDa)

¢ Dimer+MBP (194 kDa)
<«—— Trimer+MBP (291 kDa)

Trimer+MBP (291 kDa)

i -

170kDa __ <«— Trimer (171 kDa) 170kDa q <«—— Trimer (171 kDa)
145kDa — 145kDa —
130kDa — 130kDa —
110kDa <«—— Dimer (114 kDa) 110kDa __ - ¢ Dimer (114 kDa)
— P <—— Monomer+MBP - M P
90kDa — <«—— Monomer+MB|
90kDa — (97 kDa) (97 kDa)
75KkDa — 75kDa —
~ <«—— Monomer (57 kDa) — ‘ <«—— Monomer (57 kDa)

55kDa — 55kDa __
W ¢ MBP-His, (~40 kDa)

Abbildung 25: SDS-PAGE (7,5 % iges Polyacrylamid-Gel) des gereinigten Fusionsproteins CcuHao_W428Y vor und nach
Zugabe der TEV-Protease, M, Color Prestained Protein Standard Broad Range (New England Biolabs); Spur 1,
CcuHao_W428Y vor Zugabe der TEV-Protease; Spur 2, CcuHao_W428Y nach Zugabe der TEV-Protease und
dreistiindiger Inkubation bei 30 °C, (A) SDS-PAGE und Coomassie-Farbung des gereinigten éeHao-MBP Fusionsproteins
CcuHao_W428Y, 7,5 ug Probe in jeder Spur. (B) Ham-Farbung der éHao-MBP Variante CcuHao_W428Y vor und nach
Proteolyse des Maltose-Binde-Proteins, 7,5 ug Probe pro Spur.

Nach Auftrennung der behandelten Proteinproben im SDS-Gel konnten vor und nach Zugabe der
TEV-Protease erhebliche Unterschiede innerhalb des Bandenmusters detektiert werden. Anhand
von Abbildung 25 wird deutlich, dass es sich bei den zuséatzlich auftretenden Proteinbanden
vermutlich um monomere, dimere und moglicherweise trimere Multimerisierungszustande des
Zielproteins handelt. Der durchgefiithrte Aminosdureaustausch konnte somit in diesem Fall
entscheidenden Einfluss auf die Faltung oder Multimerisierung des Proteins genommen haben.
Inwieweit diese mogliche Trimerisierung auf eine kovalente Anheftung einer weiteren
Untereinheit und somit auf die Ausbildung eines Tyrosin Cross-Links zuriickzufiihren ist, konnte
nicht abschlieBend geklart werden. Jedoch fiihrten eine erhohte Zugabe des Reduktionsmittels
Mercaptoethanol, eine 30 miniitige Hitzebehandlung bei 99 °C sowie erhohte
Salzkonzentrationen nicht zu einer Verdnderung des Bandenmusters im SDS-Gel.
Uberraschenderweise wurde neben dem Monomer und potenziellen Trimer auch der dimere
Multimerisierungsgrad des Proteins im SDS-Gel nachgewiesen. Die Ausbildung eines Dimers
konnte bei der Hao aus N. europaea, welche einen Tyrosin Cross-Link besitzt, nicht gezeigt

werden (Kap. 4.9.6; Abb. 41 C).

Auch die heterolog in W. succinogenes produzierten éHao-MBP Fusionsproteine CfHao W434Y
und CmHao_W464Y wurden auf weitere mogliche Multimerisierungszustédnde mittels SDS-PAGE
und anschliefender Coomassie- sowie Ham-Fiarbung iiberpriift. Wahrend die Mutante
CmHao W464Y keine zusitzlichen Proteinbanden aufwies, wurden im Fall der CfHao_W434Y

neben den zu erwartenden Proteinbanden bei 57 kDa und 100 kDa weitere mogliche
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Multimerisierungszustande bei iiber 245 kDa detektiert (Abb. 26). Diese zusatzlichen Banden
waren allerdings nur bei ganzen Zellen nachweisbar (Abb. 26) und waren nach Reinigung des
Proteins nicht mehr vorhanden (Abb. 24 A und B). Ursichlich hierfiir konnte ein Abbau der

Proteinspezies innerhalb des Reinigungsvorgangs sein.

a | 2 M

zusatzliche —_—

Proteinspezies —245 kDa

—190 kDa
—135 kDa

—100 kDa

Monomer+MBP —— L anin

(97 kDa)
— 58kDa

— 46 kDa

Abbildung 26: SDS-PAGE (10 % iges Polyacrylamid-Gel) und Ham-Farbung von ganzen Zellen der Mutante
W. succinogenes CfHao_W434Y-MBP kan, 200 ug Probe in jeder Spur; M, Color Prestained Protein Standard Broad
Range (New England Biolabs); Spur 1, CfHao_W434Y-Transformand 1; Spur 2, CfHao_W434Y-Transformand 2.

4.5 Charakterisierung der eHao-MBP Fusionsproteine CmHao_W464Y,
CcuHao_W428Y und (tHao_W434Y
4.5.1 Enzymaktivitaitsmessung mit verschiedenen Substraten

Die mittels MBP-Affinitdtschromatographie gereinigten ¢Hao-MBP Varianten aus C. curvus,
C. fetus und C. mediatlanticus wurden im Vergleich zu den Wildtyp-Enzymen hinsichtlich ihrer
Enzymaktivitdten untersucht. Als potenzielle Substrate fiir die Reduktase-Aktivitdt wurden Nitrit,
Hydroxylamin, Natriumsulfit und Hydrazin verwendet. Die Messung der Reduktase-Aktivitdten
erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge von 546 nm nach Zugabe des artifiziellen
Elektronendonors Benzylviologen oder des Reduktionsmittels Titancitrat. Die Messung der
Oxidase-Aktivitdt unter Verwendung des Substrats Hydroxylamin wurde ebenfalls photometrisch
bei einer Wellenldnge von 578 nm durchgefithrt. Das NrfA-MBP-Fusionsprotein aus
W. succinogenes (WsNrfA-MBP) wurde als Kontrolle fiir die Nitrit- und Hydroxylamin-Reduktase-
Aktivitit mitgefiihrt. Als Positivkontrolle fiir die Hydroxylamin-Oxidation fungierte die
Hydroxylamin-Oxidoreduktase aus Nitrosomonas europaea. Die Ermittlung der Reduktase- und
Oxidase-Aktivitdten erfolgte in mehreren voneinander unabhéngigen Messungen mit jeweils zwei
biologischen und je drei technischen Replikaten (Kapitel 3.9.1 und 3.9.2). Fiir die Substrate
Hydrazin und Natriumsulfit konnte mit keinem getesteten Enzym unter den gegebenen
Messbedingungen eine spezifische Aktivitit ermittelt werden. Die FErgebnisse der

Enzymaktivitdtsmessungen sind in der nachfolgenden Tabelle 16 zusammengefasst.
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Tabelle 16: Spezifische Aktivitaten der eHao-MBP Varianten nach Messung von jeweils zwei biologischen und drei
technischen Replikaten. N/A: nicht angegeben; 1: Erhohung der spezifischen Aktivitat; |: Verringerung der spezifischen
Aktivitat

Protein Spezifische Aktivitat Prozentuale Abweichung zum
(U min'* mg Protein?) unverdnderten Enzym [%]
Nitrit Hydroxylamin Hydroxylamin Nitrit Hydroxylamin | Hydroxylamin
Reduktion Reduktion Oxidation Reduktion Reduktion Oxidation
CmHao_W464Y 2,9+0,3 98,0+ 3,0 <0,01 Faktor 2,9 (£ 190 % 1) 381 90 |
CcuHao_W428Y 8,0+ 0,02 77,0+ 6,0 0,04+ 0,001 70 4 31 331
CfHao_W434Y 16,7+0,2 225,0+0,6 <0,01 90 | 51 86
WsNrfA 1066,0+ 27,0 159,0+6,0 <0,01 N/A N/A N/A
NeHao 0,55+ 0,02 13,0+ 0,4 4,1+0,13 N/A N/A N/A

Im direkten Vergleich zu den unverdnderten Enzymen wurden mit den ¢éHao-MBP Varianten
CcuHao W428Y und CfHao_W434Y deutlich geringere Nitrit-Reduktase-Aktivitdten detektiert,
wobei bei der CcuHao_W428Y 30 % und bei der CfHao_W434Y 10 % Restaktivitit erhalten blieb.
Aufféllig war, dass bei der CmHao_W464Y eine Erhohung der Nitrit-Reduktase-Aktivitdt um den
Faktor 2,9 detektiert werden konnte. Im Hinblick auf die Hydroxylamin-Reduktion konnten bei
allen drei erstellten éHao-MBP Varianten vergleichbare spezifische Aktivitdten ermittelt werden
(Tab. 16). Bei dem Enzym CfHao W434Y war die Hydroxylamin-Reduktion im Vergleich zur
CfHao sogar um 51 % erhoht. Die éeHao-MBP Variante CcuHao _W428Y wies im Vergleich zum
Kontrollprotein NeHao eine sehr geringe Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitét auf, die jedoch mit dem
Wildtyp-Enzym CcuHao vergleichbar war. Bei den Enzymen CfHao W434Y und CmHao_W464Y
konnte keine Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitdt ermittelt werden. Somit wurde auch nach Einfiigen

eines Tyrosin-Rests keine Verschiebung der Enzymaktivitét in die oxidative Richtung beobachtet.

4.5.2 Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten

Die heterolog produzierten ¢Hao-MBP Varianten CmHao W464Y, CfHao W434Y und
CcuHao W428Y wurden hinsichtlich ihrer Substrataffinitdt untersucht. Die Bestimmung der
Enzymaktivitdten unter Verwendung verschiedener Substratkonzentrationen wurde dafiir wie in
den Kapiteln 3.9.1 und 3.9.2 beschrieben durchgefiihrt. Die Bestimmung der Michaelis-Menten-
Konstante fiir die Substrate Nitrit und Hydroxylamin erfolgte in mehreren voneinander
unabhingigen Messungen mit jeweils zwei biologischen und je drei technischen Replikaten. Die
Enzym-Kinetik der untersuchten éHao-MBP Varianten ist fiir jeweils ein biologisches Replikat in

Abbildung 27 graphisch dargestellt.
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Abbildung 27: Enzym-Kinetik von heterolog produzierten eHao-MBP Varianten bei der Nitrit- und Hydroxylamin-
Reduktion sowie der Hydroxylamin-Oxidation. Die Substrataffinitdten der Enzyme CmHao_W464Y (A), CHao_W434Y
(B) und CcuHao_W428Y (C) wurden durch Zugabe verschiedener Substratkonzentrationen ermittelt.Die Messung der
Nitritreduktase- und Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitdt erfolgte mit 0; 0,5; 0,8; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 und 10 mM
Substratzugabe. Fiir die Messung der Hydroxylamin-Reduktion wurden Substratkonzentration von 0; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0;
7.5; 10 und 20 mM verwendet.

Fiir die eHao-MBP Varianten konnten sowohl fiir die Nitritreduktion als auch die Hydroxylamin-
Oxidation vergleichbare Ky-Werte im Bereich von 2,39-5,3 mM ermittelt werden (Tab. 17). Die
Affinitdten der Enzyme CfHao W434Y und CmHao W464Y zum Substrat Hydroxylamin wurden
im Hinblick auf die Hydroxylamin-Oxidation nicht untersucht, da die Proteine nach Einfiigen des
Tyrosinrests keine Aktivitdten aufwiesen. Nach Messung der Hydroxylamin-Oxidation konnte
jedoch fiir die CcuHao W428Y ein Ky-Wert ermittelt werden, der im Vergleich zum Wildtyp-
Enzym um den Faktor 3 erh6ht war (Tab. 17). Hinsichtlich der Hydroxylamin-Reduktion wurden
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fiir alle drei eHao-MBP Varianten hohe Ky-Werte im Bereich von 6,75-16,9 mM bestimmt. Bei
dem Enzym CfHao W434Y war der Ky-Wert im Vergleich zum Wildtyp-Enzym sogar 4-fach
hoher.

Tabelle 17: Ky-Wert-Bestimmung der éHao-MBP Varianten nach Messung von jeweils zwei biologischen und je drei
technischen Replikaten. N/A: nicht angegeben; 1: Erhéhung des Ky-Werts; |: Verringerung des Ky-Werts

Protein Ky—Werte (mM) Prozentuale Abweichung zum
unveranderten Enzym [%]
Nitrit Hydroxylamin | Hydroxylamin Nitrit Hydroxylamin Hydroxylamin
Reduktion Reduktion Oxidation Reduktion Reduktion Oxidation
CmHao_W464Y | 4,6+0,4 16,9+ 2,6 N/A 215 1 (£ Faktor 3) 180 M (£ Faktor 2,8) N/A
CcuHao_W428Y | 2,99+0,1 6,75+ 0,08 5,3+0,7 12 1t 1,81 263 1 (& Faktor 3,6)
CfHao_W434Y 2,39+0,015 | 7,4+ 0,6 N/A 168 M (£ Faktor2,7) 293 1 (£ Faktor 3,9) N/A

4.5.3 Substrat- und Produktbestimmung
4.5.3.1 Nitritreduktion

Im Rahmen der Charakterisierung der eHao-MBP Varianten wurde das Substrat- und
Produktspektrum bei der Nitritreduktion untersucht. Die Messung der Nitrit-Reduktase-Aktivitat
erfolgte wie in den Kapiteln 3.9.5.1 und 4.2.4.1 beschrieben. Nachfolgend wurden die
Messansétze auf Eis gelagert, um die enzymatische Reaktion abzustoppen. Anschlieend erfolgten
Nitrit-, Hydroxylamin- sowie Ammoniumbestimmungen (Kapitel 3.8.6-3.8.8). Als Positivkontrolle
fungierte das NrfA-MBP-Fusionsprotein aus W. succinogenes (WsNrfA-MBP). Die Substrat- und
Produktbestimmung der Messansitze erfolgte vor und nach Enzymzugabe mit jeweils einem
biologischen und je drei technischen Replikaten. Die Nitrit, Hydroxylamin- und
Ammoniumkonzentrationen wurden mit zuvor erstellten Eichgeraden berechnet. Die Ergebnisse
der Substrat- und Produktbestimmung wurden in der nachfolgenden Tabelle 18

zusammengefasst.

Tabelle 18: Ergebnisse der Substrat- und Produktbestimmung von eHao-MBP Varianten nach Messung von jeweils einem
biologischen und je drei technischen Replikaten. Die Menge des eingesetzten Proteins betrug jeweils 50 ug. N/A: keine
Messungen durchgefiihrt; !: Verringerung des Nitritumsatzes zu Ammonium. Die Ergebnisse der Hydroxylamin-
Bestimmung wurden aufgrund sehr geringer ermittelter Konzentrationen nicht genauer angegeben.

Protein Reaktionsansatze ohne Proteinzugabe Reaktionsansatze nach Proteinzugabe Nitritumsatz Prozentuale
zu Abweichung zum
Ammonium unveranderten Enzym

Nitrit | Hydroxylamin [ Ammonium | Nitrit | Hydroxylamin | Ammonium

[mM] [nmol] [uM] [mM] [nmol] [uM] [%] [%]
CmHao_W464Y | 5,51 <15 N/A 2,61 <15 201,0 6,9 0,2
CcuHao_W428Y | 4,88 <1.5 N/A 1,61 <15 463,0 14,2 21,3
CfHao_W434Y 5,81 <15 N/A 1,75 <15 310,0 7,6 69,7 |
W.succ. NrfA 7,51 <15 N/A 5,44 <15 359,5 17,4 N/A
CjNrfA 5,25 <15 N/A 4,15 <15 477,6 43,4 N/A
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Anhand von Tabelle 18 wird ersichtlich, dass bei allen drei séHao-MBP Varianten ein Nitritumsatz
zu Ammonium nachweisbar war. Nach Zugabe der Enzyme zu den Messansidtzen wurden
Nitritverbrduche von 2,9-4,0 mM sowie Ammoniumkonzentrationen von 200,0-463,0 uM
detektiert. Innerhalb der photometrischen Messungen konnte sowohl bei den e¢Hao-MBP
Varianten als auch der Positivkontrolle kein kompletter Umsatz des verbrauchten Nitrits zu
Ammonium nachgewiesen werden. Lediglich 6,9-14,2 % des Nitrits wurden nach Zugabe der
eéHao-MBP Varianten zu Ammonium reduziert. Im Vergleich zu den Wildtyp-Enzymen fiel auf,
dass die Proteine CcuHao W428Y und CfHao W434Y 21-70 % weniger Nitritumsatz zu
Ammonium aufwiesen (Tab. 18). Die Reaktionsansédtze wurden ebenfalls auf das mogliche

Produkt Hydroxylamin getestet. Dieses war jedoch nicht nachweisbar.

4.5.3.2 Hydroxylamin-Oxidation

Das Substrat- und Produktspektrum der eHao-MBP Varianten wurde ebenfalls hinsichtlich der
Hydroxylamin-Oxidation untersucht. Die Messung der Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitét erfolgte
wie in den Kapiteln 3.9.5.2 und 4.2.4.2 beschrieben. Als Positivkontrolle diente die
Hydroxylamin-Oxidoreduktase aus Nitrosomonas europaea (NeHao). Die Substrat- und
Produktbestimmung der Messansitze erfolgte vor und nach Enzymzugabe mit jeweils einem
biologischen und drei technischen Replikaten. Auf die Bestimmung der Substrate und Produkte
wurde bei den Enzymen CfHao W434Y und CmHao_W464Y verzichtet, da nachweislich keine
signifikanten Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitditen vorhanden waren. Hydroxylamin- und
Nitritkonzentrationen wurden nachfolgend mit zuvor erstellten Eichgeraden berechnet und sind
in Tabelle 19 zusammengefasst.

Tabelle 19: Ergebnisse der Substrat- und Endproduktbestimmung der éHao-MBP Variante CcuHao_W428Y bei der

Hydroxylamin-Oxidation. Die Menge des eingesetzten Proteins betrug jeweils 50 pg. N/A: keine Messungen
durchgefiihrt; 1: Erhéhung der Hydroxylamin-Oxidation zu Nitrit.

Protein Reaktionsansatze ohne Reaktionsansatze nach Hydroxylamin- | Prozentuale Abweichung
Proteinzugabe Proteinzugabe Oxidation zu zum unveranderten
Nitrit Enzym
Hydroxylamin Nitrit Hydroxylamin Nitrit
[mM] [uM] [mM] [uM] [%] [%]
CcuHao_W428Y 3,54 N/A 3,08 32,7 7,1 6,6 ™
NeHao 3,6 N/A 3,02 149,0 25,7 N/A

Das Enzym CcuHao _W428Y wies im Vergleich zur CcuHao bei der Hydroxylamin-Oxidation eine
5-fach erhohte Konzentration des Produkts Nitrit auf (CcuHao: 6,7 uM Nitrit; Kap. 4.2.4.2; Tab.
14). Nach Zugabe der éHao-MBP Variante zum Messansatz konnten Nitritkonzentrationen von
32,7 uM detektiert werden. Wahrend das Enzym CcuHao W428Y nur maximal 7,1 % des
Hydroxylamins zu Nitrit oxidieren konnten, waren es bei der NeHao 25,7 %. Ein Einfluss des

Aminosdureaustausches auf die spezifische Oxidase-Aktivitdt und den Hydroxylaminumsatz zu
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Nitrit konnte auch fiir die éHao-MBP Variante CcuHao W428Y nicht abschlielend nachgewiesen

werden.

4.5.4 Erstellung von Spektren mittels UV/Vis-Spektroskopie

Die Absorptionseigenschaften der mittels Affinitdtschromatographie gereinigten ¢éHao-MBP
Varianten wurden im oxidierten und reduzierten Zustand in einem Wellenldngenbereich von 300-
800 nm analysiert. Die Messung der Spektren mit oxidiertem Protein erfolgte direkt nach der
Reinigung, wobei die Oxidation der Probe durch den Luftsauerstoff gewéhrleistet wurde. Zur
Messung der reduzierten Form wurde die Proteinlosung zusétzlich mit einer Spatelspitze
Natriumdithionit versetzt. Als Kontrolle wurde die Hydroxylamin-Oxidoreduktase aus
Nitrosomonas europaea (NeHao) mitgefiihrt. Dieses Protein verfiigt {iber einen charakteristischen
Tyrosin Cross-Link (P460), welcher unter reduzierten Bedingungen ein Absorptionsmaximum bei
460 nm aufweist. Innerhalb der Proteinstruktur der NeHao fiihrt der Tyrosin Cross-Link zur
kovalenten Verkniipfung mit einem weiteren Monomer und bedingt somit letzlich die
Trimerisierung des Proteins. Die éHao-MBP Varianten, denen mittels ortsspezifischer Mutagenese
ein Tyrosin-Rest an einer zur NeHao &quivalenten Position eingefiigt wurde, wurden auf das
Vorhandensein eines Absorptionsmaximums bei 460 nm tiiberpriift. In Abbildung 28 sind die

Absorptionsspektren der éHao-MBP Varianten im Vergleich zur NeHao dargestellt.
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Abbildung 28: UV/Vis-Spektrum der eHao-MBP Varianten im Vergleich zur MeHao. AusschnittsvergréBerungen im
Wellenldngenbereich von 450-500 nm sollten Aufschluss Giber das Vorhandensein eines Absorptionsmaximums bei 460
nm geben. Schwarze Linie: oxidierter Zustand, Gestrichelte Linie: reduzierter Zustand nach Zugabe des
Reduktionsmittels Natriumdithionit, (A) Absorptionsspektrum der CcuHao_WA428Y, (B) Spektrum der éHao-MBP
Variante CmHao_W464Y, (C) Cytochrom ¢Spektrum der C/Hao_W434Y, (D) Spektrum der NeHao. Mit reduzierten
Protein konnten Maxima bei 421 nm (Soret-Bande), 460 nm (P460), 523 nm und 551 nm ermittelt werden.

Alle untersuchten éHao-MBP Varianten besitzen ein klassisches Cytochrom c-Spektrum. In der
reduzierten Form weisen die Fusionsproteine CmHao W464Y, CcuHao W428Y und
CfHao _W434Y Maxima bei 418-420 nm (Soret-Bande), 522 nm ($-Bande) und 551 nm (a-Bande)
auf (Abb. 28). In der oxidierten Form sind die Soret-Banden mit Maxima von 409-411 nm am
starksten ausgepragt. Weiterhin sind lokale Maxima bei 530 nm zu erkennen. Im Vergleich zur
NeHao wurde bei keiner der untersuchten éHao-MBP Varianten ein Absorptionsmaximum bei 460

nm nachgewiesen.

4.6 Erstellung von eHao-MBP Varianten CmHao_V450Y,
CcuHao_V414Y und CMHao_V422Y

Im Rahmen der zielgerichteten Modifikation erfolgte in den Aminosduresequenzen der ¢Hao-
Proteine von C. fetus, C. curvus und C. mediatlanticus ein ortsspezifischer Aminosdureaustausch.
Dafiir wurden zunéchst bioinformatische Analysen der C-Termini von Hao- und ¢Hao Proteinen
aus dem Jahr 1997 genutzt, mit denen die Position des Tyrosin-Rests innerhalb der Hao-Struktur
ermittelt werden konnte (Abb. 23 und 44). An dieser Position befand sich in den éHao-Proteinen
nach fritheren Erkenntnissen die Aminosdure Valin, die daraufhin in dieser Arbeit gegen ein

Tyrosin ausgetauscht wurde. Die Konstruktion der Plasmide pTMH-CmHao V450Y, pTMH-
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CcuHao V414Y und pTMH-CfHao V422Y wurde wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben durchgefiihrt.
Die Bezeichnung der ¢Hao-MBP Varianten erfolgte ohne Einbeziehung der endogenen

Signalsequenzen, da diese durch die nrfA-Signalsequenz von W. succinogenes ersetzt wurden.

Die Produktion der Zielproteine wurde mit SDS-PAGE und nachfolgender Ham-Farbung
nachgewiesen. Zellen entsprechender Transformanden wurden anschlieBend in 3x10 1
Formiat/Fumarat-Medium vermehrt, mittels Tangentialfiltration (Kap. 3.4.4) geernet und
nachfolgend zentrifugiert. Das Zellsediment wurde anschlieRend in Aquilibrierungspuffer
resuspendiert und die Zellen mittels French Press aufgeschlossen (Kap. 3.4.5). Durch eine 60-
miniitige Zentrifugation wurde das Zellhomogenat in l6sliche Fraktion und Membranfraktion
separiert. Die anschliefende Reinigung der periplasmatisch lokalisierten Zielproteine mittels
MBP-Affinitdtschromatographie wurde wie in Kapitel 3.7.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Sowohl
in Zellsuspensionen als auch Elutionsfraktionen konnte mittels Coomassie- und Him-Féarbung das
jeweilige Fusionsprotein mit einer Gro3e von etwa 100 kDa und das MBP-freie Zielprotein mit
einer GroRe von etwa 57 kDa erfolgreich nachgewiesen werden (Abb. 29). Die mittels dieser
Methodik produzierten ¢Hao-MBP Varianten wurden anschlieend hinsichtlich der
Enzymaktivitdten, UV/Vis-Spektren, Substrataffinitiaten (Ky-Wert) sowie pH- und Temperatur-

Optima im Vergleich zu den unverdnderten Enzymen untersucht.
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Abbildung 29: (A) SDS-PAGE (10 % iges Polyacrylamid-Gel) und Hdm-Farbung gereinigter eHao-MBP Varianten, 30 ug
Protein pro Spur; M, Color Prestained Protein Standard Broad Range (New England Biolabs); Spur 1, CcuHao_V414Y;
Spur 2, CHao_V422Y; Spur 3, CmHao_V450Y; (B) Coomassie-Farbung gereinigter eHao-MBP Varianten, 7,5 ug Probe
pro Spur; M, Color Prestained Protein Standard Broad Range (New England Biolabs); Spur 1, CcuHao_V414Y; Spur 2,
CMHao_V422Y; Spur 3, CmHao_V450Y.
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4.7 Charakterisierung der eHao-MBP Fusionsproteine CmHao_V450Y,

CcuHao_V414Y und CMHao_V422Y

4.7.1 Enzymaktivitatsmessung mit verschiedenen Substraten

Die mittels MBP-Affinitdtschromatographie gereinigten ¢Hao-MBP Varianten aus C. curvus,
C. fetus und C. mediatlanticus wurden im Vergleich zu den Wildtyp-Enzymen hinsichtlich ihrer
Enzymaktivitdten untersucht. Als potenzielle Substrate fiir die Reduktase-Aktivitdt wurden Nitrit,
Hydroxylamin, Natriumsulfit und Hydrazin verwendet. Die Messung der Reduktase-Aktivititen
erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge von 546 nm nach Zugabe des artifiziellen
Elektronendonors Benzylviologen oder des Reduktionsmittels Titancitrat. Das NrfA-MBP-
Fusionsprotein aus W. succinogenes (WsNrfA-MBP) wurde als Kontrolle fiir die Nitrit- und
Hydroxylamin-Reduktase-Aktivitdt mitgefiihrt. Die Messung der Oxidase-Aktivitdt unter
Verwendung des Substrats Hydroxylamin wurde ebenfalls photometrisch bei einer Wellenlénge
von 578 nm durch Zugabe des Elektronenakzeptors MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid)
und des Redoxmediators Phenazinmethosulfat (PMS) durchgefiihrt. Als Positivkontrolle fiir die
Hydroxylamin-Oxidation fungierte die Hydroxylamin-Oxidoreduktase aus Nitrosomonas europaea.
Die Ermittlung der Reduktase- und Oxidase-Aktivitdten erfolgte nach mehreren voneinander
unabhingigen Messungen mit jeweils zwei biologischen und drei technischen Replikaten (Kap.
3.9.1 und 3.9.2). Fiir die Substrate Hydrazin und Natriumsulfit konnte mit keinem getesteten
Enzym unter den gegebenen Messbedingungen eine spezifische Aktivitit ermittelt werden. Die
Ergebnisse der sind in der 20

Enzymaktivititsmessungen nachfolgenden Tabelle

zusammengefasst.
Tabelle 20: Spezifische Aktivitdten der eHao-MBP Varianten nach Messung von jeweils zwei biologischen und drei

technischen Replikaten. N/A: nicht angegeben; 1: Erhdhung der spezifischen Aktivitat; |: Verringerung der spezifischen
Aktivitat. Die Werte der Proteine WsNrfA und MeHao wurden aus Tabelle 10 entnommen.

Protein Spezifische Aktivitat Prozentuale Abweichung zum
(U min'* mg Protein™) unveranderten Enzym [%)]
Nitrit Hydroxylamin Hydroxylamin Nitrit Hydroxylamin Hydroxylamin
Reduktion Reduktion Oxidation Reduktion Reduktion Oxidation

CmHao_V450Y | 0,39+0,1 46,0+ 0,3 0,03+ 0,002 611 710 70 ¢
CcuHao_V414Y | 0,55+ 0,1 48,0+ 2,0 <0,01 98 ¢ 304 N/A
CfHao_V422Y <£0,01 34,0+ 3,0 0,03+ 0,002 100 ¢ 78 1 N/A
WsNrfA 1066,0+ 27,0 | 159,0+£6,0 <0,01 N/A N/A N/A
NeHao 0,55+ 0,02 13,0+ 0,4 4,1+0,13 N/A N/A N/A

Mit den untersuchten éHao-MBP Varianten konnten analoge Enzymaktivitaten ermittelt werden.
Im direkten Vergleich zu den Wildtyp-Enzymen wurden jedoch deutlich geringere Nitrit- und
Hydroxylamin-Reduktase-Aktivitdten detektiert (Tab. 20). Bei der CfHao V422Y war die
Hydroxylamin-Reduktion im Vergleich zum Wildtyp-Enzym um 78 %, bei der CcuHao V414Y um
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30 % und bei der CmHao_V450Y um 71 % erniedrigt. Sowohl die CmHao V450Y als auch die
CcuHao V414Y wiesen im Vergleich zur Positivkontrolle W. succinogenes NrfA-MBP und den
Wildtyp-Enzymen deutlich geringere Nitrit-Reduktase-Aktivitdten auf, wobei jedoch im Fall der
CmHao_V450Y 39 % Restaktivitit erhalten blieb. Bei der CcuHao_V414Y war die Nitritreduktion
im Vergleich zu den Wildtyp-Enzymen um 98 % und bei der CmHao_V450Y um 61 % erniedrigt.
Auffallig war, dass bei der CfHao V422Y eine komplette Inaktivierung innerhalb der Nitrit-
Reduktion auftrat. Die eHao-MBP Varianten wiesen im Vergleich zum Kontrollprotein NeHao und
den Wildtyp-Enzymen sehr geringe Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitdten auf. Daher konnte mit
Hilfe des eingefiigten Tyrosin-Rests keine Verschiebung der Enzymaktivitit in die oxidative
Richtung erreicht werden. Ein Einfluss des Aminosaureaustausches auf die Enzymaktivitat konnte

dennoch anhand der signifikant erniedrigten Reduktase-Aktivitdten nachgewiesen werden.

4.7.2 Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante

Die heterolog produzierten ¢éHao-MBP Varianten wurden hinsichtlich ihrer Substrataffinitat
untersucht. Die Bestimmung der Enzymaktivititen unter Verwendung verschiedener
Substratkonzentrationen wurde wie in den Kapiteln 3.9 und 4.5.2 beschrieben durchgefiihrt. Die
Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante fiir die Substrate Nitrit und Hydroxylamin erfolgte
in mehreren voneinander unabhingigen Messungen mit jeweils zwei biologischen und je drei
technischen Replikaten. Die Enzym-Kinetik der untersuchten éHao-MBP Varianten ist fiir jeweils

ein biologisches Replikat in Abbildung 30 graphisch dargestellt.
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Abbildung 30: Enzym-Kinetik von heterolog produzierten eHao-MBP Varianten bei der Nitrit- und Hydroxylamin-
Reduktion sowie der Hydroxylamin-Oxidation. Die Substrataffinitaten der CmHao_V450Y (A), CcuHao_V414Y (B) und
CMao_V422Y (C) wurden durch Zugabe verschiedener Substratkonzentrationen ermittelt. Die Messung der
Nitritreduktase- und Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitdt erfolgte mit 0; 0,5; 0,8; 1,0; 2,5, 5,0; 7,5 und 10 mM
Substratzugabe. Fiir die Messung der Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitat wurde eine zusatzliche Substratkonzentration (20
mM) mitgefiihrt. Die Messung der Hydroxylamin-Reduktion wurde mit Substratkonzentrationen von 0; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0;
7,5; 10 und 20 mM durchgefihrt.

Anhand von Abbildung 30 wird ersichtlich, dass die drei éHao-MBP Varianten CmHao_V450Y,
CcuHao _V414Y und CfHao V422Y einer klassischen Michaelis-Menten-Kinetik mit hyperbolem
Kurvenverlauf folgen. Fiir die éHao-MBP Varianten konnten sowohl fiir die Nitritreduktion als
auch die Hydroxylamin-Oxidation vergleichbare Ky-Werte im Bereich von 0,8-2,35 mM ermittelt
werden (Tab. 21). Die Affinitdt der CfHao V422Y zum Substrat Nitrit wurde nicht untersucht, da
das Protein nach Einfiigen der Mutation keine Nitritreduktase-Aktivitdt mehr aufwies. Im Rahmen
der Hydroxylamin-Oxidation konnte jedoch fiir die CfHao V422Y ein Ky-Wert ermittelt werden,
der im Vergleich zu dem Wildtyp-Enzym um 69 % erhoht war. Aufféllig war ebenfalls, dass bei
der eHao-MBP Variante CmHao V450Y im Vergleich zum Wildtyp-Enzym ein um 45 % geringerer
Ky-Wert innerhalb der Nitritreduktion nachgewiesen werden konnte. Hinsichtlich der
Hydroxylamin-Reduktion wurden fiir die CmHao_V450Y und CfHao V422Y sehr hohe Ky-Werte
im Bereich von 6,7-12,0 mM bestimmt. Bei beiden Enzymen konnten somit im Vergleich zur
CmHao und CfHao deutlich erh6hte Ky-Werte innerhalb der Hydroxylamin-Reduktion detektiert
werden. Dabei war der Ky-Wert der CmHao_V450Y um 99,5 % und im Fall der CfHao_V422Y um
sogar 255 % erhoht. Lediglich die CcuHao V414Y wies im Vergleich zu den beiden anderen eHao-
MBP Varianten innerhalb der Hydroxylamin-Reduktion einen um 67-82 % geringeren Ky-Wert

von 2,16 mM auf, der im Vergleich zur CcuHao 67 % geringer war.
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Tabelle 21: Ky-Wert-Bestimmung der eHao-MBP Varianten nach Messung von jeweils zwei biologischen und je drei
technischen Replikaten. N/A: nicht angegeben; 1: Erhéhung des Ky;-Werts; |: Verringerung des Ky-Werts

Protein Ky—Werte (mM) Prozentuale Abweichung zum
unveridnderten Enzym [%]
Nitrit Hydroxylamin Hydroxylamin Nitrit Hydroxylamin | Hydroxylamin
Reduktion Reduktion Oxidation Reduktion Reduktion Oxidation
CmHao_V450Y 0,79+0,14 12,03+0,62 N/A 45 99,51 N/A
CcuHao_V414Y 2,35+0,35 2,16+ 0,29 N/A 120 67 1 N/A
CfHao_V422Y N/A 6,69+ 0,096 1,73+0,19 N/A 255 69 ™

4.7.3 Bestimmung des pH- und Temperatur-Optimums

Neben der enzymatischen Aktivitdt und der Michaelis-Menten-Kontante wurde das pH- und
Temperatur-Optimum der éHao-MBP Varianten untersucht. Die Messung der Enzymaktivitdten
erfolgte wie in den Kapiteln 3.9.1 und 3.9.2 beschrieben. Fiir die Bestimmung des pH-Optimums
wurden Puffer mit pH-Werten zwischen 5,5 und 8,0 verwendet. Die Ermittlung des Temperatur-
Optimums erfolgte durch Inkubation der Messansétze bei Temperaturen zwischen 37 °C und 70
°C. Die Bestimmung des pH- und Temperatur-Optimums wurde mit jeweils zwei biologischen und
je drei technischen Replikaten durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Enzymaktivititsmessungen bei
unterschiedlichen pH-Werten und Temperaturen sind fiir jeweils ein biologisches Replikat in

Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: pH- und Temperatur-Optimum von géHao-MBP Varianten. (A) Hydroxylamin-Reduktase-Aktivitat der
CmHao_V450Y bei unterschiedlichen pH-Werten und Temperaturen, (B) Hydroxylamin-Reduktion der CcuHao_V414Y
bei unterschiedlichen pH-Werten und Temperaturen, (C) Hydroxylamin-Reduktase-Aktivitat der C/Hao_V422Y bei
unterschiedlichen pH-Werten und Temperaturen.

Die drei untersuchten éHao-MBP Varianten CmHao_V450Y, CcuHao V414Y und CfHao V422Y
wiesen vergleichbare pH- und Temperatur-Optima auf, bei denen die héchsten Enzymaktivitdten
detektiert werden konnten. Sowohl fiir die CcuHao V414Y als auch die CfHao V422Y wurde
innerhalb der Hydroxylaminreduktion ein Temperatur-Optimum im Bereich von 37-45 °C
bestimmt (Tab. 22). Das pH-Optimum der beiden Enzyme konnte in einem Bereich von pH
6,5/7,0-8,0 ermittelt werden. Die CmHao V450Y wies innerhalb der Hydroxylamin-Reduktion ein
Temperatur-Optimum von 37-50 °C und ein pH-Optimum von 6,5-7,5 auf. Im Vergleich zu den
Wildtyp-Enzymen waren weder bei der CfHao V422Y noch bei der CcuHao V414Y signifikante

Unterschiede detektierbar.

Tabelle 22: pH- und Temperatur-Optimum von eHao-MBP Varianten nach Messung von jeweils zwei biologischen und je
drei technischen Replikaten. N/A: keine Messungen aufgrund geringer spezifischer Aktivitat durchgefiihrt.

Protein Nitrit-Reduktion Hydroxylamin-Reduktion
pH Temperatur pH Temperatur
[°c] [°q
CmHao_V450Y | 5,5-6,5 40-50 6,5-7,5 37-50
CcuHao_V414Y | N/A N/A 7,0-8,0 37-45
CfHao_V422Y N/A N/A 6,5-8,0 37-45

Lediglich mit dem Fusionsprotein CmHao V450Y konnte innerhalb der Nitritreduktion im
Vergleich zu den Wildtyp-Enzymen CfHao und CcuHao ein geringeres pH-Optimum in einem
Bereich von 5,5-6,5 detektiert werden (Abb. 32). Auch bei einem pH-Wert von 8,0 sowie bei pH
5,5 waren Enzymaktivititen bei den ¢éHao-MBP Fusionsproteinen nachweisbar. Des Weiteren

wurden auch bei Temperaturen von iiber 60 °C noch Restaktivitdten detektiert (Abb. 31).
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Abbildung 32: Temperatur-Optimum des Enzyms CmHao_V450Y wahrend der Nitritreduktion.

4.7.4 Substrat- und Produktbestimmung
4.7.4.1 Nitritreduktion

Im Rahmen der Charakterisierung der eHao-MBP Varianten wurde das Substrat- und
Produktspektrum bei der Nitritreduktion untersucht. Die Messung der Nitrit-Reduktase-Aktivitat
erfolgte wie in den Kapiteln 3.9.5.1 und 4.5.3.1 beschrieben. Nachfolgend wurden die
Messansétze auf Eis gelagert, um die enzymatische Reaktion abzustoppen. AnschlieRend erfolgten
Nitrit-, Hydroxylamin- sowie Ammoniumbestimmungen (Kapitel 3.8.6-3.8.8). Als Kontrollen
wurden Messansédtze ohne Substrat aber mit Protein und Messansitze mit Substrat aber ohne
Protein mitgefiihrt. Fiir die Ammoniumbestimmung mittels Nel3lers Reagenz wurden Messansétze
ohne Substratzusatz aber mit Protein als Blindwerte verwendet. Diese Kontrollen sollten den
Einfluss der zugegebenen Proteine auf die photometrischen Messungen minimieren. Als
Positivkontrolle fungierte das NrfA-MBP-Fusionsprotein aus W. succinogenes (WsNrfA-MBP). Die
Substrat- und Produktbestimmung der Messansitze erfolgte vor und nach Enzymzugabe mit
jeweils einem biologischen und drei technischen Replikaten. Die Ergebnisse der Substrat- und

Produktbestimmung wurden in der nachfolgenden Tabelle 23 zusammengefasst.

Tabelle 23: Ergebnisse der Substrat- und Produktbestimmung von éHao-MBP Varianten nach Messung von jeweils einem
biologischen und je drei technischen Replikaten. Die Menge des eingesetzten Proteins betrug jeweils 50 ug. N/A: keine
Messungen durchgefiihrt bzw. Daten nicht angegeben; |: Verringerung des Nitritumsatzes zu Ammonium. Die
Ergebnisse der Hydroxylamin-Bestimmung wurden aufgrund sehr geringer ermittelter Konzentrationen nicht genauer
angegeben.

Protein Reaktionsansatze ohne Proteinzugabe Reaktionsansatze nach Proteinzugabe Nitritumsatz Prozentuale
zu Abweichung zum
Ammonium unveranderten
Enzym
Nitrit Hydroxylamin | Ammonium Nitrit Hydroxylamin Ammonium
[mM] [nmol] [um] [mM] [nmol] [uM] [%] [%]
CmHao_V450Y 5,41+ 0,05 <15 N/A 5,39+ 0,08 <15 N/A N/A 7,14
CcuHao_V414Y 5,24+ 0,1 <15 N/A 4,42+0,3 <15 166,0+ 43,0 20,2 15,31
W.succ. NrfA 7,51+£0,2 <15 N/A 5,44+ 0,09 <15 359,5+22,0 17,4 N/A
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Anhand von Tabelle 23 wird ersichtlich, dass lediglich bei der CcuHao V414Y-Prédparation ein
Nitritumsatz zu Ammonium nachweisbar war. Nach Zugabe der CcuHao V414Y zum Messansatz
wurde ein Nitritverbrauch von 0,82 M sowie eine Ammoniumkonzentration von 166,0 uM
detektiert. Mit Hilfe der photometrischen Messungen konnte sowohl bei dem Enzym
CcuHao V414Y als auch der Positivkontrolle kein kompletter Umsatz des verbrauchten Nitrits zu
Ammonium nachgewiesen werden. Lediglich 17-20 % des Nitrits wurden zu Ammonium
reduziert. Weiterhin fiel auf, dass die éHao-MBP Variante CcuHao V414Y im Vergleich zum
Wildtyp-Enzym CcuHao 15,5 % weniger Nitritumsatz zu Ammonium aufwies. Im Gegensatz dazu
konnte bei der CmHao V450Y-Préaparation weder ein signifikanter Nitritverbrauch noch eine
Umsetzung des Nitrits zu Ammonium nachgewiesen werden. Mit der ¢éHao-MBP Variante
CfHao_V422Y wurden keine Messungen durchgefiihrt, da dieses Fusionsprotein eine komplette
Inaktivierung innerhalb der Nitrit-Reduktion aufwies. Die Reaktionsansitze wurden ebenfalls auf
das mogliche Endprodukt Hydroxylamin getestet. Dieses war jedoch nicht signifikant

nachweisbar.

4.7.4.2 Hydroxylamin-Oxidation

Das Substrat- und Produktspektrum der eHao-MBP Varianten wurde ebenfalls fiir die
Hydroxylamin-Oxidation untersucht. Die Messung der Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitét erfolgte
wie in den Kapiteln 3.9.5.2 und 4.5.3.2 beschrieben. Die Messansitze wurden insgesamt 60
Minuten bei 37 °C inkubiert und anschlielend auf Eis gelagert, um die enzymatische Reaktion
abzustoppen. Nachfolgend wurden Nitrit- sowie Hydroxylaminbestimmungen durchgefiihrt
(Kapitel 3.8.7-3.8.8). Als Kontrollen wurden Messansdtze ohne Substrat aber mit Protein sowie
Messansdtze mit Substrat aber ohne Protein mitgefithrt. Als Positivkontrolle diente die
Hydroxylamin-Oxidoreduktase aus Nitrosomonas europaea (NeHao). Die Substrat- und
Produktbestimmung der Messansitze erfolgte vor und nach Enzymzugabe mit jeweils einem
biologischen und drei technischen Replikaten. Auf die Bestimmung der Substrate und Produkte
wurde bei dem Enzym CcuHao V414Y verzichtet, da nachweislich keine signifikante
Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitdit vorhanden war. Die Ergebnisse der Substrat- und

Produktbestimmung sind in Tabelle 24 zusammengefasst.

Tabelle 24: Ergebnisse der Substrat- und Produktbestimmung von éHao-MBP Varianten bei der Hydroxylamin-Oxidation.
Die Menge des eingesetzten Proteins betrug jeweils 50 ug. N/A: keine Messungen durchgefihrt

Protein Reaktionsansatze ohne Reaktionsansatze nach Hydroxylamin-
Proteinzugabe Proteinzugabe Oxidation zu Nitrit
Hydroxylamin Nitrit Hydroxylamin Nitrit
[mM] [uMm] [mM] [nM] [%]
CmHao_V450Y | 3,4+ 0,05 N/A 2,48+0,1 5,08+0,21 0,55
CfHao_V422Y |3,5+0,16 N/A 2,5+0,1 5,3+0,32 0,53
NeHAO 3,6+£0,2 N/A 3,02+ 0,09 149,0+ 0,004 25,7
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Die Enzyme CmHao V450Y und CfHao V422Y wiesen vergleichbare Hydroxylaminumsétze von
0,92-1,0 mM auf. Bei den eHao-MBP Varianten wurden aufgrund einer geringen Hydroxylamin-
Oxidase-Aktivitit nur minimale Nitritkonzentrationen von 5,08-5,3 uM detektiert. Diese
Ergebnisse waren mit den Wildtyp-Enzymen CmHao und CfHao vergleichbar (4,8-5,2 uM; Tab.
14; Kap. 4.2.4.2), sodass mit Hilfe des eingefiigten Tyrosin-Rests keine Verschiebung der
enzymatischen Aktivitit in die oxidative Richtung erreicht werden konnte. Deutlich hohere
Nitritkonzentrationen konnten jedoch erwartungsgemif3 bei der Positivkontrolle NeHao
photometrisch nachgewiesen werden, obwohl bei diesem Enzym der geringste
Hydroxylaminverbrauch von 0,58 mM bestimmt wurde. Wahrend die éHao-MBP Varianten nur
maximal 0,55 % des Hydroxylamins zu Nitrit oxidieren konnten, waren es bei der NeHao 25,7 %.
Ein Einfluss des Aminosadureaustausches auf die Oxidase-Aktivitdt und den Hydroxylaminumsatz

zu Nitrit konnte mit keinem der getesteten Enzyme nachgewiesen werden.

4.7.5 Erstellung von Spektren mittels UV/Vis-Spektroskopie

Die Absorptionseigenschaften der mittels Affinitdtschromatographie gereinigten ¢éHao-MBP
Varianten wurden im oxidierten und reduzierten Zustand in einem Wellenldngenbereich von 300-
800 nm analysiert. Die Messung der Spektren mit oxidiertem Protein erfolgte direkt nach der
Reinigung mit 1 ml verdiinnter Proteinlosung (5-8 uM Protein), wobei die Oxidation der Probe
durch den Luftsauerstoff gewéhrleistet wurde. Zur Messung der reduzierten Form wurde die
Proteinlosung zusatzlich mit einer Spatelspitze Natriumdithionit versetzt. Als Kontrolle wurde die
Hydroxylamin-Oxidoreduktase aus Nitrosomonas europaea (NeHao) mitgefiihrt. Dieses Protein
katalysiert die Oxidation von Hydroxylamin zu Nitrit und verfiigt iiber einen charakteristischen
Tyrosin Cross-Link (P460), welcher unter reduzierten Bedingungen ein Absorptionsmaximum bei
460 nm aufweist. Bei den erstellten éHao-MBP Varianten CmHao_V450Y, CcuHao_V414Y und
CfHao_V422Y wurde mittels ortsspezifischer Mutagenese die Aminosdure Valin gegen einen
Tyrosin-Rest ausgetauscht. Daher wurden diese Proteine nachfolgend auf das Vorhandensein

eines Absorptionsmaximums bei 460 nm {iberpriift (Abb. 33).
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Abbildung 33: UV/Vis-Spektrum der eHao-MBP Varianten. AusschnittsvergréBerungen im Wellenlangenbereich von 450-
500 nm sollten Aufschluss Uber das Vorhandensein eines Absorptionsmaximums bei 460 nm geben. Schwarze Linie:
oxidierter Zustand, Gestrichelte Linie: reduzierter Zustand nach Zugabe des Reduktionsmittels Natriumdithionit.
(A) Cytochrom cSpektrum der CmHao_V450Y, (B) Spektrum der CcuHao_V414Y, (C) Cytochrom c¢Spektrum der
CfMHao_V422Y, (D) Spektrum der NeHao mit einem charakteristischen Absorptionsmaximum bei 460 nm.

Anhand von Abbildung 33 wird deutlich, dass alle untersuchten ¢Hao-MBP Varianten ein
klassisches Cytochrom c-Spektrum besitzen. In der reduzierten Form weisen die Fusionsproteine
CmHao _V450Y, CcuHao V414Y und CfHao V422Y Maxima bei 418-419 nm (Soret-Bande), 522
nm (B-Bande) und 551 nm (o0-Bande) auf. In der oxidierten Form wurden die Soret-Banden mit
Maxima von 408-409 nm sowie lokale Maxima bei 530 nm nachgewiesen. Weiterhin wird
ersichtlich, dass keine der untersuchten ¢éHao-MBP Varianten im Vergleich zur NeHao ein

Absorptionsmaximum bei 460 nm aufweist (Abb. 33 D). Ein Einfluss des eingefiigten Tyrosin-
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Rests auf die Cytochrom c-Spektren konnte daher mittels UV/Vis-Spektroskopie nicht

nachgewiesen werden.

4.7.6 Bestimmung der Multimerisierungszustiande mittels analytischer Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration wurde zur Bestimmung der Multimerisierungszustidnde der ¢éHao-
MBP Varianten verwendet und wie in Kapitel 3.7.7.2 beschrieben durchgefiihrt. Pro Lauf wurden
400 wl gereinigtes Protein auf eine d&quilibrierte Sephadex 200 S&ule aufgetragen. Die
Flussgeschwindigkeit betrug 0,4 ml min, um eine méglichst gute Trennung der verschiedenen
Multimerisierungszustdnde zu erreichen. Die Absorptionen der eluierten Proteinfraktionen
wurden mit Hilfe eines UV-Vis Monitors bei 260 nm, 280 nm und 410 nm bestimmt. Die
Ergebnisse der analytischen Gelfiltration sind in Abbildung 34 dargestellt.

A B
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[Monomer]

‘ f 344 kDa
‘ ‘ [Trimer]
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\ 218 kDa |‘
\ [Dimer] “l
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WA—*I-MH;!-‘!;I.\HHIEI!I
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Abbildung 34: Analytische Gelfiltration von éHao-MBP Fusionsproteinen. Rot: Absorption bei 260 nm, Blau: Absorption
der eluierten Proteinfraktionen bei 280 nm, Rosa: Absorption bei 410 nm. Die analytische Gelfiltration erfolgte mit den
Fusionsproteinen CcuHao_V414Y (A), CHao_V422Y (B) und CmHao_V450Y (C).
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Die Analyse des Fusionsproteins CcuHao V414Y zeigte, dass dessen Elutionsprofil einen
dominanten Hauptpeak bei 203 kDa aufweist. Dieser Hauptpeak entspricht einem dimeren
Multimerisierungsgrad (Abb. 34 A). Weiterhin konnte ein potenzielles Monomer bei 122 kDa
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum Wildtyp-Enzym CcuHao war jedoch kein hexamerer
Multimerisierungszustand nachweisbar (Kap. 4.2.6; Abb. 19 A). Das Fusionsprotein CfHao V422Y
besal? ein dhnliches Elutionsprofil mit einem dominierenden Hauptpeak bei 203 kDa, was einem
dimeren Multimerisierungsgrad entspricht (Abb. 34 B). Weiterhin war ein entsprechendes
Monomere bei 90 kDa nachweisbar. Interessanterweise wurde nach Gelfiltration der éHao-MBP
Variante CfHao V422Y ein weiterer dominanter Peak bei 344 kDa ermittelt. Dieser Peak
entspricht einem trimeren Multimerisierungsgrad (Abb. 34 B), der bei der CfHao-Préaparation
nicht nachgewiesen werden konnte (Kap. 4.2.6; Abb. 19 B). Das Elutionsprofil des
Fusionsproteins CmHao V450Y (Abb. 34 C) zeigte einen dominanten Hauptpeak bei einem
Elutionsvolumen von 7-8 ml, was einem apparenten Molekulargewicht von 1603 kDa und damit
einem Hexadecamer (MW Hexadecamer: 1552 kDa) entspricht. Ein dhnliches Ergebnis wurde
ebenfalls fiir das Wildtyp-Enzym CmHao nachgewiesen (Kap. 4.2.6; Abb. 19 C) und deutet auf
einen fiir beide Proteine identisch hohen Anteil an 16slichen Aggregaten hin. Diese vermeintlichen
Aggregate konnten jedoch auch bei der CmHao V450Y-Prédparation nicht durch verminderte
Proteinkonzentrationen, erhohte Salzkonzentrationen (0,7 M) sowie zusatzliche DTT- und Octyl-
B-D-glucopyranosid-Zugaben aufgelost werden. Anhand der Abbildung 34 wird verdeutlicht, dass
ein Einfluss der Mutationen V414Y und V422Y auf die Multimerisierungszustdnde der
Fusionsproteine CcuHao und CfHao nachgewiesen werden konnte. Wahrend die Mutation V414Y
im Fusionsprotein CcuHao zum Verlust eines hexameren Multimerisierungsgrads fiihrt, konnte bei
der ¢Hao-MBP Variante CfHao V422Y im Vergleich zum Wildtyp-Enzym eine mogliche

Trimerisierung nachgewiesen werden.

4.7.7 Blau-Nativ-Elektrophorese (BN-PAGE)

Die Analyse der gereinigten éHao-MBP Fusionsproteine unter nativen Bedingungen erfolgte mit
Hilfe der Blau-Nativ-Gelelektrophorese (Kapitel 3.8.4). Sowohl fiir das Protein CcuHao V414Y als
auch CfHao V422Y konnten im Vergleich zu den Wildtyp-Enzymen Verdnderungen hinsichtlich
des Multimerisierungsgrads beobachtet werden. Diese Verdnderungen, welche mittels
analytischer Gelfiltration nachgewiesen werden konnten, sollten nachfolgend in einer BN-PAGE
naher untersucht werden. Die Fusionsproteine CfHao V422Y und CcuHao V414Y konnen tiber
einen weiten Molekulargewichtsbereich des nativen Gels detektiert werden (Kap. 4.2.7; Abb. 20).
Bei beiden Proteinen sind dominante Monomere (~ 97 kDa) und vermeintliche Dimere
nachweisbar. Weiterhin konnten bei den unverdnderten Proteinen CcuHao und CfHao hohere

Multimerisierungszustdnde beobachtet werden, die jedoch in den dazugehorigen éHao-MBP
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Varianten CcuHao V414Y und CfHao V422Y nicht nachweisbar waren (Abb. 20).
Interessanterweise war bei der eHao-MBP Variante CfHao V422Y eine zusétzliche Proteinbande
im Gel vorhanden, die im Wildtyp-Enzym nicht vorkam. Diese Bande mit einer Gré3e von iiber
250 kDa wiirde fiir eine Trimerisierung des Proteins sprechen. Mit Hilfe der BN-PAGE konnten
noch weitere Banden identifiziert werden. Hierbei handelt es sich jedoch vermutlich um
Abbauprodukte der Zielproteine oder um Multimerisierungszustande, bei denen die MBP-
Affinitétstags teilweise abgespalten wurden. Die Verdnderungen des Multimerisierungsgrads,
welche im Rahmen der analytischen Gelfiltration bei den Proteinen CcuHao V414Y und
CfHao V422Y beobachtet wurden, konnten mit Hilfe der Blau-Nativ-Elektrophorese verifiziert
werden. Im Fall des Fusionsproteins CmHao V450Y konnte wie beim unverdnderten Protein

CmHao keine erfolgreiche BN-PAGE durchgefiihrt werden.

4.7.8 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die isoelektrische Fokussierung der eHao-MBP Fusionsproteine CmHao V450Y, CcuHao V414Y
und CfHao V422Y wurde wie in Kapitel 3.8.5 beschrieben durchgefiihrt und ist in Abbildung 21
(Kap. 4.2.8) dargestellt. Innerhalb der isoelektrischen Fokussierung waren keine Unterschiede
zwischen den unverdnderten ¢éHao-MBP Fusionsproteinen (CfHao, CmHao, CcuHao) und den
dazugehorigen Proteinvarianten nachweisbar. Fiir die Fusionsproteine CfHao V422Y und
CcuHao V414Y wurden vergleichbare isoelektrische Punkte im Bereich von pI 7,0-8,0 ermittelt.
Das Protein CmHao _V450Y wies einen etwas hoheren isoelektrischen Punkt von 8,3 auf. Dariiber
hinaus wurden bei den drei Proteinvarianten ebenso wie bei den unverdanderten Fusionsproteinen
mehrere zusétzliche Banden im pI-Bereich von 4,7-8,0 detektiert (Abb. 21). Dies verdeutlicht,
dass das Vorhandensein mehrerer Multimerisierungszustande unterschiedliche pI-Werte der

e¢Hao-MBP Fusionsproteine bedingt.

Seite 100



4.8 Bioinformatische Analysen
4.8.1 Untersuchung ausgewahlter HaoA-Proteinsequenzen

Seit der Erstbeschreibung der ¢Hao (Kern & Simon, 2009; Campbell et al., 2009; Simon et al.,
2011) st die Anzahl der anfangs fiinf verfiigbaren haoA-Gensequenzen der
Epsilonproteobakterien C. fetus, C. curvus, C. concisus, N. profundicola und C. mediatlanticus auf
iiber 38 Sequenzen angestiegen (Tab. 25). Aufgrund dessen wurden neue bioinformatische
Analysen durchgefiihrt, die Aufschluss {iber das Vorkommen der haoA-Gene sowie deren Lage im
Genom geben sollten. Weiterhin wurden mit Hilfe der neuen haoA-Gensequenzen mégliche
Interaktionspartner und konservierte Sequenzbereiche bzw. Ham c-Eisenliganden identifiziert.
Anhand der neu verfiigbaren haoA-Sequenzen wurde ermittelt, dass der Grof3teil der HaoA-
Proteine unterschiedlichen Campylobacter und Helicobacter Spezies zugeordnet werden kann.
Neben den Epsilonproteobakterien wiesen jedoch auch die Genome diverser Gamma- und
Deltaproteobakterien sowie Vertreter der Phyla Aquificae und Thermodesulfobacteria HaoA-
Proteine auf (Tab. 25). Neben dem Vorkommen der HaoA-Proteine wurde auch deren
Aminosaureanzahl {iberpriift. Dabei fiel auf, dass die nicht prozessierten Proteine eine variable
Linge zwischen 429 und 513 Aminoséduren aufwiesen, wobei die ladngsten Proteinsequenzen die
der Tiefseebakterien N. profundicola, C. mediatlanticus, Lebetimonas sp. JH292 und G.
electrodiphilus sind. Die Unterschiede hinsichtlich der Aminosidureanzahl konnten unter
Einbeziehung eines neu erstellten Alignments auf spezifische epsilonproteobakterielle Einschiibe
innerhalb der Aminosduresequenz bzw. am C-Terminus zuriickgefithrt werden (Kap. 7.1).
Weiterhin war es moglich mit Hilfe der Alignment-Daten sowie einer bisher unveroffentlichten
Kristallstruktur der éHao aus C. curvus (Diplomarbeit Michael B. Braun, Universitit Freiburg) bei
allen bioinformatisch untersuchten HaoA-Proteinsequenzen acht Himbindemotive (CXXCH) und
hoch konservierte distale Ham c-Eisenliganden (fiir C. curvus: H70, H95, H128, H210, H243,
H288, M420) zu identifizieren. Der charakteristische Tyrosin-Rest, welcher in der Hao der
Nitrifizierer acht Aminosduren stromabwarts des Him 7 Liganden Histidin gelegen ist (HX;Y),
fehlt in allen untersuchten éHao-Proteinsequenzen. An dessen Position befindet sich in den éHao-
Sequenzen im selben Abstand zu dem konservierten distalen Ham 7 Liganden Methionin (MX,W)
die konservierte Aminosdure Tryptophan (W428). Eine Ligandierung mit Methionin wurde
ebenfalls fiir das Oktahdm Cytochrom c aus Ignicoccus hospitalis (IhOCC) nachgewiesen. In
diesem Protein liegt eine axiale Ligandierung der Him c-Gruppen 3 und 7 mit den konservierten

Aminosauren Histidin und Methionin vor (Parey et al., 2016).
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Tabelle 25: Ausgewdhlte Organismen, deren Genom ein HaoA-Homolog kodiert.

Organismus’ e¢Hao (HaoA) HaoB’
Léinge2 Accessionnummer Lange Accessionnummer
(Aminosaurereste) (Aminosaurereste)

Campylobacter fetus subsp. fetus 82-40 461 WP_002849252 183 WP_002849250
(®
Campylobacter curvus 595.92 (g) 455 WP_011992073 190 WP_011992072
Campylobacter concisus 13826 (¢) 456 WP_012001403 190 WP_012001402
Campylobacter gracilis ATCC 33236 (g) 466 WP_005870908 185 WP_005870909
Campylobacter iguaniorum strain 1485E (¢) 463 WP_038454501 183 WP_038455627
Campylobacter mucosalis DSM 21682 (g) 456 WP_034968130 190 WP_034968127
Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii 449 WP_063998037 183 WP_063998982
CCUG 27631 (g)
Helicobacter ailurogastricus () 457 WP_053940990 200 WP_053940991
Helicobacter bizzozeronii (&) 448 WP_050955528 153 WP_006017429
Helicobacter cetorum (&) 456 WP_014660638 210 WP_043902585
Helicobacter felis ATCC 49179 (g) 461 WP_013469246 224 WP_013469245
Helicobacter heilmannii () 457 WP_053825411 200 WP_015106135
Helicobacter suis (g) 476 WP_006564945 230 WP_050780243
Arcobacter nitrofigilis DSM 7299 (g) 449 WP_013135666 181 WP_013135667
Arcobacter anaerophilus (g) 450 WP_044417848 181 WP_044417850
Caminibacter mediatianticus TB-2 (&) 510 WP_007473950 nicht vorhanden
Nautilia profundicola AmH (¢) 510 WP_015902282 nicht vorhanden
Lebetimonas sp. JH292 (g) 513 WP 024789242 nicht vorhanden
Geopsychrobacter electrodiphilus DSM 16401 502 WP_020677351 nicht vorhanden
Q)
Desulfurella acetivorans A63 (3) 452 AHF97263 189 AHF97262
Desulfovibrio frigidus DSM 17176 () 451 WP_034602861 189 WP_031480646
Desulfovibrio piezophilus C1TLV30 (8) 453 WP_015416066 189 WP_015416067

459 WP_015414537 195 WP_015414536
Desulfovibrio hydrothermalis AM13 (8) 450 WP_015335051 189 WP_015335050
Desulfobulbus japonicus DSM 18378 (8) 429 WP_028580853 nicht vorhanden
Pelobacter seleniigenes DSM 18267 (8) 451 WP_029914943 189 WP_036683091

459 WP 029917017 175 WP 029917015
Aliagarivorans marinus (y) 493* WP_026972422 196 WP_035480418
Psychromonas aquimarina (y) 469* WP_051303197 200 WP_051303193
Photobacterium ganghwense (y) 489* WP_047884198 186 WP_047884197
Alteromonadaceae bacterium Bs12 (y) 434 WP_045861428 185 WP_045859606
Oceanospirillum beijerinckii DSM 7166 (y) 446 WP_051227586 177 WP_036566238
Marinobacterium litorale DSM 23545 (y) 433 WP_027854051 186 WP_051298887
Marinobacterium stanieri S30 (y) 441 WP_010322583 179 WP_010322582
Neptuniibacter caesariensis (y) 450 WP_040661545 183 WP_007020264
Thioflavicoccus mobilis 8321 (y) 449 WP 015280314 181 WP 015280313
Thermosulfidibacter takaii ABI70S6 454 BAT72016 181 BAT72015
(Aquificae)
Thermodesulfatator indicus DSM 15286 451 WP_013908801 186 WP_013908802
(Thermodesulfobacteria)
Thermodesulfatator autotrophicus 448 OAG28037 186 OAG28038
(Thermodesulfobacteria)
Thermodesulfatator atlanticus DSM 21156 448 WP_022853624 186 WP_022853623

(Thermodesulfobacteria)

! Proteobakterielle Klassen oder Phyla sind in Klammern angegeben. Die innerhalb dieser Arbeit untersuchten HaoA-Proteine wurden fett markiert.
2Die angegebene Lange der HaoA-Proteinsequenzen inkludiert Signalpeptide. Die auBergewdhnlichen langen Sequenzen der epsilonproteobakteriellen
Tiefsee-Bakterien sowie des marinen Bakteriums Geopsychrobacter electrodjphilus wurden fett hervorgehoben.

3 |dentifikation der haoB-Gene, welche unmittelbar stromaufwarts des ha0A-Gens gelegen sind und fiir ein Tetrahdm Cytochrom ¢ der NapC/NrfH-Familie
kodieren.

“ Die eHao-Proteine der Organismen A. marinus, P. ganghwenseund P. aquimarina weisen im Vergleich zur durchschnittlichen Linge der HaoA-Sequenzen
eine hohere Aminosaureanzahl auf. Urséchlich hierfur ist eine zusatzliche C-terminale Aminosduresequenz (Kap. 7.1).
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4.8.2 Identifizierung potenzieller Redoxpartner der éHao

Nach Durchsicht aller vorhandenen Genomdaten war es moglich in einem Grof3teil der in Tabelle
25 aufgelisteten Organismen ein Tetrahdm Cytochrom c des NapC/NrfH Typs (Gross et al., 2005;
Rodrigues et al., 2006; Marritt et al., 2012; Simon and Klotz, 2013) als moglichen Redoxpartner
der HaoA Proteine zu identifizieren. Urséchlich hierfiir war die Lage des entsprechenden Gens,
welches sich in unmittelbarer Ndhe zu den haoA-Gensequenzen befindet und daher nachfolgend
als haoB bezeichnet wurde. Die Anordnung der beiden Gene zueinander lasst vermuten, dass eine
HaoBA-Komplexbildung vorliegen konnte. Als mogliche Funktion von HaoB wdire eine
Elektroneniibertragung von einem membranstdndigen Chinol, beispielsweise Menachinol, zur
¢Hao denkbar. Eine dhnliche Konstellation tritt beim NrfHA-Komplex auf, welcher in Delta- und
Epsilonproteobakterien zu finden ist (Simon et al., 2000; Simon, 2002; Rodrigues et al., 2006).
Mit Hilfe der Genomdaten konnten jedoch auch Organismen identifiziert werden, die kein haoB-
Gen in unmittelbarer Ndhe zur haoA aufweisen. Dieses war bei C. mediatlanticus, N. profundicola,
Lebetimonas sp. JH292, Geopsychrobacter electrodiphilus und Desulfobulbus japonicus der Fall (Tab.
25). Jedoch besitzen sowohl C. mediatlanticus, N. profundicola als auch Lebetimonas sp. JH292 ein
Monohdm Cytochrom c, welches stromabwarts des haoA Gens in entgegengesetzter Leserichtung
gelegen ist (exemplarisch in Abb. 35 A und B dargestellt). Interessanterweise konnten in
C. mediatlanticus, N. profundicola und Lebetimonas sp. JH292 Gene identifiziert werden, die fiir
Tetrahdm Cytochrome c des NapC/NrfH-Typs kodieren und sich in der Nahe der respiratorischen,
periplasmatischen Nitratreduktase (nap-Operon) befinden. Diese Gene sind vermutlich weder in
einem Operon organisiert noch werden sie zusammen mit anderen Genen transkribiert (Abb. 35
A-C). Neben der einzigartigen Lage der haoB- bzw. haoBA-Gene im Bereich des nap-Operons
konnten in diesen drei Organismen sowie Arcobacter anaerophilus potenzielle Promotorbereiche
unmittelbar stromaufwaérts von haoB bzw. haoA ermittelt werden (Abb. 35 A-D). Mit Hilfe eines
Sequenzalignments (Kap. 7.2) konnten bei allen bioinformatisch untersuchten HaoB
Proteinsequenzen vier Himbindemotive (CXXCH) sowie Kandidaten fiir drei distale (Histidine)
und ein proximaler Ham c-Eisenligand (Methionin) identifiziert werden. Interessant ist jedoch,
dass die Funktion des distalen Him c-Eisenliganden im Fall der D. vulgaris NrfH von einem
Lysinrest des NrfA Proteins iibernommen wird. Dieses Lysin ist jedoch in den analysierten
¢Hao/HaoA-Proteinen nicht konserviert, sodass vermutlich ein Histidin der HaoB-Proteine als

entsprechender distaler Ligand fungiert (Kap. 7.2).
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Caminibacter mediatlanticus TB-2

RBS -10 -35

— — —

CATTTCTACTCCTTTTTTATTTTCTCTATATAATTCTATAAAAAGAGAGTGTTAAAAAAGTGCTTTTTAGAAGAATTAAGAAGTAAATTA

\/ 1kbp
A

=R~ e =

S % e, 2, o Qe s B B, £ =, = g

/\

-35 -10 RBS

A e

TAATACAAATGATATTTTTTATTATTTAGCACTTTTTTAGCACTTAAATTATTTATAATCCAAATAAAAAAGGTAATACATG

1: Molybdat ABC Transporter Substratbindeprotein
2: Molybdan ABC Transporter Permease-Untereinheit
3: Molybdan ABC Transporter ATP-Bindeprotein

4: Transkriptionsregulator der GntR-Familie

5: Clavaminat-Synthase-ahnliches Protein (Oxidase)
6: Membranprotein

Lebetimonas sp. JH292

RBS -10 -35

A

CATTGATTTCCTTTTTTTATTGATATTATATATATATTTCGTGCTTAAAAAGTGCTTTITA

\/ .

—T KeK KK H|

I = Eop Ep e = ey S 2 1

/\

-35 -10 RBS

— — —

TAATTTAATAAAAAGTTAATTTTGGCACTTTTTGGACACTTTTTTATAATACAATATTAAAGAGTAAAAATAAACTCAAAGGAGACAAAATG

1: Hypothetisches Protein
2: Hypothetisches Protein
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Nautilia profundicola

K=

> =) Crecvome o >
-35
TAAATAATTTATGCACGATTAATCTAATTTTTAATTTTTAAACATTAATGTAATATTCATGTAAGATAAATGAATCCGTATTTAGCA
CTCTTTTAGCACTTTTGTTATTTATAATTCTCTAAAAAGTTAAAGGTGAAGAATG

-10 RBS

1: DNA-bindender Response-Regulator
2: Thiol-/Thioredoxin-Reduktase

Arcobacteranaerophilus

1kbp
—>

oo e KeeoK e KoK e K 1K o ]

RBS -10

CATCGTACTCCTTTACCGTTAGATTCACCGTTTTCATTATAACCTAAATGAATGTTCATTTTTATTGACCTAAGTCAAGAGAGTTGATT
AAAAAAAAGAAAAAAGCAGTCTATTTTA

Abbildung 35: Genomische Organisation des nap-Genclusters in den Tiefseebakterien C. mediatlanticus TB-2 (A),
Lebetimonassp. JH292 (B), N. profundicola (C) und A. anaerophilus (D). Die Gene haoA und haoB wurden braun bzw.
grau hervorgehoben. Potenzielle Promotorbereiche, welche stromaufwaérts der Gene haoA bzw. haoB identifiziert
wurden, sind in einem Kasten dargestellt. Die ermittelten Nukleotidsequenzen weisen Start- und Stop-Codons (fett
gedruckt und unterstrichen), moégliche Ribosomenbindestellen (RBS) und vermeintliche -10 und -35-Promotorregionen
(blau) auf. Mit Ziffern bezeichnete Gene kodieren die jeweils unter der Abbildung angegebenen Proteine.
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4.9 Weitere Vorgehensweisen zur Produktion und Reinigung der CrmHao und CcuHao

sowie der HaoA aus N. europaea (NeHao)

Vor der Konstruktion und Erstellung des Expressionsplasmids pTMH wurden hinsichtlich der
heterologen Produktion und Reinigung der ¢Hao-Proteine aus C. mediatlanticus (CmHao) und
C. curvus (CcuHao) im Verlauf dieser Arbeit verschiedene Vorgehensweisen getestet, welche in
Tabelle 26 zusammengefasst sind und in den nachfolgenden Kapiteln niaher erlautert werden.
Aufgrund der Heterogenitit der gereinigten eéHao-Proteine CmHao und CcuHao sowie geringer
Proteinkonzentrationen wurde auf eine enzymatische Charakterisierung der Proteine verzichtet.
Weiterhin wurde versucht die Hydroxylamin-Oxidoreduktase des Betaproteobakteriums
N. europaea unter Verwendung des Expressionsplasmids pTMH heterolog in W. succinogenes zu
produzieren. Dies fiihrte jedoch nicht zur Expression eines intakten und enzymatisch aktiven

Proteins.

Tabelle 26: Vorgehensweisen zur Produktion und Reinigung der éHao-Proteine CrmHao und CcuHao sowie der NeHao.
Die Expression aller nachfolgend aufgefiihrten Zielgene erfolgte im nrfLocus von W. succinogenesunter der Kontrolle
des natirlichen nr Promotors.

Zielgen Affinitats-Tag Lokalisation Plasmid Bezeichnung
(Terminus)

haoA aus C. mediatlanticus Strep-Tag C pMK1-CmHao W. succinogenes MK1-CmHao kan napA::cat
haoA aus C. curvus Strep-Tag C pMK1-CcuHao W. succinogenes MK1-CcuHao kan napA::cat
haoA aus C. mediatlanticus zweifacher Strep-Tag C pMK2-CmHao W. succinogenes MK2-CmHao kan napA::cat
haoA aus C. mediatlanticus Strep-Tag NundC pMK1-NStrep-CmHao | W. succinogenes MK1-NStrep-CmHao kan napA::cat
haoA aus C. mediatlanticus Hiss-Tag C pMK9-CmHao W. succinogenes MK9-CmHao kan napA::cat
haoA aus N. europaea MBP-Tag, Hiss-Tag C pTMH-NeHao W. succinogenes NeHao-MBP kan
haoA aus N. europaea MBP-Tag, Hiss-Tag C pTMH-NeHao_Y467V W. succinogenes NeHao_Y467V-MBP kan

4.9.1 Heterologe Produktion und Reinigung der GmHao und CcuHao mit einem
einfachen C-terminalen Strep-Tag

Fiir die Produktion der affinitdtsmarkierten Multihdm Cytochrome ¢ CmHao und CcuHao wurden
die Mutanten W. succinogenes MK1-CmHao kan nap::cat und W. succinogenes MK1-CcuHao kan
napA::cat erstellt (Kap. 3.2.2, 3.5.9, 3.6.3, 3.6.4). Zellen beider Mutanten wurden in bis zu 3x10 1
Formiat/Fumarat-Medium vermehrt, mittels French Press aufgeschlossen (Kapitel 3.4.5) und
nach einer 60-miniitigen Zentrifugation in 16sliche Fraktion und Membranfraktion separiert. Die
Reinigung der Proteine erfolgte wie in Kapitel 3.7.6.1 beschrieben. Der Reinheitsgrad der Eluate

wurde mittels SDS-PAGE sowie Coomassie- und Him-Farbung iiberpriift (Abb. 36).
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Abbildung 36: (A) SDS-PAGE (10 % iges Polyacrylamid-Gel) und Hdm-Farbung von W. succinogenes Zellsuspensionen,
300 ug Probe in jeder Spur; M, PageRuler™ Prestained Protein Ladder; Spur 1-6, W. succinogenes MK1-CmHao kan
napA::cat Transformanden; Spur 7, W. succinogenes napA::cat (150 ug); (B) Hdm-Farbung der Elutionsfraktionen nach
Reinigung der CmHao, 50 pl Probe in jeder Spur; M, ColorPlus™ Prestained Protein Ladder Broad Range; Spur 1-7,
Eluate 1-7; (C) Coomassie-Farbung der Eluate nach Reinigung der CmHao, 5,0 ug Probe pro Spur; M, ColorPlus™
Prestained Protein Ladder Broad Range; Spur 1-7, Eluate 1-7; (D) Ham-Farbung der wahrend der Reinigung
gesammelten Fraktionen, 300 pg Probe pro Spur; M, ColorPlus™ Prestained Protein Ladder Broad Range; Spur 1,
Homogenat; Spur 2, Lésliche Fraktion; Spur 3, Durchlauf; Spur 4-8, Waschfraktionen 1-5.

Sowohl in Zellsuspensionen als auch Elutionsfraktionen konnte mittels Coomassie- und Ham-
Farbung die eHao aus C. mediatlanticus mit einer Grof3e von 57 kDa nachgewiesen werden (Abb.
36 A-B). Die Reinigung mittels Strep-Tactin® -Affinitdtschromatographie erwies sich jedoch nach
ndherer Betrachtung als ineffizient, da eine grof3e Anzahl an Fremdproteinen in den
Elutionsfraktionen detektiert wurde (Abb. 36 C). Das Zielprotein wurde ebenfalls im Durchlauf
und den Waschfraktionen nachgewiesen (Abb. 36 D), sodass nur eine unzureichende Bindung des
C-terminalen Strep-Tags an das Sdulenmaterial vorlag. Vergleichbare Ergebnisse konnten
ebenfalls nach der Reinigung der CcuHao beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der

Ineffizienz der Proteinreinigung wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

4.9.2 Heterologe Produktion und Reinigung der CrmHao mit einem doppelten

C-terminalen StrepTag

Um die Effizienz der Strep-Tactin®-Affinitdtschromatographie zu erh6hen und eine Bindung des

Strep-Tags an das Sdulenmaterial zu erreichen, wurde die CmHao mit einem doppelten C-
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terminalen Strep-Tag versehen. Als Matrize fiir die Konstruktion des Vektors pMK2-CmHao wurde
das bereits vorhandene Plasmid pMK1-CmHao genutzt (Kap. 3.2.2 und 3.5.9). Die Erstellung des
W. succinogenes Stammes MK2-CmHao kan napA::cat wurde wie in den Kapiteln 3.6.3 und 3.6.4
beschrieben durchgefiihrt. Fiir die Produktion des Zielproteins wurden Zellen eines mittels PCR
und Ham-Farbung tiberpriiften Transformanden in 3x10 | Formiat/Fumarat-Medium vermehrt,
aufgeschlossen (Kapitel 3.4.5) und durch Ultrazentrifugation in Il6sliche Fraktion und
Membranfraktion separiert. Die Reinigung des Proteins erfolgte wie in Kapitel 3.7.6.1 beschrieben
unter Verwendung einer Strep-Tactin® Superflow Sdule der Firma IBA GmbH (Go6ttingen) mit 5
ml Bettvolumen. Die im Rahmen der Reinigung aufgefangenen Fraktionen wurden mittels SDS-
PAGE sowie anschlielender Coomassie- und Him-Farbung auf Produktion und Reinheitsgrad der

CmHao untersucht (Abb. 37).
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Abbildung 37: (A) Western Blot (10 %iges Polyacrylamid-Gel) und ELISA einer Zellsuspension der Mutante
W. succinogenes MK2-CmHao kan napA::cat zum Nachweis der CmHao unter Verwendung des Antikdrpers Strep-
Tactin®-HRP conjugate (IBA), 70 ug Probe pro Spur; M, PageRuler™ Prestained Protein Ladder (B) Ham-Farbung der
Elutionsfraktionen nach Reinigung der CmHao, 50 pul Probe in jeder Spur; Spur 1-6, Eluate 1-6; (C) Coomassie-Farbung
der Eluate nach Reinigung der CmHao, 50 ul Probe pro Spur; Spur 1-6, Eluate 1-6; (D) Hdm-Farbung der im Rahmen der
Reinigung aufgefangenen Fraktionen, 250 ug Probe pro Spur; Spur 1, Homogenat; Spur 2, Ldsliche Fraktion; Spur 3,
Durchlauf; Spur 4-6, Waschfraktionen 1-3.

Die CmHao mit einer Grof3e von 57 kDa konnte in den Elutionsfraktionen 2-6 mittels Coomassie-

und Him-Farbung nachgewiesen werden (Abb. 37 B-C). Auch in der Zellsuspension der Mutante
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W. succinogenes MK2-CmHao kan napA::cat wurde das Zielprotein, welches mit einem doppelten
C-terminalen Strep-Tag versehen war, zweifelsfrei mit einer Inmunfarbung detektiert (Abb. 37
A). Dennoch war auch dieser Reinigungsansatz ineffizient und nicht fiir die Produktion und
Reinigung der CmHao im gro3en Maf3stab geeignet, da erneut eine nicht unerhebliche Anzahl
von Fremdproteinen in den Eluaten nachweisbar war (Abb. 37 C). Das Zielprotein wurde trotz
der Verlangerung des Affinitdts-Tags zum wiederholten Mal im Durchlauf und den
Waschfraktionen detektiert (Abb. 37 D), sodass ein positiver Effekt des zusétzlichen zweiten
C-terminalen Strep-Tags auf die Bindung der CmHao an das Sdulenmaterial ausgeschlossen

werden kann.

4.9.3 Heterologe Produktion und Reinigung der CmHao mit einem N- und C-terminalen

Strep-Tag

Da das Anbringen eines einfachen und doppelten C-terminalen Strep-Tags wider Erwarten zu
keiner effizienten Reinigung der CmHao fiihrte, wurde nachfolgend ein N-terminaler Strep-Tag
zum einfachen C-terminalen Tag hinzugefiigt. Dieser sollte eine Bindung des Zielproteins an das
Strep-Tactin® begtinstigen. Fiir diesen Produktionsansatz wurde das Expressionsplasmid pMK1-
NStrep-CmHao erstellt (Kap. 3.2.2). Als Matrize fiir die Konstruktion des Vektors wurde das
bereits vorhandene Plasmid pMK1-CmHao genutzt (Kap. 3.2.2). Die Amplifikation des Zielgens
erfolgte mit dem Primerpaar CmHao-NStrep-F/NStrep-R (Kap. 3.2.3). Die Erstellung des
W. succinogenes Stammes MK1-NStrep-CmHao kan nap::cat sowie die Kultivierung und
Charakterisierung entsprechender Transformanden wurden wie in den Kapiteln 3.6.3 und 3.6.4
beschrieben durchgefiihrt. Die Produktion des Zielproteins wurde mit SDS-PAGE (Kap. 3.7.5) und
nachfolgender Him-Farbung (3.8.2) nachgewiesen. Zellen des W. succinogenes-Stammes MK1-
NStrep-CmHao kan nap::cat wurden in 2x10 | Formiat/Fumarat-Medium vermehrt, mittels French
Press aufgeschlossen und in 16sliche Fraktion und Membranfraktion separiert (Kap. 3.4.5). Die
Reinigung der CmHao wurde wie in Kapitel 3.7.6.1 durchgefiihrt, jedoch war bei keiner der
Elutionsfraktionen die charakteristische Rotfarbung des Multihdm Cytochromes ¢ nachweisbar.
Dennoch wurden die wiahrend der Reinigung aufgefangenen Fraktionen mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und hinsichtlich der Produktion des Zielproteins iiberpriift (Abb. 38). Die
affinitdtsmarkierte CmHao konnte mit einer erwarteten Grof3e von 57 kDa in sehr geringen
Konzentrationen in den Eluaten nachgewiesen werden (Abb. 38 A-B). Der Reinheitsgrad des
Proteins entsprach jedoch nicht den Erwartungen, da zusatzlich zur CmHao eine grof3e Anzahl an
Fremdproteinen unspezifisch von der Affinitédtssdule eluiert wurde. Weiterhin konnte wiederholt

beobachtet werden, dass das Zielprotein in hohen Konzentrationen im Durchlauf und den
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Waschfraktionen vorhanden ist (Abb. 38 C). Bei diesen Fraktionen wurden im SDS-Gel

Doppelbanden detektiert, die auf einen moglichen Abbau der CmHao hindeuten (Abb. 38 C).
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Abbildung 38: (A) SDS-PAGE (10 %iges Polyacrylamid-Gel) und Hdm-Farbung der Eluate nach Reinigung der CmHao mit
einfachem C- und N-terminalem Strep-Tag, 50 pl Probe pro Spur; M, PageRuler™ Prestained Protein Ladder; Spur 1-9,
Eluate 1-9; (B) Coomassie-Farbung der Eluate, 50 ul Probe in jeder Spur; Spur 1-9, Eluate 1-9; (C) Ham-Farbung der
restlichen aufgefangenen Fraktionen, 200 pg Protein pro Spur; Spur 1, Lésliche Fraktion; Spur 2, Durchlauf; Spur 3-4,
Waschfraktion 1-2; Spur 5, Kontrollstamm W. succinogenes napA::cat, 150 ug Protein.

4.9.4 Heterologe Produktion und Reinigung der CmHao mit einem einfachen

C-terminalen His-Tag

Da mit Hilfe von C- und N-terminalen Strep-Tags nur eine unzureichende Reinigung der CmHao
moglich war, wurde ein Wechsel des Affinitédts-Tags vorgenommen. Der nachfolgend verwendete
His-Tag sollte primér den Strep-Tag als mogliche Ursache fiir die unzureichende Bindung des
Zielproteins an das Sdulenmaterial ausschlieBen. Weiterhin sollte unter Verwendung eines
linearen Imidazolgradienten die Anzahl der Fremdproteine limitiert und so die Reinheit des
Zielproteins erhoht werden. Fiir diesen neuen Ansatz wurde das Expressionsplasmid pMK9, wie
zuvor in Kapitel 3.5.8.1 beschrieben, erstellt. Die Konstruktion des Plasmid-Derivates pMK9-
CmHao (Kap. 3.2.2) wurde wie in Kapitel 3.5.9 beschrieben durchgefiihrt. Als Matrize wurde das
bereits vorhandene Plasmid pMK1-CmHao genutzt (Kap. 3.2.2). Die Amplifikation des Zielgens
erfolgte unter Verwendung des Primerpaares BsalCmHaoOp-F/BsalCmHaoOp-R (Kap. 3.2.3). Die

Erstellung des W. succinogenes Stammes MK9-CmHao kan nap::cat sowie die Kultivierung und
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Charakterisierung entsprechender Transformanden wurden wie in den Kapiteln 3.6.3 und 3.6.4
beschrieben durchgefiihrt. Die Produktion des Zielproteins wurde mittels SDS-PAGE,

anschliel3ender Him-Farbung sowie einer Inmunodetektion iiberpriift (Abb. 39).
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Abbildung 39: (A) SDS-PAGE (10 % iges Polyacrylamid-Gel) und Hdm-Farbung von W. succinogenes Zellsuspensionen,
250 ug Probe in jeder Spur; M, PageRuler™ Prestained Protein Ladder; Spur 1-3, W. succinogenes MK9-CmHao kan
napA::catTransformanden; Spur 4, W. succinogenes napA::cat (150 pg); (B) Western Blot (10 %iges Polyacrylamid-Gel)
und ELISA einer Zellsuspension des Stammes W. succinogenes MK9-CmHao kan napA::catzum Nachweis der CmHao
unter Verwendung des Antikorpers Anti-His-HRP (Roth), 70 pug Probe pro Spur; M, PageRuler™ Prestained Protein
Ladder; Spur 1, Zellsuspension eines W. succinogenes MK9-CmHao kan napA::cat Transformanden; Spur 2,
Positivkontrolle (Schwefeltransferase; bereitgestellt von Dr. Oliver Klimmek).

Das affinitdtsmarkierte CmHao wurde mit einer Gro3e von 57 kDa sowohl mittels Him-Farbung
als auch Immunodetektion in Zellsuspensionen des Stammes W. succinogenes MK9-CmHao kan
napA::cat nachgewiesen (Abb. 39 A und B). Fiir die Reinigung des Proteins wurden Zellen des
W. succinogenes-Stammes MK9-CmHao kan nap::cat in 10 1 Formiat/Fumarat-Medium vermehrt,
mittels French Press aufgeschlossen und in 16sliche Fraktion und Membranfraktion separiert (Kap.
3.4.5). Die anschlie3ende Nickel-Nitriloessigsaure (NTA) Affinitdtschromatographie wurde wie in
Kapitel 3.7.6.2 beschrieben durchgefiihrt. Jedoch wurde auch nach einem Wechsel des Affinitats-
Tags keine zufriedenstellende Reinigung der CmHao erreicht (Daten nicht gezeigt). Das

Zielprotein war erneut in den Waschfraktionen nachweisbar, was vermutlich auf einen
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unzugénglichen His-Tag zuriickgefiihrt werden kann. Die Reinigung der CmHao unter Nutzung

kleiner Affinitats-Tags wurde anschliel3end nicht weiter verfolgt.

4.9.5 Konventionelle Reinigung der CmHao

Da mittels Ni-NTA- und Strep-Tactin Affinitdtschromatographie keine effiziente und
reproduzierbare Reinigung der CmHao erreicht werden konnte, wurde nachfolgend auf
konventionelle Reinigungsmethoden zuriickgegriffen. Die konventionelle Reinigung von
Proteinen mittels DEAE-Anionenaustauschchromatographie oder Gelfiltration ist vollkommen
unabhéngig von C- oder N-terminal angefiigten Affinitits-Tags, sodass die Zielproteine allein
hinsichtlich ihrer Ladung oder Molekiilgrof3e angereichert werden konnen. Die Reinigungen von
Zellen der W. succinogenes Stimme MK2-CmHao kan napA::cat und MK9-CmHao kan napA::cat
erfolgten mittels DEAE-Anionenaustauschchromatographie (Kap. 3.7.7.1) unter Verwendung von
Frischzellen und/oder gefrorenen Zellen (2x10 1 Maf3stab). Die gesamten Reinigungsverldufe
wurden mit Hilfe von Chromatogrammen dokumentiert und analysiert (exemplarisch in Abb. 40
A dargestellt). Der Nachweis der CmHao erfolgte mittels SDS-PAGE sowie anschlieRender

Coomassie- und Ham-Farbung und ist exemplarisch in Abbildung 40 dargestellt.
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Abbildung 40: (A) Chromatogramm nach Reinigung des W. succinogenes Stammes MK9-CmHao kan napA::cat mittels
DEAE-Anionenaustauschchromatographie. Fiir die Reinigung wurde ein Kaliumphosphat-Puffer verwendet (50 mM,
pH 7,5, ermittelter pl der CmHao: 8,3). Das Zielprotein wurde innerhalb der Waschfraktionen 30-34 bei einem
Prozessvolumen von 160 ml und einem maximalen UV-Signal von 200 mAU detektiert. (B) SDS-PAGE (10 %iges
Polyacrylamid-Gel) und Hdm-Farbung der CmHao, 50 ug Protein pro Spur; Z, Zellhomogenat; M, PageRuler™ Prestained
Protein Ladder; L, Losliche Fraktion; P, vereinigte und ankonzentrierte Cytochrom chaltige Fraktionen; (C) Coomassie-
Farbung der CmHao mittels DEAE-Anionenaustauschchromatographie, 20 ug Probe in jeder Spur.

Die ¢Hao aus Caminibacter mediatlanticus wurde nach Etablierung einer konventionellen
Reinigungsmethode mit einer erwarteten Grofde von 57 kDa in den Waschfraktionen 30-34
nachgewiesen (Abb. 40 A). Nach SDS-PAGE und anschlieRender Coomassie- und Himfarbung des
Zellhomogenats, der loslichen Fraktion sowie der vereinigten und ankonzentrierten
Waschfraktionen war ein direkter Vergleich des Reinheitsgrades der CmHao vor und nach
Durchfithrung der Anionenaustauschchromatographie moglich. Dabei wurde ersichtlich, dass
bereits mit Hilfe eines schwachen Anionenaustauschers eine gro3e Anzahl von Fremdproteinen
entfernt werden konnte (Abb. 40 C). Dennoch war die Reinigung der CmHao unter Zuhilfenahme
einer konventionellen Methode nicht erfolgsversprechend, da bereits nach Durchfiihrung der
DEAE-Anionenaustauschchromatographie ein Abbau des Zielproteins beobachtet werden konnte
(Abb. 40 B). Urséchlich fiir die Proteindegradation war hierbei die lange Verweildauer des
Zielproteins auf der Sdule wihrend des Reinigungsvorgangs. Die Degradation der CmHao sowie
die Tatsache, dass mindestens ein weiterer Reinigungsschritt erforderlich wére, um den
Reinheitsgrad des Zielproteins deutlich zu erh6hen und addquate Proteinausbeuten zu erhalten,

fiihrten nachfolgend dazu, dass dieser Ansatz nicht weiter verfolgt wurde.

4.9.6 Heterologe Produktion und ortsspezifische Veranderung der HaoA aus

Nitrosomonas europaea (NeHao)

4.9.6.1 Heterologe Produktion des Hao-MBP Fusionsproteins NeHao

Als Matrize fiir die Amplifikation des haoA-Gens der NeHao wurde das bereits vorhandene
Plasmid pMK1-NeHao genutzt (Kap. 3.2.2). Die Amplifikation des Zielgens erfolgte unter
Verwendung des Primerpaares BsalNeHaoOp-F/BsalNeHaoOp-R (Kap. 3.2.3 und 3.5.9). Die

Seite 113



Erstellung des W. succinogenes Stammes NeHao-MBP kan sowie die Kultivierung und
Charakterisierung entsprechender Transformanden wurden wie in den Kapiteln 3.6.3 und 3.6.4
beschrieben durchgefiihrt. Die Produktion des fusionierten Zielproteins wurde mit SDS-PAGE und
nachfolgender Ham-Farbung nachgewiesen. Die Zellen wurden anschlieend im Mal3stab von
60 | Formiat/Fumarat-Medium vermehrt, mit Tangentialfiltration (Kapitel 3.4.4) geerntet und
nachfolgend mittels French Press aufgeschlossen (Kapitel 3.4.5). Die anschlieBende Reinigung
des periplasmatisch lokalisierten Zielproteins wurde wie in Kapitel 3.7.6.3 beschrieben
durchgefiihrt. Nachfolgend wurde die Elutionsfraktion 2 auf das Vorhandensein der fusionierten

NeHao sowie das Vorkommen eines trimeren Multimerisierungsgrads {iberpriift (Abb. 41).

1 M 2 1 2 3 M 4
135kDa — . !
100 kDa — R
80 kDa — . et 135 kDa —.
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58 kDa __ —
100 kDa .
46 kDa — PR
a l "| " 80 kDa — e
32kDa __ 58 kDa v
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- — Trimer
135kDa ___
100 kDa —
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Abbildung 41: (A) SDS-PAGE (10 %iges Polyacrylamid-Gel) und Coomassie-Farbung des gereinigten Hao-MBP
Fusionsproteins NeHao, 7,5 ug Probe in jeder Spur; M, Color Prestained Protein Standard Broad Range (New England
Biolabs); Spur 1, MeHao nach Zugabe von Mercaptoethanol; Spur 2, NeHao ohne Zusatz reduzierender Detergenzien;
(B) Hdm-Farbung nach Reinigung der NeHao mittels MBP-Affinitatschromatographie, 90 ug Probe in jeder Spur;
M, Color Prestained Protein Standard Broad Range (New England Biolabs); Spur 1-3, Elutionsfraktionen 1-3; Spur 4,
W. succinogenes napA::cat (150 pg); (C) SDS-PAGE (7,5 %iges Polyacrylamid-Gel) und Hadm-Farbung der gereinigten
NeHao (bereitgestellt von Prof. Alan Hooper), 30 ug Probe pro Spur.

In den Elutionsfraktionen konnte nach Reinigung der NeHao keine rotliche Farbung beobachtet
werden. Ursdchlich hierfiir ist vermutlich eine unzureichende H&dm-Beladung der NeHao

(Abb. 41 B). Dieses Phanomen wurde bereits bei der heterologen Produktion des Proteins in
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E. coli beobachtet (Mehrotra et al., 2012). Dennoch war es moglich im Eluat 2 sowohl das
Fusionsprotein mit einer Masse von 104 kDa als auch das MBP-freie Zielprotein mit einer Masse
von etwa 64 kDa sowie den bereits abgespaltenen MBP-Tag (40 kDa) mit einer SDS-PAGE und
anschlielfenden Coomassie-Farbung nachzuweisen (Abb. 41 A). Ebenfalls wurde ohne Zusatz des
reduzierenden Detergens B-Mercaptoethanol ein weiterer moglicher Multimerisierungszustand bei
190 kDa detektiert (Abb. 41 A). Inwieweit es sich bei dieser zusitzlichen Proteinbande um ein
Aggregat des Zielproteins handelt oder aber ein trimerer Multimerisierungszustand (Trimer MBP-
freie NeHao: 192 kDa; Trimer Fusionsprotein: 312 kDa) vorliegt, konnte nicht abschliefend
geklart werden. Um die Funktionalitiat des produzierten Hao-MBP Fusionsproteins NeHao zu
iiberpriifen, wurden Enzymaktivitdtsmessungen durchgefiihrt. Bei keiner dieser Messungen war
jedoch eine signifikante Reduktase- oder Oxidase-Aktivitdt nachweisbar. Auch die Untersuchung
des Absorptionsverhaltens mittels UV/Vis-Spektroskopie gestaltete sich schwierig, da aufgrund
der geringen Hdm-Beladung des Proteins auch nach Messung einer unverdiinnten Proteinprobe
kein aussagekraftiges Cytochrom c-Spektrum ermittelt werden konnte (Abb. 42). Aufgrund
dessen wurde die von Prof. Alan Hooper bereitgestellte NeHao-Préparation (Abb. 41 C) als

Kontrolle fiir die zuvor gezeigten Enzymaktivititsmessungen und UV/Vis-Spektroskopie

verwendet.
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Abbildung 42: UV/Vis-Spektrum des in W. succinogenesheterolog produzierten Hao-MBP Fusionsproteins MeHao. Die

Messung erfolgte mit 3 mg Protein. Schwarze Linie: oxidierter Zustand, Gestrichelte Linie: reduzierter Zustand nach
Zugabe des Reduktionsmittels Natriumdithionit.
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4.9.6.2 Heterologe Produktion der Hao-MBP Variante NeHao_Y467V

Im Rahmen der zielgerichteten Mutagenese sollte ein Tyrosin-Rest der NeHao, welcher fiir die
Ausbildung des charakteristischen Tyrosin Cross-Links essentiell ist, entfernt werden. Ziel der
Mutagenese war es, die durch den Tyrosin Cross-Link bedingte Trimerisierung der NeHao
aufzulosen und somit eine moglicherweise bessere Him-Beladung des Proteins zu erreichen.
Weiterhin sollte das Protein hinsichtlich struktureller und funktioneller Verdnderungen
untersucht werden. Als Matrize fiir die Konstruktion des Vektors pTMH-NeHao Y467V wurde das
zuvor erstellte Plasmid pTMH-NeHao genutzt (Kap. 3.2.2). Die Amplifikation des Zielgens erfolgte
unter Verwendung der Mutagenese-Primer NeHao mut-F2 und NeHao mut-R2 (Kap. 3.2.3, 3.5.1-
3.5.2). Die Erstellung des W. succinogenes Stammes NeHao Y467V-MBP kan sowie die
Kultivierung und Charakterisierung entsprechender Transformanden wurden wie in den Kapiteln
3.6.3 und 3.6.4 beschrieben durchgefiihrt. Die Produktion des fusionierten Zielproteins wurde mit
SDS-PAGE und nachfolgender Hém-Farbung nachgewiesen. Zellen eines entsprechenden
Transformanden (Abb. 43 A) wurden anschlief3end in 5x10 I Formiat/Fumarat-Medium vermehrt,
mit einer Tangentialfiltrationseinheit (Kapitel 3.4.4) geernet und mittels French Press
aufgeschlossen (Kapitel 3.4.5). Die anschlie@ende Reinigung des Zielproteins mittels MBP-
Affinitatschromatographie wurde wie in Kapitel 3.7.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Nachfolgend
wurde die Elutionsfraktion 2 auf das Vorhandensein der fusionierten NeHao Y467V sowie das

Vorkommen eines trimeren Multimerisierungsgrads iiberpriift (Abb. 43 B).
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Abbildung 43: (A) SDS-PAGE (10 % iges Polyacrylamid-Gel) und Hdm-Farbung von W. succinogenes Zellsuspensionen,
200 pg Probe in jeder Spur; M, Color Prestained Protein Standard Broad Range (New England Biolabs); Spur 1-6,
W. succinogenes NeHao_Y467V-MBP kan Transformanden 1-6 ; Spur 7, W. succinogenes napA::cat (150 ug); (B)
Coomassie-Farbung des gereinigten Hao-MBP Fusionsproteins AMeHao_Y467V ohne Zusatz der Detergens (-

Mercaptoethanol, 15 pg Probe pro Spur; (C) Hdm-Farbung des gereinigten Hao-MBP Fusionsproteins NeHao_Y467V
ohne Zusatz von pB-Mercaptoethanol, 40 ug Probe pro Spur.

Sowohl in den Zellsuspensionen als auch Eluaten konnten mittels Coomassie- und Him-Farbung
das Fusionsprotein NeHao Y467V (104 kDa) und das MBP-freie Zielprotein (64 kDa)
nachgewiesen werden (Abb. 43 A-C). Auch nach der zielgerichteten Mutagenese konnte nach
Reinigung der NeHao Y467V keine rotliche Farbung der Elutionsfraktionen beobachtet werden.
Ein Einfluss des Tyrosin-Rests auf die Ham-Beladung der NeHao kann somit ausgeschlossen
werden. Interessanterweise wurde jedoch kein trimerer Multimerisierungsgrad detektiert.
Lediglich die fusionierten und unfusionierten Monomere waren mittels Coomassie- und Him-
Farbung nachweisbar (Abb. 43 B und C). Mit dem gereinigten Fusionsprotein NeHao Y467V
wurden trotz geringer Him-Beladung Enzymaktivitdtsmessungen durchgefiihrt, jedoch wurde bei
keiner dieser Messungen eine signifikante Reduktase- oder Oxidase-Aktivitat nachgewiesen. Auch
die Untersuchung des Absorptionsverhaltens mittels UV/Vis-Spektroskopie blieb ergebnislos, da

kein aussagekréftiges Cytochrom c-Spektrum ermittelt werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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5. Diskussion

5.1 Heterologe Produktion von éHao-MBP Fusionsproteinen in W. succinogenes

Fiir die Produktion der HaoA-Proteine in W. succinogenes wurde zunéchst eine bereits etablierte
Methode genutzt (Kern & Simon, 2011). Mit Hilfe dieser Methode konnten die jeweiligen
Hydroxylamin-Oxidoreduktasen aus C. mediatlanticus und C. curvus zwar heterolog produziert
werden, jedoch war keine effiziente Reinigung der beiden Proteine mittels Strep-Tactin- bzw. Ni-
NTA-Affinitdtschromatographie moglich (Kap. 4.9.1-4.9.4). Dies ist vermutlich auf eine
Unzugénglichkeit der angefiigten Strep- bzw. His-Tags zurilickzufiihren, sodass je nach Faltung
der Zielproteine nur eine beeintrachtigte Bindung der Affinitédts-Tags am Sdulenmaterial vorlag.
Folglich wurden nur geringe Mengen der Zielproteine von der Affinititssiule eluiert. Auch die
konventionelle Reinigung der CmHao (Kap. 4.9.5) war nicht erfolgsversprechend, da bereits nach
Durchfithrung einer DEAE-Anionenaustauschchromatographie ein Abbau des Zielproteins
beobachtet wurde (Abb. 40 B). Urséchlich fiir die Proteindegradation war vermutlich die lange
Verweildauer des Zielproteins auf der Sadule wahrend des Reinigungsvorgangs. Da sowohl
affinitdtschromatographische als auch konventionelle Reinigungsmethoden nur geringe
Proteinausbeuten und eine hohe Heterogenitét der gereinigten éHao Proteine zur Folge hatten,
konnten keine aussagekréftigen enzymatischen Charakterisierungen der Proteine durchgefiihrt
werden. Dieser Umstand bedingte nachfolgend die Konstruktion des Expressionsplasmids pTMH
(Kap. 3.5.8.2). Dieses Plasmid erméglichte es erstmals éHao-MBP Fusionsproteine im Kontext des
nrf-Operons von W. succinogenes zu produzieren. Als Produktionsstamm fungierte die
Insertionsmutante W. succinogenes napA::cat, in welcher das fiir die periplasmatische
Nitratreduktase NapA kodierende Gen durch eine eingefiigte Chloramphenicol-Genkassette
unterbrochen wurde. Interessanterweise weist diese Mutante aufgrund von unbekannten,
vermutlich regulatorischen Effekten eine erh6hte Transkription des nrf-Operons wéhrend des

Wachstums durch Fumarat-Atmung auf.

Durch die Konstruktion des Expressionsplasmids pTMH wurde die etablierte Methode von Kern &
Simon (2011) zur Produktion von Multihdm Cytochromen c in W. succinogenes fiir die Produktion
von ¢Hao-Proteinen optimiert. Die Verwendung des Maltose-Binde-Proteins als Affinitits-Tag ist
eine fiir E. coli etablierte Methode, um rekombinante MBP-Fusionsproteine zu produzieren. Diese
Methodik war jedoch fiir die heterologe Proteinproduktion im Wirtsorganismus W. succinogenes
neuartig und literarisch nicht belegt. Nach Etablierung dieses neuen Ansatzes war es moglich
insgesamt 11 Fusionsproteine (CmHao, CmHao V450Y, CmHao W464Y, CcuHao,
CcuHao V414Y, CcuHao W428Y, CfHao, CfHao V422Y, CfHao_W434Y, NpHao und WsNrfA)

unter anaeroben Bedingungen mit Formiat als Elektronendonor und Fumarat als
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Elektronenakzeptor in W. succinogenes zu produzieren. Die Reinigung der HaoA-Proteine erfolgte
mittels Dextrin-Sepharose Affinitdtschromatographie, wobei maximale Proteinausbeuten von
0,9 mg Protein pro | Medium erreicht wurden. Der Reinheitsgrad der HaoA-Proteine wurde
mittels SDS-PAGE sowie anschlielfender Coomassie- und Him-Féarbung {iberpriift. Dabei konnten
die jeweiligen Fusionsproteine mit einer Grolle von etwa 100 kDa nachgewiesen werden
(Abb. 11). Weiterhin wurden MBP-freie Proteinspezies mit einer Gré3e von etwa 57 kDa
detektiert, die auf eine proteolytische Abspaltung des MBP-Proteins vom Cytochrom hindeuten.
Die einzige Ausnahme hinsichtlich der Expression eines intakten und enzymatisch aktiven
Proteins bildete die Hydroxylamin-Oxidoreduktase aus N. europaea. Dieses Protein konnte zwar in
W. succinogenes produziert werden, wies jedoch nicht die charakteristische Rotfarbung von
Multihdm Cytochromen c auf (Kapitel 4.9.6). Dieses Phdnomen wurde bereits bei der heterologen
Produktion des Proteins in E. coli beobachtet (Mehrotra et al., 2012). Auch nach Zusatz
unterstiitzender Metabolite des Him-Biosyntheseweges (0,9 mM 3-Aminolavulinat; 0,4%o Eisen-
Vitamin-Losung; Kap. 3.7.1) zu Zellen des W. succinogenes Stammes NeHao-MBP kan war keine
Verbesserung hinsichtlich der Bildung des Holocytochroms nachweisbar. Da der Einbau von Him-
Gruppen im Periplasma von W. succinogenes erfolgt (Simon & Hederstedt, 2011), sollte durch die
Verwendung des W. succinogenes eigenen nrfA-Signalpeptides zumindest der Transport der NeHao
in das Periplasma gewéhrleistet worden sein. Dort erfolgte dann moglicherweise jedoch nur ein
beeintrichtigter Einbau von Him-Gruppen in das Protein. Eine mogliche Ursache hierfiir konnte
eine fehlerhafte Faltung der NeHao nach der heterologen Produktion in W. succinogenes sein.
Weiterhin ist denkbar, dass fiir die Him-Beladung und Ausbildung des Hams P460 der NeHao
Co-Faktoren oder weitere Proteine notwendig sind, die in W. succinogenes fehlen. Mit dem
gereinigten Fusionsprotein wurden dennoch Enzymaktivititsmessungen durchgefiihrt, jedoch
wurde bei keiner dieser Messungen eine Reduktase- oder Oxidase-Aktivitdt nachgewiesen. Auch
die Untersuchung des Absorptionsverhaltens mittels UV/Vis-Spektroskopie gestaltete sich
schwierig, da aufgrund der geringen Ham-Beladung des Proteins auch nach Messung einer
unverdiinnten Proteinprobe kein aussagekréftiges Cytochrom c-Spektrum ermittelt werden konnte

(Abb. 42).
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5.2 Enzymatische Eigenschaften und physiologische Funktion von éHao-Proteinen

Nach Etablierung der Produktion und Reinigung von éHao-MBP Fusionsproteinen konnten diese
erstmals mittels Enzymaktivititsmessungen biochemisch charakterisiert werden. Die ermittelten
Enzymaktivitdten zeigten, dass alle untersuchten ¢Hao-MBP Fusionsproteine reduktive
Reaktionen mit den Substraten Hydroxylamin und Nitrit katalysieren (Tab. 10). Nach Messung
der Hydroxylamin-Oxidation wurden fiir die éHao-MBP Fusionsproteine im Vergleich zur NeHao
nur geringfiigige spezifische Aktivititen von 0,03-0,1 U min™ mg" detektiert. Dementsprechend
waren nach der Oxidation von Hydroxylamin im Fall der CfHao, CcuHao und CmHao nur geringe
Konzentrationen des Endprodukts Nitrit von 4,8-6,6 uM (~0,5 %) mittels photometrischer
Messungen nachweisbar (Tab. 14). Mit der Positivkontrolle NeHao konnten erwartungsgemal3

deutliche hohere Nitritkonzentration von 149 uM (~26 %) detektiert werden.

Fiir die Nitrit- und Hydroxylamin-Reduktion wurden vergleichbare spezifische Aktivitaten
ermittelt (Nitrit-Reduktase-Aktivitit: 1,0-181,0 Umin" mg™, Hydroxylamin-Reduktase-AKktivitit:
29-158 U min" mg™). Die spezifischen Nitrit-Reduktase-Aktivititen waren jedoch im Vergleich
zur Nitritreduktase aus W. succinogenes (NrfA) wenigstens sechsfach kleiner. Die geringsten
Aktivitdten innerhalb der Nitritreduktion wurden bei den HaoA-Proteinen der Tiefseebakterien
C. mediatlanticus (CmHao) und N. profundicola (NpHao) ermittelt. Die spezifischen Aktivitdten
der CmHao und NpHao waren im Vergleich zu den Proteinen der Campylobacter Spezies (CcuHao,
CfHao) um den Faktor 181 erniedrigt. Somit war bei allen vier charakterisierten Enzymen die fiir
Nitritreduktasen des NrfA-Typs charakteristische Katalyse von Nitrit und Hydroxylamin
nachweisbar, wobei bei der Nitritreduktion Ammonium als Produkt gebildet wurde (Tab. 13).
Diese Ergebnisse machen eine Funktion der ¢Hao-Proteine als Nitrit- und Hydroxylamin-
Reduktasen wahrscheinlich. In den Epsilonproteobakterien C. fetus, C. curvus, N. profundicola und
C. mediatlanticus katalysieren diese Enzyme somit vermutlich die Reduktion von Nitrit zu
Ammonium, fiir die sechs Elektronen bereitgestellt werden miissen. Neben den
Epsilonproteobakterien weisen jedoch auch die Genome diverser Gamma- und
Deltaproteobakterien sowie Vertreter der Phyla Aquificae und Thermodesulfobacteria HaoA-
Proteine auf (Tab. 25). Um weiterfithrende Aussagen beziiglich der physiologischen Funktion der
HaoA-Proteine treffen zu konnen, sollten auch HaoA-Homologe dieser Vertreter auf ihre
Aktivititen tiberpriift werden. Eine Gemeinsambkeit aller bisher identifizierten Vertreter ist jedoch,
dass in diesen entweder eine Nitrat-/Nitritreduktion oder aber die Nitritreduktion zu Ammonium
experimentell nachgewiesen werden konnte (Tab. 27). Interessanterweise besitzen diese
Organismen jedoch grof3tenteils weder respiratorische (NrfA) noch assimiliatorische

Nitritreduktasen (NasB, NirBD, NirA, NiR/SiR).
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Die periplasmatisch lokalisierte Nitritreduktase NrfA besitzt neben ihrer Funktion in der
anaeroben Respiration noch eine zweite entscheidende Aufgabe innerhalb des Stickstoffkreislaufs.
Die Fahigkeit des Enzyms sowohl Stickstoffmonoxid als auch Hydroxylamin zu reduzieren (Poock
et al., 2002; Kern et al., 2011b; Simon and Klotz, 2013), bedingt dessen Rolle bei der Abwehr von
nitrosativem Stress und der Hydroxylamin-Detoxifizierung. Eine dhnliche Funktion wére auch fiir
die  ¢Hao-Proteine  denkbar. Die hohen Ky-Werte, welche innerhalb der
Enzymaktivitdtsmessungen ermittelt wurden, widersprechen jedoch in gewissem Malfde einer
vorhergesagten physiologischen Funktion als Nitrit- bzw. Hydroxylamin-Reduktase (Tab. 11).
Diesbeziiglich muss jedoch bedacht werden, dass die éHao-MBP Fusionsproteine heterolog in
W. succinogenes produziert und die spezifischen Aktivititen und Ky-Werte nach Zusatz von
artifiziellen Elektronendonoren und -akzeptoren ermittelt wurden. Diese Faktoren hatten
moglicherweise Einfluss auf die Reaktionskinetik und Substratspezifitét der getesteten Enzyme.
Weiterhin wurden die spezifischen Aktivitdten und Ky-Werte unter in vitro Bedingungen getestet.
So erfolgten die Enzymaktivititsmessungen im Hinblick auf die epsilonproteobakteriellen
Hydroxylamin-Oxidoreduktasen der Tiefseebakterien C. mediatlanticus und N. profundicola bei
einer unphysiologisch niedrigen Temperatur von 37 °C sowie eines teilweise unphysiologisch
hohen pH-Werts von 7,0 (optimale Wachstumsbedingungen von N. profundicola: 40 °C; pH 7,0;
3 % NaCl — mit molekularem Wasserstoff oder Formiat als Elektronendonoren und Schwefel als
Elektronenakzeptor; C. mediatlanticus: 55 °C; pH 5,5; 30 g NaCl 1" - bei einem Wachstum unter
strikt anaeroben Bedingungen in Gegenwart von H, und CO, sowie den Elektronenakzeptoren
Schwefel oder Nitrat; Smith et al., 2008 und Voordeckers et al., 2005). Auch diese Aspekte konnen

erheblichen Einfluss auf die Enzymaktivitdten eines Proteins haben.

Mit Hilfe der ermittelten Enzymaktivitdten und dem Nachweis der Ammonium-Produktion war es
moglich eine Hypothese beziiglich der Funktion der éHao zu entkraften (Hanson et al., 2013) und
ein alternatives Modell zur Funktionalitit der éHao-Proteine unter Einbeziehung moglicher
Elektronentransferwege zu erstellen. In der Hypothese von Hanson et al. (2013) fungiert die éHao
als revers interagierende Hao, welche die Nitritreduktion zu Hydroxylamin katalysiert. Das
wiahrend dieser Reaktion gebildete, toxische Intermediat Hydroxylamin soll dann mit Hilfe eines
Ammoniumtransporters (AmtB) ins Cytoplasma transportiert und anschliefend mit Hilfe eines
Hybrid Cluster Proteins (Hcp) zu Ammonium reduziert werden. Die Ergebnisse der in dieser
Arbeit biochemisch charakterisierten éHao-MBP Fusionsproteine widersprechen dieser Hypothese.
Durch Substrat- und Endproduktbestimmungen konnte gezeigt werden, dass bei einer durch die
¢Hao katalysierten Nitritreduktion kein Hydroxylamin als Intermediat nachweisbar ist (Tab. 13).
Vielmehr konnte eindeutig belegt werden, dass das eingesetzte Nitrit innerhalb der

Enzymaktivititsmessungen teilweise zu Ammonium umgesetzt wurde. Der Umsatz des
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eingesetzten Nitrits zu Ammonium betrug allerdings weder bei den ¢éHao-Proteinen noch der
mitgefithrten Kontrolle WsNrfA-MBP 100 %. Dies kann auf die Storanfélligkeit des
Ammoniumnachweises zuriickgefiihrt werden, welcher durch das zugegebene Protein beeinflusst
wird. Allerdings wére auch die Bildung eines weiteren, moglicherweise gasférmigen Endprodukts
(NO, N,0) denkbar. Eine Gasbildung innerhalb der Nitritreduktion konnte sowohl mit der
CcuHao als auch CmHao gezeigt werden (Abb. 14). Weiterhin wurde mit Hilfe der
durchgefiihrten Enzymaktivititsmessungen bewiesen, dass die éHao neben der Nitritreduktion
auch eine effiziente Hydroxylamin-Reduktion katalysiert. Die Funktion des Hybrid Cluster
Proteins als Hydroxylamin-Reduktase erscheint somit in der Hypothese von Hanson et al.
fragwiirdig. Auch in Escherichia coli wurde die Rolle des Hybrid Cluster Proteins lange Zeit
kontrovers diskutiert. Mittlerweile wurde jedoch experimentell gezeigt, dass dieses Protein in
E. coli die NO-Reduktion zu N,O katalysiert (Wang et al., 2016). Auch dieser Aspekt ist ein
Widerspruch zur Hypothese von Hanson et al. (2013). Dariiber hinaus ist der Transport des
mutagenen Intermediats Hydroxylamin ins Cytoplasma, welches mit Hilfe eines
Ammoniumtransporters gewahrleistet werden soll, unwahrscheinlich. Einerseits wiirde dieser
Transport vermutlich erhebliche Zell- und DNA-Schiaden bedingen und andererseits konnte bisher
kein Hydroxylamin-Transport mit Beteiligung des AmtB-Transporters experimentell nachgewiesen

werden.
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5.3 Charakterisierung der éHao-MBP Varianten

5.3.1 Enzymatische Eigenschaften der éHao-MBP Fusionsproteine CmHao_W464Y,
CcuHao_W428Y und (Hao_W434Y

Mit Hilfe eines HaoA-Alignments (Kap. 7.1) sowie einer bisher unveréffentlichten Kristallstruktur
der ¢Hao aus C. curvus (Diplomarbeit Michael B. Braun, Universitdt Freiburg) konnten
entscheidende Erkenntnisse hinsichtlich der distalen Him c-Eisenliganden gewonnen werden. Die
Ham c-Eisenliganden der ¢Hao wurden nachfolgend mit denen der Hao aus N. europaea
verglichen. Dadurch war es moglich die Position des speziellen NeHao-Tyrosins, welches fiir die
Ausbildung des charakteristischen Tyrosin Cross-Links essentiell ist, innerhalb der HaoA-
Sequenzen zu identifizieren. Die mit Hilfe des HaoA-Alignments erhaltenden Erkenntnisse
wurden nachfolgend genutzt, um die Aminosdure Tyrosin an einer zur NeHao &quivalenten
Position in ausgewahlte éHao Sequenzen einzufiigen. Der Tyrosin-Rest befindet sich innerhalb der
Hao der Nitrifizierer acht Aminosduren stromabwérts des Him 7 Liganden Histidin (HX;Y), der
jedoch in allen untersuchten éHao-Proteinen fehlt. An dessen Position befindet sich in den éHao-
Sequenzen der konservierte distale Him 7 Ligand Methionin, der acht Aminosduren
stromabwarts (MX,;W) die konservierte Aminosdure Tryptophan (W428) aufweist. Dieses
Tryptophan wurde nachfolgend gegen ein Tyrosin getauscht und die erstellten ¢éHao-MBP
Varianten biochemisch charakterisiert. Im direkten Vergleich zu den Wildtyp-Enzymen wurden
mit den éHao-MBP Varianten CcuHao W428Y und CfHao W434Y deutlich geringere Nitrit-
Reduktase-Aktivititen detektiert (Tab. 16). Eine Ausnahme bildete jedoch das Protein
CmHao_W464Y, bei dem eine Erhéhung der Nitrit-Reduktase-Aktivitdit um den Faktor 2,9
beobachtet werden konnte. Im Hinblick auf die Hydroxylamin-Reduktion konnten bei allen drei
erstellten ¢Hao-MBP Varianten vergleichbare spezifische Aktivititen ermittelt werden. Das
Fusionsprotein CcuHao W428Y wies im Vergleich zum Kontrollprotein NeHao eine sehr geringe
Hydroxylamin-Oxidations-Aktivitit auf, die jedoch mit dem Wildtyp-Enzym CcuHao vergleichbar
war. Bei den Enzymen CfHao W434Y und CmHao W464Y konnte keine Hydroxylamin-
Oxidations-Aktivitdt ermittelt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass alle drei
untersuchten ¢éHao-MBP Varianten im Vergleich zu den Wildtyp-Enzymen sowohl fiir die
Hydroxylamin-/Nitritreduktion als auch die Hydroxylamin-Oxidation signifikant erhohte Ky-
Werte im Bereich von 2,39-16,9 mM aufweisen (Tab. 17). Ungeachtet dessen war bei den ¢Hao-
MBP Varianten ein Nitritumsatz zu Ammonium nachweisbar. Nach Zugabe der Enzyme zu den
Messansitzen wurden Ammoniumkonzentrationen von 200-463 uM detektiert (Tab. 18).
Allerdings wurden erneut lediglich 6,9-14,2 % des Nitrits zu Ammonium reduziert. Im Vergleich
zu den Wildtyp-Enzymen fiel auf, dass die Proteine CcuHao W428Y und CfHao W434Y 20-70 %

weniger Nitritumsatz zu Ammonium katalysierten. Einzige Ausnahme bildete hierbei die
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CmHao_W464Y, die nach Einfiigen des Tyrosinrests einen nahezu unverdnderten Nitritumsatz zu
Ammonium aufwies. Bei der Bestimmung der Hydroxylamin-Oxidation wurde fiir das Enzym
CcuHao W428Y im Vergleich zur CcuHao eine 5-fach erhohte Nitritkonzentration (32,7 uM) nach
Zugabe von Hydroxylamin ermittelt (Tab. 19). Dieses Ergebnis war iiberraschend, da die ¢éHao-
MBP Variante CcuHao W428Y nach Einfiigen des Aminosdureaustausches eine unverdnderte
spezifische Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitit aufwies. Das Fusionsprotein CcuHao W428Y wies
jedoch noch eine weitere Besonderheit auf, die mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese
detektiert werden konnte. Neben den zu erwartenden Proteinbanden bei 57 kDa (MBP-freie
Proteinspezies) und 100 kDa (MBP-Fusionsprotein) konnten im Fall der CcuHao W428Y weitere
mogliche Multimerisierungszustande bei iiber 245 kDa identifiziert werden (Abb. 24). Um zu
priifen, ob es sich bei diesen zusétzlichen Proteinbanden um Aggregate des Zielproteins handelt
oder aber ein trimerer Multimerisierungszustand des Fusionsproteins CcuHao W428Y vorliegt,
wurde nachfolgend das Maltose-Binde-Protein unter Zugabe der TEV-Protease vom Zielprotein
abgespalten. Anschlief3end wurde das Protein zusatzlich mit Mercaptoethanol versetzt und
hitzebehandelt, um eine vollstindige Reduktion und Denaturierung des Proteins zu
gewahrleisten. Nach Auftrennung der behandelten Proteinproben im SDS-Gel wurde ersichtlich,
dass es sich bei den zusitzlich auftretenden Proteinbanden vermutlich nicht um Aggregate
sondern um monomere, dimere und moglicherweise trimere Multimerisierungszustdnde des
Zielproteins handelt (Abb. 25). Dieses Resultat kann auf das Einfiigen eines Tyrosin-Restes im
Protein CcuHao W428Y zuriickgefiihrt werden. Der durchgefithrte Aminosdureaustausch konnte
somit in diesem Fall entscheidenden Einfluss auf die Faltung oder Multimerisierung des Proteins
genommen haben. Inwieweit diese mogliche Trimerisierung auf die kovalente Verkniipfung von
monomeren ¢éHao-Proteinen und somit moglicherweise auf die Ausbildung eines Tyrosin Cross-
Links zuriickzufiihren ist, konnte nicht geklart werden. Jedoch fiihrten eine erh6hte Zugabe des
Reduktionsmittels Mercaptoethanol, eine 30 miniitige Hitzebehandlung sowie erhohte
Salzkonzentrationen nicht zur Anderung des Ergebnisses. Uberraschenderweise wurde neben dem
Monomer und potenziellen Trimer auch der dimere Multimerisierungsgrad des Proteins im SDS-
Gel nachgewiesen. Die Ausbildung eines Dimers wurde bei der Hao aus N. europaea nicht

beobachtet (Abb. 41 C).

Zusammenfassend konnte somit nach Durchfiihrung der biochemischen Charakterisierungen
gezeigt werden, dass ein Aminosdureaustausch von Tryptophan zu Tyrosin keine Verschiebung
der Enzymaktivitat in die oxidative Richtung zur Folge hatte. Dennoch wurde zumindest im Fall
der CcuHao_W428Y eine erhohte Menge des Reaktionsprodukts Nitrit reproduzierbar wahrend
der Hydroxylamin-Oxidation nachgewiesen. Ein Einfluss des Aminosdureaustausches auf die

Enzymaktivitat war bei den éHao-MBP Varianten nur bedingt nachweisbar. Wahrend die Proteine
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CfHao_W434Y und CcuHao W428Y verringerte Nitrit-Reduktase-Aktivitdten aufwiesen, wurde
mit dem Enzym CmHao W464Y eine 3-fach erhohte Nitrit-Reduktase-Aktivitdt bestimmt.
Weiterhin wurde beobachtet, dass die Proteine CmHao W464Y und CfHao _W434Y nach Einfligen
des Aminosdureaustausches keine detektierbaren Hydroxylamin-Oxidase-Aktivitdaten aufwiesen.
Ursachlich fiir die variablen Unterschiede innerhalb der enzymatischen Eigenschaften ist
vermutlich ein verdnderter Raumbedarf innerhalb der Aminosiureseitenkette. Dieser kann je
nach Faltung der Proteine unterschiedliche Effekte innerhalb der Reaktionskinetiken zur Folge

haben.

Beziiglich der Cytochrom c-Spektren wurden keine Verdnderungen detektiert. Der
charakteristische Porphyrin-Tyrosin Cross-Link (P460) der NeHao besitzt unter reduzierten
Bedingungen ein Absorptionsmaximum bei 460 nm (Abb. 28). Innerhalb der Proteinstruktur der
NeHao fiihrt dieser Tyrosin Cross-Link zur Verbindung mit einer weiteren Untereinheit und
bedingt letztlich die kovalente Trimerisierung des Proteins. Im Vergleich zur N. europaea Hao
oder K. stuttgartiensis Hydrazin-Dehydrogenase (Hdh) wurden jedoch bei keiner der untersuchten
¢Hao-MBP Varianten Absorptionsmaxima bei 460 nm (Hao) oder 473 nm (Hdh) nachgewiesen.
Im Hinblick auf die Multimerisierungszustinde der éHao-MBP Variante CcuHao W428Y konnten

dennoch Effekte der eingefiigten Mutation manifestiert werden.

5.3.2 Enzymatische Eigenschaften der éHao-MBP Fusionsproteine CmHao_V450Y,
CcuHao_V414Y und CHao_V422Y

Im Rahmen der zielgerichteten Modifikation erfolgte in den Aminosduresequenzen der ¢Hao-
Proteine von C. fetus, C. curvus und C. mediatlanticus ein ortsspezifischer Aminosdureaustausch
eines Valinrests gegen ein Tyrosin. Dafiir wurden zunéchst bioinformatische Analysen der C-
Termini von Hao- und ¢Hao-Proteinen genutzt, mit denen die Position des fiir die Himbindung
speziellen Tyrosin-Rests innerhalb der Hao-Struktur ermittelt werden konnte (Abb. 44; Campbell
et al., 2009; Klotz et al., 2008). An dieser Position befand sich in den ¢Hao-Proteinen nach
fritheren Erkenntnissen die Aminosdure Valin, die daraufhin in dieser Arbeit gegen ein Tyrosin
ausgetauscht wurde. Innerhalb dieser Arbeit wurden jedoch die bioinformatischen Analysen
erweitert und erneuert (Kap. 7.1). Mit Hilfe der neuen Datenlage wurde eindeutig belegt, dass
die erstellten ¢Hao-MBP Varianten CmHao V450Y, CcuHao V414Y und CfHao V422Y
Aminosaureverdnderungen an den "falschen" Positionen aufweisen. Dennoch wurden die
Proteinvarianten biochemisch charakterisiert, um mogliche Effekte des Aminosdureaustausches

nachweisen zu konnen.
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Nautilia profundicola
Caminibacter mediatlanticus
Campylobacter fetus
Campylobacter concisus
Campylobacter curvus
Nitrosomonas europaea
Nitrosospira multiformis
Nitrosococcus oceani
Methylococcus capsulatus
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Caminibacter mediatlanticus
Campylobacter fetus
Campylobacter concisus
Campylobacter curvus
Nitrosomonas europaea
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Caminibacter mediatlanticus
Campylobacter fetus
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Nitrosomonas europaea
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Nitrosococcus oceani
Methylococcus capsulatus
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Caminibacter mediatlanticus
Campylobacter fetus
Campylobacter concisus
Campylobacter curvus
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EMKQVEKSCHSSKATDSFEFVSADNHVELYNTYHTEAKKMLDDLKAKGLL--—-—=-—=——-———
EMKLVCKACHTPTHTDNFFAIGDKQVALYNVYSAEATKMLEELKAKNLL-—-—-—=-—-—————
EMKLVCKTCHTITHTDNFFAMGDKQVQLYNVYYDEAKKMLDDLKAKNLL-—=—=====———
SWVLTETOCHSERFARSYLDLMDKGTLEGLAKYQEANATIVHKMYEDGTLTGQKTNRPNPP
SWVKTCTSCHSERFARSYLEFMDKGTLHGIAKYKEAHAVAEKLYKEGLLTGQKTNRPTPL
AWIETCETNCHSATFAESYLEFVDNGIISGLKKQLEAKQIVEALYEDGLLPGQKTNRPAPP
NWNTTCAHCHSPSFARSYLEAADKGTLAGLKVEQEAKQVVEGLFRDGLLPGQKTNRPAPP

MX7W-Motiv
M420 w428
a2l 22 a23 o224
————————— HHHHH---------HHHHHHHHH-HHHHHHHHHH---------—-—--HHHHH
—-KSDVWSDPFFKLYYY--—-———— LWHHEGRRFRHGAAMGSPDYAHWH-GVEFQVMQODIREM
—-KADLWSDPFFKLYYY--—-———— LWHHEGRRMRQAAVMGSPDYAHWH-GVFQVMQODIREM
—-KKDEWSDEFQITYYY-—————— LWHHQGRRMRMGAVMGAPDYAHWH-GVFEVOQODIKKL
—-LEDAWSDEFQDVYYH-—————— MWHHEGRRMRQGALMGGPDYSHWH-GVFEVKNDIRKL
-LEDAWEDEFQDVFYH-—————— LWHHEGRRMRQGALMGGPDY SHWH-GVFEVKNDIRKL

EPEKPGFGIFTQLFWSKGNNPASLELKVLEMAENNLAKMHVGLAHRVNPGGWTYTEGWGPM
PPDKEMFAGFTQLYWSKDNNPAAIELKVLEMGENNLPKLHVGLAHVNPGGWT¥TEGWGPM
KPEHDAPGEFFQLFIAKGNNPTAVELQYAKMWEQDLLKHYKALAHVNPGFWTYTEGWGPL
APEKDAPGGFFQLEFWAKGNNPSHVERVHADMWEHDLIKLYKGLVHGNPGGFTYTEGWSEL

H459 Y467

\_Y_I

HX7Y-Motiv

TMS
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHA-———————————————————— HHHHHHHHHHHHHHH
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LALIGWRKRKQTRA-
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Abbildung 44: Sequenzvergleich der C-Termini von Hao- und ¢Hao-Proteinen (modifiziert nach lgarashi et a/, 1997;
Klotz et a/,, 2008 und Bergmann et a/,, 2005). Das Alignment wurde mit dem Programm Clustal Omega (Version 1.2.3)
erstellt und manuell bearbeitet, wobei die einzelnen Aminosduren im Einbuchstabencode dargestellt wurden.
Epsilonproteobakterielle Hydroxylamin-Oxidoreduktasen (¢Hao) anaerober Nitrat-/Nitrit-Ammonifizierer sind schwarz
gefarbt und Hydroxylamin-Oxidoreduktasen (Hao) aerober, nitrifizierender Bakterien wurden blau gekennzeichnet. Das
Hambindemotiv 8 (CXXCH) sowie mdgliche axiale und distale Hdm cEisenliganden wurden innerhalb des Alignments
hervorgehoben. Das Hdimbindemotiv 8 (HBM8) wurde grau hinterlegt. M420 (Hdm 7), distaler Hdm cEisenligand der
HaoA von Campylobacter curvus (rosa hinterlegt); W428, konservierte Aminosaure Tryptophan der HaoA von
Campylobacter curvus , an deren Position sich in der Hao der nitrifizierenden Bakterien die fiir die Trimerisierung
essentielle Aminosaure Tyrosin befindet; V434, Aminosdure Valin der HaoA von Campylobacter curvus, an deren
Position urspringlich der fir die Trimerisierung der Nitrifizierer Hao essentielle Tyrosin-Rest vermutet wurde; H459,
axialer Him cEisenligand der Nitrifizier; Y467, Position des Tyrosin-Rests der aeroben Nitrifizierer; 020-024, o-Helices
innerhalb der Hao- und gHao-Struktur; TMS, Transmembran-Segment. Organismen, deren HaoA-Proteine in dieser
Arbeit untersucht wurden, sind gelb hervorgehoben.
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Innerhalb der Enzymaktivitidtsmessungen wurden dhnliche spezifische Aktivitdten fiir die drei
Proteine bestimmt. Im direkten Vergleich zu den Wildtyp-Enzymen wurden jedoch deutlich
geringere Nitrit- und Hydroxylamin-Reduktase-Aktivititen sowie Hydroxylamin-Oxidase-
Aktivititen detektiert (Tab. 20). Auffillig war, dass bei dem Enzym CfHao V422Y sogar eine
komplette Inaktivierung der Nitrit-Reduktase-Aktivitédt auftrat. Die ermittelten Ky-Werte fiir die
Nitritreduktion und die Hydroxylamin-Oxidation (0,8-2,35 mM) waren mit denen der Wildtyp-
Enzyme vergleichbar (Tab. 21). Hinsichtlich der Hydroxylamin-Reduktion wurden fiir die beiden
Enzyme CmHao V450Y und CfHao V422Y im Vergleich zu den Wildtyp-Enzymen CmHao und
CfHao signifikant erh6hte Ky-Werte im Bereich von 6,7-12,0 mM bestimmt. Lediglich im Fall der
CcuHao V414Y wurde ein geringerer Ky-Wert von 2,16 mM detektiert, der im Vergleich zur
CcuHao um 67 % erniedrigt war. Interessanterweise wurde nach Durchfiihrung der Substrat- und
Endproduktbestimmungen lediglich bei der CcuHao V414Y ein Nitritumsatz zu Ammonium
nachgewiesen. Allerdings wurden auch bei diesem Protein nur 20 % des Nitrits zu Ammonium
reduziert, im Vergleich zu 35,5 % beim unverdnderten Protein (Tab. 13 u. 23). Weiterhin
konnten mit den Enzymen CmHao V450Y und CfHao V422Y aufgrund geringer Hydroxylamin-
Oxidase-Aktivitdten nur minimale Nitritkonzentrationen von 5,08-5,3 uM detektiert werden.

Diese Ergebnisse waren mit den Wildtyp-Enzymen CmHao und CfHao vergleichbar (Tab. 24).

Zusammenfassend konnte somit nach Durchfiithrung der biochemischen Charakterisierungen
gezeigt werden, dass ein Aminosdureaustausch von Valin zu Tyrosin erwartungsgemal$ keine
Verschiebung der Enzymaktivitit in die oxidative Richtung bewirkt. Ein Einfluss des
Aminosiureaustausches auf die Enzymaktivitit konnte dennoch anhand der verringerten
Reduktase-Aktivititen nachgewiesen werden. Ursdchlich hierfiir ist moglicherweise ein
verdnderter Raumbedarf innerhalb der Aminosédureseitenkette. Der Austausch der aliphatischen
Aminosiure Valin gegen die aromatische und im Vergleich wesentlich grof3ere Aminosdure
Tyrosin konnte mogliche Konformationsdnderungen des Proteins bedingen oder aber zu einer
Verdnderung/Blockierung der Substratbindestelle fithren. Im Hinblick auf die
Multimerisierungszustdnde der ¢éHao-MBP Varianten konnten keine eindeutigen Effekte der

eingefiigten Mutation beobachtet werden (Kap. 4.7.6).
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5.4 Rolle der éHao innerhalb der Evolution von Multiham Cytochromen ¢(MCC)

Aufgrund der Ergebnislage ist denkbar, dass es sich bei éHao-Proteinen um evolutionir alte oder
moglicherweise sogar um die urspriinglichsten Vertreter der MCC Familie handelt. Somit kénnten
diese Proteine eine bedeutende Rolle als “missing link®“ innerhalb der Evolution von NrfA- und
Hao/Hdh-Enzymen einnehmen (Klotz et al., 2008; Simon et al.,, 2011; Kern et al., 2011).
Vorstellbar wire, dass sowohl NrfA- als auch Hao/Hdh-Proteine von der ¢Hao (oder deren

Vorldufer) abstammen (Abb. 45).

Die NrfA-Familie umfasst insgesamt drei verschiedene Arten von Multihdm Cytochromen c. Dazu
gehoren Pentahdm Cytochrom c Nitritreduktasen, die fiinf CX,CH Ham c-Bindemotive aufweisen
und vorrangig in Epsilonproteobakterien vorkommen. Ein weiterer Vertreter ist die Pentahdm
Cytochrom c Nitritreduktase, welche ein CX,CK Hdm c-Bindemotiv im aktiven Zentrum der Nitrit-
Reduktion (Ham 1) beinhaltet. Der Lysinrest dieses CX,CK Motivs fungiert innerhalb dieser
Proteine als proximaler Ham 1 Eisenligand. Hdm 1 von NrfA entspricht der Himgruppe 4 von
e¢Hao- und Hao/Hdh-Proteinen (Klotz et al., 2008; Kern et al., 2011). Ebenfalls zur NrfA-Familie
zugehorig ist die Oktahdm Cytochrom c Nitritreduktase (Onr), welche ebenfalls ein CX,CK Motiv
und eine zusatzliche N-terminale Trihdm Cytochrome ¢ Doméne aufweist. Es ist denkbar, dass
NrfA/Onr-Proteine im Vergleich zur ¢Hao einige Vorteile im Hinblick auf eine effiziente
Nitritreduktion aufweisen. Dies konnte erkldren, warum NrfA/Onr-Proteine im Vergleich zur
eHao deutlich haufiger in phylogenetisch jiingeren Klassen, wie z.B. den Gammaproteobakterien,
verbreitet sind. Eine Gemeinsamkeit ist jedoch, dass sowohl NrfA- als auch éHao-Proteine in den
betreffenden Organismen meist exklusiv vorkommen. Eine Ausnahme bildet hierbei jedoch das
Epsilonproteobakterium Campylobacter fetus, welches sowohl eine Kopie des haoA- als auch des
nrfA-Gens im Genom aufweist (Tab. 27). Welches dieser beiden Proteine allerdings im

Metabolismus von C. fetus aktiv ist, blieb bisher unerforscht (Payne et al., 1982).

Die Hao/Hdh-Familie beinhaltet lediglich Oktahdm Cytochrome c, die zum Teil einen kritischen
Tyrosin Cross-Link aufweisen. Es wird angenommen, dass dieser Tyrosin Cross-Link die
oxidativen Reaktionen dieser Proteine mit den Substraten Hydroxylamin und Hydrazin bedingt
(Klotz et al., 2008; Maalcke et al., 2016). Sollte diese Hypothese zutreffend sein, dann sollten
¢Hao-Proteine unter physiologischen Bedingungen als Reduktasen fungieren. Ursichlich wére
hierfiir das Fehlen des Tyrosin Cross-Links in der ¢Hao und folglich die Abwesenheit des
charakteristischen Absorptionsmaximums bei 460 nm (P460). Eine physiologische Funktion der
¢Hao als Reduktase wiirde mit den innerhalb dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen

iibereinstimmen.
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5.5 Modell zur Funktionalitat der éHao

Abbildung 45 zeigt Modelle von respiratorischen Elektronentransportwegen zu Vertretern der
MCC-Familie (¢Hao, NrfA, Hao). Jedes in Abbildung 45 dargestellte Modell beinhaltet
interessanterweise einen Vertreter der NapC/NrfH-Familie (HaoB, NrfH, Cytochrom css52),
welcher innerhalb des Elektronentransports als Chinol-Dehydrogenase oder aber Chinon-
Reduktase fungiert. Die Identifikation von HaoB nimmt hierbei einen besonderen Stellenwert ein,
da bisher innerhalb der bakteriellen Respiration nur wenige Chinon/Chinol-reaktive Systeme
beschrieben sind (Simon and Kern, 2008; Simon and Klotz, 2013). Auch {iber die Interaktion der
NapC/NrfH-Vertreter mit den dazugehorigen Redoxpartnern ist lediglich beim NrfHA-Komplex
von Desulfovibrio vulgaris und CymA Protein von Shewanella oneidensis etwas bekannt (Rodrigues
et al., 2006; Marritt et al., 2012). Das Gammaproteobakterium S. oneidensis besitzt einen
atypischen Weg der Nitrat- und Nitritreduktion, bei dem die periplasmatische Nitratreduktase
NapA und die Pentahdm Cytochrom c Nitritreduktase NrfA {iber eine andersartige Anbindung an
den Chinon-Pool vefiigen. Ursdchlich hierfiir ist das Fehlen der membran-assoziierten Proteine
NapC, NrfH und NrfBCD. Deren Funktion wird in S. oneidensis von dem integralen
Membranprotein CymA iibernommen, welches die Elektroneniibetragung vom Chinon-Pool auf

die Reduktasen NapA und NrfA gewahrleistet (Gao et al., 2009).

Im Hinblick auf die Nitratrespiration katalysiert in Epsilonproteobakterien die periplasmatische
Nitratreduktase (NapA) die Reduktion des Nitrats. Der membran-assoziierte Nitratreduktase-
Komplex (NarGHI) wurde bisher nicht in Epsilonproteobakterien nachgewiesen (Simon et al.,
2003; Kern & Simon, 2009; Meyer & Huber, 2014; Vetriani et al., 2014). Ein Charakteristikum
innerhalb des epsilonproteobakteriellen nap-Clusters ist das Fehlen des Gens napC. Daher wird
der Elektronentransport vom Chinon-Pool zur Nitratreduktase NapA durch Beteiligung des
NapGH-Komplexes gewéahrleistet (Simon et al., 2003; Simon and Klotz, 2013). In W. succinogenes
wird die respiratorische Nitrat-Ammonifikation ebenfalls durch das Nap- und Nrf-System im
Periplasma katalysiert. Ein dhnliches Modell wére auch hinsichtlich der Funktionalitdt der éHao
denkbar. Hierbei wiirde die Nitratammonifikation durch das Zusammenspiel des Nap-Systems mit
der HaoA bzw. dem HaoBA-Komplex katalysiert werden. Somit wiirde der HaoBA-Komplex
funktionell 4quivalent zum NrfHA-Komplex innerhalb dieser Reaktion agieren. Interessanterweise
wurden in den Genomen der Tiefseebakterien C. mediatlanticus TB-2 und Lebetimonas sp. JH292
einzelne haoA-Gene unmittelbar stromabwérts des nap-Operons (napAGHBFLD) identifiziert
(Abb. 35 A und B). In Arcobacter anaerophilus sind die Gene haoBA ebenfalls unmittelbar
stromabwarts des nap-Clusters lokalisiert (Abb. 35 D). Bedeutend ist hierbei, dass die beiden
Tiefseebakterien C. mediatlanticus und N. profundicola als Nitrat-ammonifizierende Organismen

beschrieben wurden, obwohl in deren Genomen keine fiir die Nitritreduktase NrfA kodierenden
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Gene vorhanden sind. Somit ist der ammonifizierende Metabolismus dieser Bakterien durch das
Vorhandensein von haoA- (und haoB-) Genen erklarbar. Aufgrund dessen besitzt die ¢éHao in
diesen Organismen vermutlich eine physiologische Rolle innerhalb der Nitrit-Respiration
und/oder Nitrit-Assimilation. Weiterhin ist eine Funktion der Proteine im Rahmen der
Hydroxylamin- und/oder NO-Detoxifizierung denkbar, was den vielseitigen metabolischen

Charakter von Vertretern der MCC-Familie unterstreicht.

Membrane
Periplasm Cytoplasm

£Hao 3Q
(HaoA) l 3 QH,

NO, + 8 H* j /|
8 4 )HaoB

NH4+ +2 Hzo /

6 H*
% % Membrane

Periplasm Cytoplasm

NH,OH + H,0 SN
3 MK 2 2 ...: ............................... :G P
3 MKH NO, + 5 H* T \
NrfA/Onr [ 2 2 ~[Z].. ( 2ual,
518 | 4 ) NrfH 4H

NH,* + 2 H,0 //

6 H*

NO, + 8 H*

Abbildung 45: Modelle der respiratorischen Elektronentransportwege zu Vertretern der MCC-Familie (¢Hao, NrfA, Hao).
Das obere Modell beschreibt hierbei die potenzielle physiologische Rolle der éHao (HaoBA-Komplex), welche
moglicherweise als “missing link” innerhalb der Evolution von reduktiven NrfA- und oxidativen Hao-Proteinen fungiert.
Die Proteine HaoB, NrfH und Cyt. ¢,,55,sind der Familie der NapC/NrfH-Proteine zugehorig und katalysieren innerhalb
der Respiration als Chinol-Dehydrogenasen oder Chinon-Reduktasen die Ubertragung von Elektronen. Q/QH,,
Chinon/Chinol; MK/MKH,, Menachinon/Menachinol; UQ/UQH,, Ubichinon/Ubichinol (ergédnzt nach Simon & Klotz,
2013).
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7. Anhang

7.1 Alignment der HaoA-Proteinsequenzen

Sequenzvergleich von ausgewahlten HaoA-Proteinen. Das Alignment wurde mit dem Programm Clustal Omega (Version
1.2.3) erstellt und manuell bearbeitet, wobei die einzelnen Aminosauren im Einbuchstabencode dargestellt wurden. Die
Hambindemotive 1-8 (CXXCH) sowie mdgliche axiale Hdm cEisenliganden wurden innerhalb des Alignments
hervorgehoben. Die Himbindemotive (HBM1-8) wurden grau hinterlegt. Die distalen Hdm cEisenliganden der HaoA
von Campylobacter curvus wurden mit dem Buchstaben “D" gekennzeichnet (rosa hinterlegt). Die dazugehdérigen
Nummerierungen bezeichnen die entsprechenden ligandierten Ham-Gruppen. Aminosauren, welche mit dem
Buchstaben “A"” markiert wurden, befinden sich in unmittelbarer Ndhe des aktiven Zentrums (blau hinterlegt). Der
Buchstabe “Y" (rot dargestellt) kennzeichnet innerhalb der éHao Sequenzen den Bereich, an dessen Position sich in der
Hao der nitrifizierenden Bakterien die fur die Trimerisierung essentielle Aminosdure Tyrosin befindet. C-terminale
Verlangerungen wurden violett hinterlegt und Einschiilbe innerhalb der Aminosduresequenzen tiirkis markiert.
Organismen, deren HaoA-Proteine in dieser Arbeit untersucht wurden, sind gelb hervorgehoben.

Psychromonas aquimarina ~ ——=—==——————————————-MFSSFFLVLSGN---——-——————————————————————— v
Aliagarivorans marinus ~  MDTFRRYNPLHTCMMGVASVLLLLFTLLPAT------—-————————————————————— A
Photobacterium ganghwense ~  -MKIKLLTPAR-WSQHLFVLLTAILLFLPAT-----—————-————————————————— S
Thermosulfidibacter takaii ABI70S6 ----PLTIYAQYY
Thermodesulfatator atlanticus = —-—-------MRVRSF----LS-LSFLL-ALIIGVLG--—-—-—-——-—-—--—-— SQVQAKQEY
Thermodesulfatator indicus = —---—=---MRVGRV----FS-ICFLSMFFVLGLSL--—--——-——-——-—-—-—-—-—— VQAQAQKQY
Thermodesulfatator sp. S606 ----A--QAQKQY
Pelobacter _seleniigenes —----LAKEAADQY
Desulfovibrio piezophilus ----AQAAAELEG
Desulfovibrio frigidus ~ —-—-—-—--—--MLKQMI-KLVIV-ATLIA----LSTAV--------—-—-—-—-—-—-—— AFAAAEAPF

Desulfovibrio hydrothermalis
Geopsychrobacter electrodiphilus DSM16401
Lebetimonas

Nautilia profundicola

Caminibacter mediatlanticus
Alteromonadaceae bacterium Bsl2

Thioflaviococcus mobilis 8321 -SEPEPKQGRERL
Oceanospirillum beijerinchii_DSM7166 -MANH-YQYIILVS--LIL----CIILLGS-—-T--—=-———=—————-— S-TVLANDHSSS
Neptuniibacter caesariensis -MLSE-EPVMKRIL--LLI----GLILLPLSGFA DNHSKDAAKPQG
Marinobacterium litorale  ——-———--- MFAAV-———— L-—--LLLSLPLQAQ-—————————————————————— NENV
Marinobacterium stanieri -MNLR-LPLLLSCL--LTL----LIPSLGVSAT---———--—-——————————————— SEGI
Desulfurella acetivorans  Som oo MVSQNNSNLRYAN
Desulfobulbus_japonicus “MRLR- === ===~ — = - TSGALTLS
Helicobacter cetorum — —-—————- MFKRLS--LVF---—--— LTLV-——=——————————— SLHADTSSKGGSNVNA
Helicobacter felis -MLAFKTKCCAFLV--LVF-----— GVA--—————————— - LGV--LNAHSQGGTSID
Helicobacter suis -MRAS-S-KMHLLA--LMF—----— MCLVGVASARSHTSNAHTSSAHTNSANTGGGTSID

Helicobacter bizzozeronii
Helicobacter ailurogastricus
Helicobacter heilmannii
Arcobacter _nitrofigilis DSM7299
Arcobacter anaerophilus
Campylobacter hyointestinalis
Campylobacter fetus
Campylobacter iguaniorum
Campylobacter gracilis
Campylobacter _mucosalis
Campylobacter concisus
Campylobacter curvus

LGSLSAHPHKGGGTSVD

DTNKTSSP
———————— MFKKSL--MLL------ACLMSFGFAAN----------------MDANKSDA
———————— MFKKVA--ILL------ACLVSFGFATG----------------TDGNKTEA
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NAAPKPHILKPFASLSKESQE

KNFEILKNFKAQ---GVTNE
PNYVKLKNFKPN--PAVTNE
PNYKKLKNFKPQ-—--GVTND
PNYVKLKNFKPK---GVSTD

INLNVIKNIKVAHKMSDLSKS|

D1
DAITHE------ GQLISVIVSPTD
DAITHE------ GHSIAVIVSPKD
DAIKHE------ GFNIAVIVSPKD

MASQCP-GVKGTNIYTSPMVSPKT
MASQCE-GVKGTNIFTSPMVSPKT
MASQCA-GIKGTNIYTSPLVSPKT
MASQCV-GVKGTNIYTSPMVSPKT
MASQCE-GTKGTNTYISPMVSSGV
MASQCE-GLRGTNIYTSPMVSSKT
MASQCE-GLKGTNTFISPMVSSKT
MASQCE-GLKGTGLFISPMVSSKT
TAYKSH-PLKGDDWEIQLAVSSVT
TAFKAH-PMQGKNWTVQIAVSSVT!
TAFKAH-PMQGSNWTVQIAVSSVT,
TAFKSH-PMQGANWTVQIAVSSVT
MATQHE-SLVGTDIYITALVSPNV
NATQHE-SLVGTDVYISVLVSPAT
GAQLHN-KGELKNAYITPLVSPAT!
DAQLHN-KGELSGVYITPLVSPDV
DAQLHN-EEGLQGVYITPLVSPNT!
DAQLHN-QEGLONVYISPLVSPDT!
MANQNCPGVKGTNIYVSKMVSPKT
LASQACPGVKGTATYITVAVTPNV
MLTMD--GHKGSKTPISVLVSPNT
MLTMD--GHEGSKVPISVLVSTNT
MLTMD--GHEGSKVPISVLVSTNT
MLTMD--GHHGSKVPISVLVSTNT
MLTMD--GHEGSKVPISVLVSTNT

MASVKV-HPKDSNNHVSMLVSPKT;
*

D3 HBM2
EKNPSIYAQWGRSKHYGANVGEFEEHSADKGDK
DSNPSIYAQWGRSKHYGANVGCYECHQATPDDP
EKNPSIYAQWGRSKHYGANVGCYECHQASPDDP
KKTPGIVLQWKQSRMAHAGVSCYDCHVVPKSSP
KKTPGIVQDWKMSRMAHAGVSCYDCHVVPKGSP
KKTPGIVADWKMSRMAHAGVSCYDCHVVPKNSP
KKTPGIVADWKMSRMAHAGVSCYDCHVVPKNSP
KKTPGVVESWKLGKMGHASVSE@YDCHVVDKSSP
QKTPGIVENWKNGKMGHATVSCYDCHVVEKDSP
KKTPGIVEDWKTGKMAHATVSCYDCHVVEKASP
KKTPGIVENWKMGKMAHATVSCYDCHIVEKNSP
EQDQGIVADWEHSKHATVGVGCVACHVVPKNYP
AQDPGIVADWQHSKHAKAGVGEVQCHVVPKDYP
AQDPGIVADWQHSKHAKVGVGEVECHVVPKNYP
TTDPGIVADWQHSKHAKAGVGCVECHVVPKDYP
VESPGQVADWKMSRHAHAGVSEIDCHAVTKESP
TREPGI INDWKNSRHGHVGVTEIDCHQVDKDAP
QKQPGIVADWKDSRHSHVGVGENDCHOAQPGQP
TKQPGIVADWKDSRHSHVGVGENDCHQS SKGQP
EEQPGIVADWKDSRHSHVGVGENDCHAVSKSQP
EEHPGVVADWKNSRHSHVGVGENDCHAASKGEP
QKTPATIVQDWSKSSMAHAGVSCIDEHGVSKDNP
EKQPGIVTDWKNSRHSEEGVSCIDCHSVDADSP
KENPGVVNDWRKSRHAHAGVSCIDCHGTTKDSP
KKHPGIVADWKMSRHAHAGVTCIDCHAVTRDSP
KKNPGIVADWKMSRHAHAGVSCIDECHGITKDSP
KETPGIVADWKMSRHAHAGVSCIDECHSVTKDSP
KKNPGIVADWKMSQHAHAGVSCIDCHAVTKDSP
KKNPGIVADWKMSQHAHAGVSCIDCHGVTKDSP
KLTPGHVNDWKESRHGHVGVSEIDEHSVKKDSP
KETPGMVNDWKESRHGHVGISCIDEHQVKKDSP
DKTPGIVNDWKSSRHAHAGVSCLDCHAVPADSP
DKTPGIVNDWKSSRHAHAAVSCVDCHAVPADSP
EKTPGIVNDWKSSRHAHAGVSCMDCHAVPADSP
EKTPGVVADWKMSRHAHVGVSCTDCHSQPADSP
EKTPGIVADWKNSRHAHVGVSCEMDCHSVEADNP
EKTPGIVADWKNSRHAHVGVSCEMDCHSVNADNP
EKTPGIVADWKNSRHAHVGVSEMDECHSVAADSP

'* . : * * K
D6
SAEVDEFTKSHHAKAGQIMGSLD--——--—~
TQEVEEFAASHHAKAGQIIGSLD--——--—~
SQEVAEFSASHHAKAGQILGSLD--——--—~
PTEVDEFTKSAHARLASRPVVEVK-——-— KL
PSEVEQFTKSAHAAMASRPVLT——-———— KF
PSEVEQFEKSAHAKMASVPVVESK-——-— KM
PSEVEQFEKSAHSKMASVPVVESK-——-— KM
PTEVDQFLKSGHAMLASKAVVDNK--—~— GM
PREVEQFLKSNHAMNSGRPLLEVP--—-— KF
PQEVDQFLKSGHAKLAGAPVIENK-——-— KF
PQEVDQFLKSGHARLSGVPVIESK-——-— KF

AAEVTQFMNSGHARAGSQWLAGNKSPHGYAM
KEVTEYLNSGHARGAAQWLASNMGKHGFLM
KEVTEYMNSGHARGAAQWLATPKNKHGYLM
KEVTEFLNSGHARGAAQWLATPKNPHGIAM

VDAKKQFDNSGHFRAYHQIVPKD—————— NL
PREQEQFDRSGHFRAYRQQI PKD—————— DL
EEQEQFNRSGHFRSYRQIIPKD-———-—— SL
VEQEQFNQSGHFRSYRQIIPKD———-—— SL
EEQAQFNESGHFRSYHQIIPKD-———-— SL
QEQAEFNHSGHFRAYRQIIPKD-———-—— SL
PNEVKEFEESGHARAATHIVALK-————— PD
SEQVEQFNASGHYRASLQYHAEDG-RNYKSM
EKEVKEFHNSGHSRGALQPLAKG-————— NM
EKETKEFRHSGHARGAVQVWAKA-————— SM
EKEVTEFRHSGHSRGAVQTWAKT-——-—— SM
EKEVDEFRHSGHVRGAVQIFAKE-———-—— SM
EKEVTEFRHSGHVRGAVQIWAKA-————— NM
EKEVTEFRHSGHVRGAVQIWAKA-————— NM
PNEVKEFQQSGHARAALQIQAKE--——~— GM
PNEVKEFEESGHARAGLQVHAKA-————— GM
SKEVEEFQQSGHARGGVQMFAKK--——~— GM
AKEVEQFQQSGHARGGVQMFAKK———-—~ GM
AKEVKEFEQSGHARGGVQMEAKK———-—~ GM
SNEVKDFENSGHARGAMQMQANK-~-——~~ GI
ENEVKEFEESGHARGAMQMYAKP-————— GM
ENEVDELVKSGHARAAMOMYANP-——~~— AM
ENEVDEFTKSGHARGAMOMYANP-————— AT
*  x
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NMLAEVVEGALTF-————————————————————— HGESPAAVNG GS
NFLAEVVEGALTM-—————————————————— NGESPAAVNG GS
NFLAEVVEGALTF-—————————————————— HGKSSAAVNG GS
IKLQEYLEGGEFA-——————————————————————— GVPKGDPRTVAPRRVA GA
VKLWRDLEGGVFA-——————————————————————— GMDPKSKLTTAPRQSG GA
AKLMYHYEGGIFM-——————————————————————— GVPEGDPRTTASKRTG GG
HKLMHYYEGGIFM-—-—-—-—-—-————————————— GIPEGDPRTTASKRTG GG
DKLIHHFEGGEFT~============——————————— GIDRNDPQNRASKEAG GG
TGLMYHHEGAEFL-======== === === === —— = GVEKGSAPNRASRAAG GT
LKLMYYYEGAEFI————-——————————————————— GVKSGSPESMASRASG GT
IKLMYYYEGAEFI ———————————————————————— GVKAGSGTSMASRASG GT
TKLSYNYEGMGGDNPSLNGHT--DMGKGI-—-DPEFNLNQDNPKLAAETVANT! GA
SKLAYNYENMKGKHPSLNGYSAKKMAAGIRKDNSVFASNONNPRQADLGVANT GT
TKLSYHYESLKGANQSYMV-NGKKMEKGIRTDGPVFQANEKS PRVADLNVANT GT
TRLAYGYETLRGNHPKYLA-DGKTLTKGIRKDDKFFRANEKNPRLSDLSVANT GT
HALTNTHEGRNHP === —=—= === === ELQGAPSETG GT
HALVHRHEGQAHP === == == === — e ELNNAPNETG GT
HALVRVHEGRNNK= == === === ELGNAPDETG GT
HALVKVHEGRNNK=— === === === EFGNAPDETG GT
HALVKFHEGRNNE-—-—-—-——————————————————————— ELGGAPGETG GT
HALVKFHEGRDNP-—-—-————————————————————————_ ELGNAPGETG GT
Q-ALLAHEDMGMP——————————————— QYKDAVLLTG GS
KALMETHEGQGIE-———————————————————— KFKNAADMTG GS
RELMRMIEGRNHP-——————————————— DLOQAPEATG GT
RDLMEMVEGRGHP——————————————————— DLKHAPEATG GS
RTLMIEVEGRGHP-————————————————— DLGRAPSITG GT
RDLMRLVEGRGHP—————————————————— DLGRAPEATG GS
RDLMLMVEGRNHP————————————— DLKHAPAATG GS
RDLMVMVEGRNHP——————————————— DLKHAPAATG GS
ISLMEYFEGRNHP-——————————————————mmmmmm——— DLKHSPEATG GS
QSLIHHFEGADNP-—————————————— HTKGSPEATG GR
IDLMYHYEGRDHP-——————————————————mmmm———— DLKDSPAATG GM
VELMYHYEANGKP———===========— YENDAPFYAGNE---NLKDAPASTG GM
VELMYHYEGNGKP———===========— YENDAPFHAGDE---NLKDAPSATG GL
VDLMYHYEGRDI P === === === === —————m—m— e DLKHAPDITG GS
VKLMYHYEGADHP === === === === === —————————— e~ EYKMSPDTTG GT
VKLMYHYEGMDHP === == === === == === ——m— o —m— e~ EYKMAPDATG GT
VKLMYHYEGADHP === === === == === —————m——— e~ DFKMAPDATG GT
* * kK
HBM5 D2 HBM6
EVKVLPNGDLDP-TTWPNTGIGRINPDGSLGA! ORHEFSVEQARRPEAGGKEHLGP
EVKVMENGDLDP-ATWPNTGIGRINPDGSVGA! ORHEFSMVQARRPEACGKCHLGP
EVKVLENGDLDP-TTWPNTGIGRINPDGSVGA| ORHEFSMVQARRPEACGKCHLGP
KVKLGPDNKPLS-DGWPG-GIGTRYPDGSIGN YRHRFSIEQARKPDTCGRCHIGP
EVKLGPDNKPTK-DSWPG-GIGHRYPDGGIGN NRHKFSVAEARKPEACGKCHLGP
KIELGPDNKPLP-GTWPS-GIGQRYPDGSAGN TRHKFSIAEARKPTACDKCHIGP
KIELGPDNKPIR-GTWPS-GIGQRYPDGSAGN TRHKFSVAEARKPTACDKCHIGP
KVELGVDHKPIN-GTWPA-GVGTRYPDGSVGN TRHQFSVAEARKPDACASCHLGP
QVELGPDHKPIN-DTWPG-GVGTRYPDGSVGN TRHQFAVSEARKPEACASCHLGP
QVELGPDNKPIN-NTWPG-GVGTRYPDGSIGT TRHKFSIEEARKPEACASCHLGP
QVELGPDNKPIN-NTWPG-GVGTRYPDGSIGT TREMFSIKEARKPEACASCHLGP
VITLNQQGVPNS-EVWPNDGMGSNYPDGGISN SRHKFSAAEARQPAACASCHLGP
TVKLDSQGRPDA-ATWPSDGIATLYPDGGVGN SRHKFSAAEARQPAACSNCHLGP
TIKLDKNGRPDA-TTWPNDGIAALYPDGGVSN SRHKFSAAEARQPGACTNCHLGP
TIKLDKNGKPDA-ATWPNDGIASLYPDGGVGN SRHKFSAAESRHPMACSNCHLGP
KLLLDENNRPTV-ETWPNNGMGNVYPDGSTGS SRHKFDIAEARKPSACASCHLGP
EIALDADGRPTA-ETWPNSGIGNIYPDGSTGN TRHRFSIAEARQPYACASCHLGP
KIKLDEKGKPDP-TTWPNMGMGNIYPDGSTGN TRHKFSIAEARKPAACASCHLGP
KIKLLADGTPDP-STWPNAGMGNIYPDGSTGS TRHKFSIAEARKPAACASCHLGP
ELALNEDGTPDP-TTWPNSGMGNIYPDGSTGN TRHKFSLEEARQPAACASCHLGP
EIKLLEGGKPDP-STWPNSGMGNIYPDGSTGN TRHRFSIAEARKPQACASCHLGP
IIKMGPNHEPTQ-GTWPSHGIGNVYPDGGVGN FNHQFSIAQARKPSSCATCHLGP
VVTLGADNRPNK-EGWPAAGIGTIYPDGSVGN TRHRFNLAEARKPAACASCHLGP
VIKLDKNRRPTP-ETWPTYGIGTAFPDGSVGNCASCHSAHKFSVAESRKPAACASCHMGP
IIKLDKNRRPTP-ETWPTYGIGTAFPDGSVGNCASCHSAHKFSLAEARKPAACASCHLGP
IIKLNKNRRPTP-ETWPTYGIGTAFPDGSLGNCASCHSAHKFSLVEARKPAACASCHLGP
IIKLDKHRRPTP-ETWPTYGIGTAFPDGSLGNCASCHSAHKFSLEEARKPAACASCHLGP
IIQLNKNHRPTP-ETWPTYGIGTAFPDGSVGNCASCHSAHKFDISEARKPAACASCHLGP
IIQLNKNHRPTP-ETWPTYGIGTAFPDGSVGNCASCHSAHKFSLEEARKPAACASCHLGP
IIKLGKDKRPTA-ETWPNYGIGNVYPDGGVGNCKSCHSGHKFSIEEARKPAACASCHLGP
VVELDSNKRPTP-QTWPQAGMGT I Y PDGSVGNCATCHTRHKFSIEEARKPAACASCHLGP
EIKLDKEGYPVPGKGWPNYGIGNAYPDGSVGSCKSCHSSHTFDMTEARKPTACASCHLGP
EIKLDKEGYPLPGKGWPNYGIGNAYPDGSVGSCKSCHSSHKFDMTEARKPSACASCHLGP
EIKLDKEGYPIPGKGWPNYGIGNAYPDGSVGSCKSCHSSHTFDMVEARKPSACASCHLGP
VVKMDEHNKPTK-ETWPIYGIGTVYPDGGVGGCKSCHSGHKFSIAEARKPAACASCHLGP
IIKLDADKKPTP-ETWPTYGIGTVYPDGGIGGCKSCHSSHTFSIAEARKPAACASCHLGP
VIKLDADHKPTK-ETWPNYGIGNVYPDGGVGNCKSCHSAHTFSIAEARKPAACASCHLGP
VIKLDADHKPTK-ETWPNYGIGNVYPDGGIGGEKSCHSSHTFNIAEARKPAACASCHLGP
. . * %
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DHPQKEVYEESKHGINEFYANVD-RMNLD--SAKWIPGEDYDAAPT!
DHPQKEIYEESKHGINFFANVD-RMNLD--SGKWIVGEDYDAAPT!
DHPQKEVYEESKHGINFFAHVD-KMNMD--SAKWVVGEDYDAAPT!
DHPDIEIYLESAHGQLYLAHGE-KWRWDSAPDTWEPG-DYE-APT
DHPNIEIYYESAHGQRYLTEGE-EWKWDAAPDAWEPG-DYS-APT
DHPNVETYLGSQHGKRYHAEGN-KWKWDSAPDAWEPG-DYS-APT
DHPNVETYLGSQHGKRYHAEGH-KWKWDSAPDAWEPG-DYS-APT
DHPNIEIYMESKHGQIYQAQGE-DWEWDSAPDAWEPG-DYT-APT
DHPQIEIYEESKHGQIYKAHSE-KWNFEAAPDTWEPG-DYD-APT
DHPDIEIYLESKHGQRYLTHGE-EWRWDSAPDAWQPG-DYD-APT
DHPQAEIYEESKHGQIFAAHGE-DWKWDSAPDTWQPG-DYD-APT
DHPDIEIFESSVHGHILATNPE-DYDFS--TGEQIPGKTLR-GPT
DHPDKEIFESSVHGHIFDTNEK-DYNFE--TGKQIPGKTLR-AAT
DHPMKEVFESSVHGHIFETNEE-DYKFD--TGEQIPGKTVR-AGT
DHPDKEIFESSVHGHIFDTNEE-DYNFK--TGEQIPGKTLR-AAT
DHPNIEIFNNSKHGHIFNTDSA-DWRWDTAPDAWEPG-DYR-APT
DHPDIEIFENSKHGQLYEAERH-AWTWDSAPDAWEPG-DYR-GPT
DHPDIEVYNNSKHGHIFNADGY-NWKWDSPPDGWEPG-DYR-APT
DHPDIEVEFNNSKHGHVENAEGY-TWKWDSPSDGWEPG-DYR-GPT
DHPDIEVYENSKHGQIYATEGH-KWSWDEPAGAWEPG-DYR-APT
DHPDIEVFENSKHGQVFAAEGH-EWNWDAPADAWEPG-DYR-APT
DHPDIEVYDNSVHGALFAAHGD-KWHWDSPPGAWIPGNDYN-APT
DHPDIEVYNNSKHGHIYNSEGG-EWNYSSPTASWEPG-DYR-APT
DHPDIEIYNNSMHGHIFNSEGN-QWNFDAAPGTWGVA-DYR-APT
DHPDIEIYNNSMHGHIFNSEGN-TWNFDAAPGTWKVP-DFR-APT
DHPDIEIYNNSMHGHIYNTEGE-QWNFDAAPGTWKVP-DFR-APT
DHPDIEIYNNSMHGHIFNAEGN-KWNFDAAPGTWKVP-DFR-APT
DHPDIEIYNNSMHGHIFNAEGA-KWNEFNAAPGTWKVP-DFR-APT
DHPDIEIYNNSMHGHIFNAEGA-KWNEFNAAPGTWKVP-DFR-APT
DHPDIEIYNNSMHGHIFNSEGS-TWKYDSAPDAWEPG-DYR-APT
DHPDIEIYNNSKHGHIFNAEGN-KWKYDSAPDAWEPG-DYR-APT
DHPNIEIYNNSMHGKIFNAEGN-KWKWDSAPDTWDVP-DYR-APT
DHPNIEIYNNSMHGKIFNAEGN-TWKWDSAPDTWDVP-DYR-APT
DHPNIEIYNNSMHGKIYNAEGEKKWKWDSAPDTWDVP-DYR-APT
DHPDIEIYNNSMHGHVFNAEGN-EWKFDSAPGTWAVP-DYR-APT
DHPDIEIFNNSMHGHIFNAEGN-TWKYDSAPDTWDVP-DFR-APT
DHPDIEIFNNSMHGHIYNSEAH-KWNFDAAPDTWDVP-DFR-TPT

DHPDIEIFNNSMHGHIFNAEGN-TWKYDSAPDTWDVP-DFR-APT
kKKK .k Kk .. . * %
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THDVGDRISWTLRPAISEKIDAKSL-————====——————————————— AAGKEVKSWEA
THDVGDRISWTLRPAISEKIDAKAI-——————————————————————— ASGQETKSWQA
THDVGNRISWTLRPAISEKIDAKDK-—————=====————————————— ASGKETKSWQD
THNVGERLHWDLMHKKSEVRGTPEYL-————===-——————-———- KKPFAGPERGNGVK
THNVTERLKWDLVHKKSVIRS—====———====————————————mm GERGDGER
THNVAERLKWRLYSPISDIRK-———=—=—=====—————————— - GARGDGMK
THNVAERLKWRLYPPISDIRK-——==———=====—————————— - GARGDGMK
THNINERLKYDLVHKRSVVRS======——===——————mm——mmmmm GERGDGEK
THNVAERLKWDLVHARSELRK-———————=====—————————————————— NDRGNGME
THNVNERLKWDLMHKKSVIRS—====———=====————————————o———— GERGDGEK
SHNVNERLKWDLMHKKSVIRS=====—————==——————————————————— GERGDGEK
THNISTKLKWNLWAPKSFKRTEGDETAGWDWYKD------= KKLSRGNPKAGNPKG-PEA

THNVSLRLKWNLWAPKSFLRTKGAETAGWAFWSHGGKIIPGKTILRGNPKAGNPQG-PEA
THNVSLRLKWNLWAPGSFLRTGGYETAGWAFWKGGGKINP-DTVIRGNAKAGNPQG-PEA
THNVSLRLKWNLWAPASFLRTGGNETAGWAFWNGGGKVTE-NTVTRGNPKAGNPNG-PEA

THNVSERLYWNLWAKESKVRGSDDVL-———————————————————————— SPLLGDGPA
THDVTERLYWNLWAKESQVRNSNDVL-——-————————————————————— SPRLGDGPA
THNINERLYWNLWAKESKVRNSTDVM-———-————————————————————— SPLLGNGPE
THNITERLFWNLWAKESKVRNSTDVM-———-—-———————————————————— SPLLGNGPE
THNVSERLYWNLWAQRSEMRNSTDVL-———————————————————————— SPLLGNGPQ
THNISQRLYWNLWAKRSEVRNSTDVL-———-————————————————————— SPLLGNGPQ
THNIDMRLKWNLWAPISKERTGGYETAAFEYMKT--=--—-— GKFTAGNPLAGNPKG-PQE
THNISERLKWNLWAKRSNIRNSSDPL-———-—-———————————————————— SMLTGDGEK
THNVSRRLKWNMFAPRSELRTGGLETAAKDWANG—-—-——— FKITKGNILAGNPKG-VEA
THNVSRRLKWNLFMPLSQLRTGGYETASDAYRDN——-——-——— YOITKGNPLAGNPKG-PDA
THNVSRRLKWNLFMPLSQLRTGGYETASDAFKYD—-=--—— NKITVGNPLAGNIKG-PEA
THNVSRRLKWNLFMPLSELRTGGYETASDAFKFE--—--—— NKITHGNPLAGNPQG-PEA
THNVSRRLKWNLFMPISKLRTGGYETASDDYKYE--=--—— NKITIGNPLAGNPKG-PEA
THNVSRRLKWNLFMPLSKLRTGGYETASDDYKYE--=---—— NKITIGNPLAGNPKG-PEA
THNVSKRLKWNVWMPISKTREGGYETAVKDE-EN--=--—— GKITKGNALAGNPDG-SAV
THNISRRLKWNLWAPKSNLRDGGFDNAVKVWKEE--=—--—— GKFTKGNPVAGHPDG-HKA
THNVSLRLKWNLWAPHSKQRTGGFETAAFEYAKS—----—— GKMTAGNVLAGNPKG-PEA
THNVSVRLKWNLWAPHSNLRTGGYDTAAETYAKE-----—— GKISIGTPLAGNING-PEA
THNVSLRLKWNLWAPHSNLRTGGYETAADVYAKE--—--—— GKVTVGVPLAGNPAG-PEA
THNVSQRLKWNLWQPKSNLRTGGNETAVSEFLNT--=--—— GKLNVGNPLAGNLNG-PEA
THNVSRRLKYNLWAPRSNVRTGGNDKAVDEYRKT-—-=--—— GKLSVGTPLAGHPSGDPEQ
THNVSRRLKWNLWGISSKLRTAGDEQAVTIYEKT--=--—— GKLNIGTPLAGHPSGDPEK
THNVSQRLKWNLWAPRSELRTKGYEQAAYDYWKT-==---~ GKLNTGTPLAGNPQG-PEA
ek .. .. . . *
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RRADMQON SKSMIDSFYQQFDSLVNLYNDKFARPGAGLMKFLKENE-LITAQPED
RRADMEK TKSMVDNEFYQQFDSLVELYNDKFARPGKALMTVLKEEQ-MITDTGFED
RRTDMKN TKSMIDNFYQQFDSLVELYNDKFARPGKAMMEVLQKEK-LLTDTEFD
GRQLMMK SSVHTKNFFEKEFDDAVKLYNF-YYDKVNAMLODLKKRG-LLKKDPWA
GRILMRK SKVFVDAHFNKLDNSVALYNF-YWDKVTAMVNDLKQKG-LLKKDKWS
GRENMKK SPLHTESFFKNLDDAVALYNT-YAKNVQKMLADLKSKN-LLKDDPWK
GRENMKK STIFTDSFFKNLDDAVALYNT-YAKNVQKMLADLKAKN-LLKDDPWK
GELLMKK GSTHVEGQRDMLDNTVNLYNS-YWGKIVAMKKDLKEKN-LLKDDPWK
GDKKMRQ STLHTNSQRMQLDNAVALYNT-YWDKAVEMKTVLQEKN-LLGKDPWT
GDKLMRK GITHTNVQRDTLDASVALYNK-YWEGATVMQKELAEKGLLLTDDPWN
GDKLMRK GQTHTDVQRQLLDDAVALYNT-YWDGAVKMKKELADKGLLLTDDPWN
ARSDMMQ QTTFVDNYFARTDAQVTLYNQ-YNTLADQMLODLKSKG-LIKADLWS
ARSQMKQV! EATFVNNYFQRVDAQVKNYNN-YEFNAANKMLKELKAKG-LIKSDVWS
ARAEMKK EATFTNNYFQRIDAAVTVYNQ-YKSFATKMLKDLKAKG-LMKSDVWS
ARAQMKQ TEFTNNFFQRADAHVKVYNQ-YKAFATKMLKELKAKG-LMKADLWS
GREKMES SPSHTKGFFAQGDKAVRLYNEAYYQPATAMLNELKEKN-LLKENPWT
GREKMKR GRLHTDNFFAQADKAVRLYNEAYWKPAKAMHDELAEKG-LLSENPWV
GRKKMEQ SSTHTKGFFKQGDKAVKLYNVEYYAPAKQMLDELKEKG-LLKDNPWT
GRKKMEQ GESHTRGFFAQGDKAVQLYNVEYYAPAKKMLDELKEKG-LLKDNPWI
GREKMKQ SENHTEGFFAQGDKAVKLYNVEYYDPAKKMLDDLESKG-LLLENPWA
GREEMKA GDSHTEGFFTQGDKAVKLYNVEYYDPAKKMLDELEAKG-LLKENPWT
ARKEMLQ TTSFASNYMAQADKQIELYNK-YAHAASEMINTLEKKH-LMMKDPWA
GRALMKQ TKTHTDNFFEQTDNHIELYNEGYFDVADKMLKELKEKG-LVKKNPWD
AREEMKA TIKHVENVETMGDKNVMLENT-YYDEAVKMRDELKKKG-LLEKDPWS
ARAEMKAG! SAHINNFFTMADKNILLYNE-YYNEALKMKEALAKKN-LLDKDMWN
AREEMKAG! STHVDNFFLMADKNIMLYNE-YYQEAVKMRDALAKKH-LLGKDMWS
ARAEMKAG! STHIDNFFTMADKNILLYNE-YWKEAVKMKEELAKKK-LLGKDMWA
ARAEMKAG! AQHIDNFFIMADKNIMLYNE-YYQEATKMRDELAKKH-LLGKDMWS
ARAEMEAG! KQHIDNFFIMADKNIMLYNE-YWKEAVKMKDELAKKH-LLGKDMWA
ARTEMEQ TTTHTKNFFNMADKHVELYNT-YATDAKKMIDELTKKG-LMHKDKWS
ARAEMEQ STLHTKNFFEMADKHVILYNESYYAPAKKMLDELKEKG-LIEKDQWT
ARAEMKQ STKSTDSFFVSADMHVELYNS-YHADAKKMLDDLKAKG-LLKADEWA
ARTEMKQ SSKATDSFEVSADNHVELYNT-YHTEAKKMLDDLKAKG-LLKKDEWS
ARGEMKQ STKATESFFISADQHVMLYNT-YHTEAKKMLDDLKAKK-LLKKDEWS
ARAEMKQ STHANNFFEVGDKQVLLYNV-YNDEATKMLKELKEKK-LLKDDPWA
ARAEMKL STTSTDNFFIMADKHVELYNV-YFDEAKKMLDDLKAKK-LLLEDEWS
ARAEMKL TPTHTDNFFAIGDKQVALYNV-YSAEATKMLEELKAKN-LLLEDAWS
ARAEMKL

TITHTDNFFAMGDKQVQLYNV-YYDEAKKMLDDLKAKN-LLLEDAWE
* * . PR . . .
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EKIEWTWFYLWHHEGRRARHGAAMQAPDYTQWHGMYEVAERFYMELIPEFEEILHKAEVA
EEIEWTWEYLWHHEGRRARHGAAMQAPDYVQWHGMYEVAERFYIEMVPQFLELVEHAEHE
EEIEWTWEFYLWHHEGRRARHGAAMQAPDYVQWHGMYEVAERFYIEMVPQFMEILEKAEHD

DGFQELYYYFWHHVGRRFRQGAAMDGPDYAHWHGIFQLFQVYKD—-—-— MQDIYNWRIKH
DPVQELTYYFWHHVGRRARHGAAMAGPDYAHWHGFFQLFQVYKD—-—-— IQALYNYRMKH
DPVQELWYYLWHHTGRRARMGYAMGGPDWSHWHGFFQIFQLYKD—-—-— IEDLYNYRIKH
DPVQELWYYLWHHTGRRARMGYAMGGPDWSHWHGFFQVFQVYKD—-—-— IEDLYNYRIKH
DGFQELEYYFWHHAGRRARHGTAMNGPDYTHWHGFFQLFQIYKD—-—-— IEDIYNMRIKT
DGFQELMYFLWHHCGRRARHGTAMNGPDYAHWHGFFQVFQVYKD—-—-— MKAIYDYRLKT
DGFQELMYYLWHHCGRRARQGSAMNGPDYAHWHGFFQVFQVYKD—-—-— MQKIHDSRIKN
DGFQELMYYLWHHCGRRARHGTAMNGPDY SHWHGFFQVFQVYKD—-——— MQKIHEYRLKN
DTFFKLYYYSWHHEGRRMRQGAAMGSPDYSHWHGSFEVMQDIRE-—-—-— MKALYNYRLKL
DPFFKLYYYLWHHEGRRMRQGAAMGSPDYAHWHGVFQVMQDIRE-———— MODIYNYRMKM
DPFFKLYYYLWHHEGRRFRHGAAMGSPDYAHWHGVFQVMQDIRE-———— MKDIYDYRMKM
DPFFKLYYYLWHHEGRRMRQAAVMGSPDYAHWHGVFQVMQDIRE-———— MKDIYDYRMKM
DPFQVKYYYLWHHEGRRARQGAMMGAADYAHWHGFFELQQDLYE-——-— LEMIYEKRLKT
DEFQVTFYHLWHHEGRRARHGALMAGPDWAHWHGFFELQQDLYR-——-— LEKIYERRLST
DEFQITFYHLWHHEGRRARHGAMMGAPDYAHWHGFFELQQDLYK-——-— LKAIHKKRLET
DEFQITFYHLWHHEGRRARHGAMMGAADYAHWHGFFELQQDLYK-——-— LOEIYKKRIKH
DEFQITFYHLWHHEGRRARHGALMAGPDYAHWHGFFELQLDYYK-——-— LEAIYKQRLAR
DEFQITFYHLWHHEGRRARHGAMMAGPDYAHWHGFFELQQSLYK-——-— LOAIYRKRLET
DPAFRTYYYMWHHEGRRMRQGAVMEGPDY SHWHGVFQLQQSLRI-——-— LOAIYNQRMKD
DEFQKIYYHLWHHQGRRMRHGAAMGGPDYAHWHGVFELQQDLYE-——-— LKHIYKQRMAA
DEFQKTFYHLWHHEGRRMRHGGLMGAPDY SHWHGVFEVQQDIRK-——-— LRKIYNKRMKS
DEFQRIFYHLWHHEGRRMRQGGIMGAPDY SHWHGVFELQQDIRK-——-— LRKIYAKRLKT
DDFQNTMYHMWHHEGRRMRQGGIMMAPDY SHWHGVFEVQQDIRK—--—-— LRKIYAKRIKT
DDFONTMYHLWHHEGRRMRQGGIMGGPDFSHWHGVFEVQQDIRK--—-— LRKIYEKRLKT
DDFQNTMYHMWHHEGRRMRQGGIMAAPDY SHWHGVFEVQQDIRK--—-— LRKIYAKRLKT
DDFQNTMYHMWHHEGRRMRQGGIMGAPDY SHWHGVFEVQQDIRK—--—-— LRKIYAKRLKT
DKAFKIWYHLWHHEGRRMRQGALMGAPDYAHWHGVFEVQQDIRE--—-— LKIIYEKRIKS
DEFFKIYYHLWHHQGRRMRQGALMNGPDYAHWHGVFELQQDIRA--—-— MKKIYEHRIKT
DEFQRIYYHLWHHEGRRMRMGAVMGAPDYAHWHGVFEVQQDIRK--—-— LODIYDARIKS
DEFQITYYYLWHHQGRRMRMGAVMGAPDYAHWHGVFEVQQDIKK--—-— LRTIYDARIKS
DAFQKVYYHLWHHEGRRMRMGAVMGAPDYAHWHGVFEVQQDIKE--—-— LRNIYNARIKS
DAFQRIYYVSWHHEGRRMRQGALMGGPDYSHWHGVFEVKNDIRE--—-— MREIYERRIKT
DEFQEIYYHLWHHEGRRMRQGALMNAPDYAHWHGVFEVKNDIRK--—-— LRKIYKERIET
DEFQDVYYHMWHHEGRRMRQGALMGGPDY SHWHGVFEVKNDIRK--—-— LREIYKKRMES
DEFQDVFYHLWHHEGRRMRQGALMGGPDY SHWHGVFEVKNDIRK-——-— LRKIYKERIES

*okk kkk ko ko kg kK%
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419
438
436
439
433
436
433
436
438
436

479
490
487
487
429
445
441
445
426
436
437
425
451
456
471
443
452
452
444
446
445
457
458
461
452
452
451



Psychromonas_aquimarina GKKEQAEAGRKMLEEVLSRPEHAWETCKEPEEVKAARKKAQKEFORRYLO-———— 469
Aliagarivorans_marinus GNVEGAERARAVLDEILARPEHAWESGNEPEEVKAARKEAQAAFKARYVEDNKSH 493
Photobacterium ganghwense GKTDSATRARAVLDE I LNRPEHAWETGNEPENVKKARKEAQDAFKDRYLNDSK—— 489
Thermosulfidibacter takaii ABI70S6 NKIEELSHVMS—SA-PY-—m—mmmm o e 454
Thermodesulfatator atlanticus GKIEELSPVMS—SA-PY-—————————m— e e 448
Thermodesulfatator indicus GKIEELSPVMS-TG-PY-————————— e e 451
Thermodesulfatator sp._S606 GKIEELSPVMS-TA-PY-—————————— e e e 448
Pelobacter seleniigenes GKIEEISTVMS-TG-PI—————————m— e e 451
Desulfovibrio piezophilus GQIEELSTVMS=TA=PD= === = e e e 453
Desulfovibrio frigidus GKIEELSHVMS-TG-PL-——————mmmmmm e e 451
Desulfovibrio hydrothermalis GKIEELSHVMS-TG-PL—————————mmm e 450
Geopsychrobacter electrodiphilus DSM16401 LAKYKDPKKVFEEEVPMPMAPHD - —————————————m— e e 502
Lebetimonas LKKYGNAKKVLENEPPMPVVTHE - = === ————————mmmm o 513
Nautilia profundicola LKKYGDPKKALANEVPMPVVTHE === === === = = — e e e 510
Caminibacter mediatlanticus LKKYKDPKKVLENEPPMPVVTHE—————————————mmmm o 510
Alteromonadaceae bacterium Bsl2 NTIEE == — = = —m — 434
Thioflaviococcus mobilis 8321 GT IR~ —mmmm — —m 449
Oceanospirillum beijerinchii DSM7166 GKIED———————m m o m e 446
Neptuniibacter caesariensis €370 52 450
Marinobacterium litorale GEIELRE-———mmmm e 433
Marinobacterium stanieri GEIED === — = — = —m — o 441
Desulfurella acetivorans RKIDPNQIGGVGMGE — === === === — e e e e 452
Desulfobulbus_japonicus GRIE-———————mm e e 429
Helicobacter cetorum GRKIED= == == m e e e e 456
Helicobacter felis NQIED— === == mmm e 461
Helicobacter suis NQIED— === == mm e 476
Helicobacter bizzozeronii NEIED——————mmmmm e 448
Helicobacter ailurogastricus NQIED == mmm e e e e e e e e 457
Helicobacter heilmannii NEKIED= == ——— —— —m m e 457
Arcobacter nitrofigilis DSM7299 GRKIEE ——— == — = — e 449
Arcobacter anaerophilus GRID-mmmmmm e 450
Campylobacter hyointestinalis GRIE——————mmmmmm 449
Campylobacter fetus GRIE === —mm 461
Campylobacter iguaniorum GKIEE— === = = e e e e e e 463
Campylobacter _gracilis GRIEE———————mmmmmmmm 466
Campylobacter_mucosalis GRIH= === e e e 456
Campylobacter_concisus GRVE == = = e e e e e e 456
Campylobacter curvus GRAH-————mmmm e e 455
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7.2 Alignment der HaoB-Proteinsequenzen

Sequenzvergleich von W. succinogenes NrfH mit ausgewahlten HaoB-Proteinen. Das Alignment wurde mit dem
Programm Clustal Omega (Version 1.2.3) erstellt und manuell bearbeitet, wobei die einzelnen Aminosauren im
Einbuchstabencode dargestellt wurden. Die Hdmbindemotive 1-4 (CXXCH) sowie mbgliche axiale Hdim cEisenliganden
wurden innerhalb des Alignments hervorgehoben. Die Hambindemotive (HBM1-4) wurden grau hinterlegt. Die
Buchstaben “P” und “D" bezeichnen konservierte vermeintliche proximale und distale Liganden. Die dazugehérigen
Nummerierungen bezeichnen die entsprechenden ligandierten Ham-Gruppen. Aminosauren, welche mit dem
Buchstaben “A" hervorgehoben wurden, sind in der Kristallstruktur von Desulfovibrio vulgarisNrfH im aktiven Zentrum
gelegen. Die Funktion des distalen Hdm c-Eisenliganden “D4" wird im Fall D. vulgarisNrfH von einem Lysinrest des NrfA
Proteins Ubernommen. Dieses Lysin ist in eHao/HaoA Proteinen jedoch nicht konserviert. An der Position “D1/A"
befindet sich in D. vulgaris NrfH die Aminosdure Aspartat. Dieses Aspartat ist jedoch zu weit von Hdm 1 entfernt, um
als "richtiger" distaler Ligand zu fungieren. Organismen, deren HaoA-Proteine in dieser Arbeit untersucht wurden, sind

gelb hervorgehoben.

Psychromonas_aquimarina
Aliagarivorans marinus
Photobacterium ganghwense
Wolinella succinogenes NrfH
Nautilia profundicola
Lebetimonas sp._JH292
Caminibacter _mediatlanticus
Thermosulfidibacter takaii
Thermodesulfatator atlanticus
Thermodesulfatator indicus
Thermodesulfatator sp._S606
Desulfovibrio piezophilus
Pelobacter seleniigenes
Desulfovibrio frigidus
Desulfovibrio hydrothermalis
Marinobacterium litorale
Marinobacterium stanieri
Oceanospirillum beijerinckii
Neptuniibacter caesariensis
Thioflaviococcus mobilis
Campylobacter gracilis
Campylobacter mucosalis
Campylobacter curvus
Campylobacter concisus
Alteromonadaceae bacterium Bsl2
Campylobacter iguaniorum
Campylobacter fetus
Campylobacter _hyointestinalis
Helicobacter cetorum
Helicobacter felis
Helicobacter bizzozeronii
Helicobacter suis
Helicobacter ailurogastricus
Helicobacter heilmanii
Desulfurella acetivorans
Arcobacter nitrofigilis
Arcobacter anaerophilus

—————————————— MPKDALNRKQKLWRLLKKPWLLGLPVGLFVLAAFMLVGAGSFQVMM

————— MGESQSKFKKLKFKKLKFKKLWGWLKRPWLLGIPIGIYCI----VLAGASFQGAM
EPRSRTKKFWRWLKKPLLLGIPIGIVLV----VIGLVGFQGVM

—————————— MNK--SKFLVYSSLVVFAIALGLFV-----YLVN-ASKALS
——————————————— MKKATLG-ALIAGAIIGLGI-----SYVA---AVLV
——————————————— MKKTTLG-ALIIGAIIGLGI-----SYFA---AVMV
———————————————————————— MKKATLG-ALIAGAVIGLGI-----SYVT---AIMV
————————————————————————— MKKTEFV-GFVVGFILAGIV-----ALVS---ASKI

SLIT---ASKI
SLIA---ASKI
SLVT---ASKM
ILAS---GYMI

————— MSETP-G-------SRKSRWSSAWLW-GVLVGVAGVLVA-----VLAS---GYMI
————— MPDNPKP-------KGSGGFSRKWRW-GVATGLLVAVVT-—~--VLAS—--GFMI
————— MPGNPKK-------TGKSGFSRRWRW-GVVSGLLIAVIT-—---VLAS—--GYMV
————————————————————————— MLKAVK-ILLILGLLGLAT-----VLAWGVTDKAL

LLAWALTDKAL
—————————————————————————— MKW---TL-LLSTLALII-----IAGWATTDYAL
TISWIVVDKAL

SLGI---AEMV
SMGV---ADVL
SMGV---ADAL
SMGI---ADAL
SLSWALVDTVI
ALGI---AQFF
ALGI---AQFM
ALGI---AQFM
SLIS---AEFI
SVLT---VQAV
SILT---VQAV
SILT---VQAV
TVFT---VQAV
TVFT---VQAV
SFAT---YIGV
SFGV---AVGV
SFGS---SVGV

Seite 159



Psychromonas_aquimarina
Aliagarivorans marinus
Photobacterium ganghwense
Wolinella succinogenes NrfH
Nautilia profundicola
Lebetimonas sp. JH292
Caminibacter _mediatlanticus
Thermosulfidibacter takaii
Thermodesulfatator atlanticus
Thermodesulfatator indicus
Thermodesulfatator sp._S606
Desulfovibrio piezophilus
Pelobacter seleniigenes
Desulfovibrio frigidus
Desulfovibrio hydrothermalis
Marinobacterium litorale
Marinobacterium stanieri
Oceanospirillum beijerinckii
Neptuniibacter caesariensis
Thioflaviococcus mobilis
Campylobacter gracilis
Campylobacter mucosalis
Campylobacter curvus
Campylobacter concisus
Alteromonadaceae bacterium Bsl2
Campylobacter iguaniorum
Campylobacter fetus
Campylobacter hyointestinalis
Helicobacter cetorum
Helicobacter felis
Helicobacter bizzozeronii
Helicobacter suis
Helicobacter ailurogastricus
Helicobacter heilmanii
Desulfurella acetivorans
Arcobacter nitrofigilis
Arcobacter anaerophilus

Psychromonas_aquimarina
Aliagarivorans marinus
Photobacterium ganghwense
Wolinella succinogenes NrfH
Nautilia profundicola
Lebetimonas sp. JH292
Caminibacter mediatlanticus
Thermosulfidibacter takaii
Thermodesulfatator atlanticus
Thermodesulfatator indicus
Thermodesulfatator sp._S606
Desulfovibrio piezophilus
Pelobacter seleniigenes
Desulfovibrio frigidus
Desulfovibrio hydrothermalis
Marinobacterium litorale
Marinobacterium stanieri
Oceanospirillum beijerinckii
Neptuniibacter caesariensis
Thioflaviococcus mobilis
Campylobacter gracilis
Campylobacter mucosalis
Campylobacter curvus
Campylobacter concisus
Alteromonadaceae bacterium Bsl2
Campylobacter iguaniorum
Campylobacter fetus
Campylobacter hyointestinalis
Helicobacter cetorum
Helicobacter felis
Helicobacter bizzozeronii
Helicobacter suis
Helicobacter ailurogastricus
Helicobacter heilmanii
Desulfurella acetivorans
Arcobacter nitrofigilis
Arcobacter anaerophilus

Pl D3 HBM2
KVTNANEF IGMDTIVEEYQASVHFQKTENGEVRAG
VASNHNEF LSMDTIVQEYKASPHFISD--DNVPAT
VASNMNAF LKMDTIVQEYKASPHYVSD--DKVLAT
YLSSDPK. V-MNPQYATWQHSSHAE------— RA-S
DVTGKPNF] T-MKPMVESFHESVHGGNNPQGFAVHH
DVTGTPQF] E-MKPEVSSFEFSVHGGNNPHGFSAHH
DKTSTPEF] T-MKPMVDSFKFSVHGGNNPQGFAATH
IETNRVSEF E-MKVFHETWANAAHGLNHRGVIRA-KCS
VATNKPAF P-MKIFHETWQASVHGPAVKGAAKA-K
VSSNEVKE P-MKTFYETWEASVHGPAQKGAMKA-K
VESNKVEF P-MKTFHETWKLSVHGPNQKGAMKA-K
QATNTDVE V-MKPFRTAWRNETHGGNNDKGLEA-Q
DATNTDKEF! M-MEPFKQSWQASVHGGMNPKGFAA-Q
DTTNTDVE! E-MKPFRASWQKSVHGGONPQGFAA-Q
DVINTDIF! A-MKPFRASWKKSVHGGENPQGFAA-Q
HITSDAAF S-MVPMQISFLNSSHGGRSTTGVEV-L
HLTSGQAF S-MKPMQASFLRDPHGGRSTTGIQA-E
HKTSDAAF S-MKPMQASFLQDKHGGHSTTGIQA-L
HVTSDHQF S-MKPMQASFLEDTHGGNSVMGVQA-L
RATSGEAF T-MEPFAAAYRRDLHGGRNPAGVAA-R
HLTGTDKEF] T-MQPMANAFHNDVHGGNNPQGFKA-D
HATGSGYT T-MDPMNAAYHEDTHGGKNKLGIKA-ECS
HATGSGFI T-MDPMNAAYHEDIHGGKNKLGIKA-ECS
HATGSGYI T-MDPMNAAYHEDAHGGNNKLGIKA-ECS
HTTGDHEF] S-HKPIGTSYREDLHGGNNTTGWRA-SCS
YVTGGEKF V-MEPMGNAYKDDVHGGNNKVGFKA-E
YVTGGDKEF V-MEPMVSSYKNDIHGGNNKVGFKA-E
YVTGGDKEF V-MEPMVGSYKNDIHGGNNKVGFKA-E
EKTADDKEF] I-MQPEVKAFLODSHGGNNKVGFKA-K
EWTADDKEF I-MKPEIDAYHLDKHGGNNAVGFKA-RI
EWTGDDKEF I-MTPELNSYHLDRHGGKNGMGFQA-AI
EWTGDDREF I-MTPEVDAYHLDKHGGKNGVGFKA-T
EWTGDDKE] I-MTPEVDSYHLDKHGGHNHVGMKA-E
EWTGDDKE] I-MTPELDAYHLDKHGGHNHVGMKA-E
EKTAGENEF S-MQPMVQSYTLDVHGGNNQFGEFKV-Q!
EKTSGDKE] T-MQPMANSYYRDAHGGNNINGVRA-K

T-MQPVVDSYKMDIHGGAGEHGIEV-K
. * *

A D1/A
TADIWYMITGKIN-MHNFEDER--PRMAEHVWNDMVANDSRN
TADIYHMLKGTIT-KENFEEHR--PRLAQEVWDHMVADDSAN
TADIYHMMKGTIT-KENFEEHR--PRLARIVWEDMKASDSGT,
WNHSVAFTLGTY----DHSMKI--SEDGARRVQ-—-—---— ENI
TKDALSQFGIIS--RVDFKENF--WEMKHYVYD-------— S
TRDAMAHIGLIK--RVDFKENF--CEMDHYVYD------— N
TRDALAEFGIIK--KVDFKDNF--WEMDKYVYD-------— SG
LSDYYAHMTNKKASLKEWLEELKNVKRPRVAYE----—--— SG
LNDYIANMQGKGQEPQYWLDRWAKQGSLNHVYE------— SS
LNDYLANMQGKGSTPQYWLERWAKQGADKHVYE------- SS
LNDYIANMQGKGSTPQYWLDRWAKQGADKHVYE------— SS
TRDIIMNMIIDPS-TYDWAGRA--KHRRGFTYD--——--— N.
IYDAVQSVRIDAA-AFDWKGNAE-RHRLEFTFD-—---—-— N.
TSDVIHHITENPS-EFDWAENAE-KNRLKFTYD--——--— S
THDVIMNLIIDPA-EFDWAANAE-KNRLKFTYD--——--— N.
AWDVWKEFVIGAD-DVDWHAKR--ERAHEYVYE-—-——--— SG
AWDVWKEFVLGAE-DVDWHAKR--ARANEFVYD--——--— SG
AWDVWKEFVLGAG-DVDWHAKR--AEANRYTYD--——--— SG
AWDVYKEHILGAD-DVDWHAKR--LQADRYTYD--——--— SG
LHDLWAQLTHDLD-GIDWQSRR--AAREDYVEFD-—-——--— SG
ANDVYKTVEFTDAD-KIDWQEKR--KERNHFVYE--——--— SG
INDGYKTFEFTDTD-KIDWRAKR--EHRSHYVYD-—---—-— SG
INDGYKTFEFTNTD-KIDWRKKR--EHASHFVYD-—---—-— SG
INDGYKTFEFTDTD-KIDWRKKR--EHASHFVYD-——---—-— SG
IVDPTMEILKDPL-DIDWHGNR--LNRERYVYD-—--—--- SG
IVEGTLTLFGNPE-KYDWQARR--KEAKRYVYD-—--—--- DG
MVEGAITLFGSPE-KFDWETRR--KESKRYVYD-—--—--- SG
MVEGAITLFGNPE-KYDWEARR--KESKRYVYD-—--—--- SG
LNDIIGNVFENPKTHVNWEERR--KKAKEYVFD-------— SG
MEDVYGNVFKDPK-KLDWEKNR--RRAKEYVEFD-—--—-—--— SG
IEDVYGNTFKDPK-KFDWEANR--KRATEYVED-—-—-—-- SG
LNDVYGNTFKNPY-KFDWEENR--RRAKEYVFD----—---— SG
LEDVYGNTMKNPR-KFDWEMNR--REAKDYVFD------- SG
MEDVYGNTMKNPR-KFDWEMNR--REAKNYVEFD-—--—-—-- SG
LNDVFFETFTNTS-KINWAQKL--KDPNKYVYD-------— SG
LHDVRVONFGDLE-SIDWEDKR--KHAKRFVFD------— SG

MHDLYVENFEDTS-KIDWHKMR--EHRESFTYD--——--— S

VPREFV-DKLIV;

LPQDSMANYLIT

A
TK
IA
IA
AR

LPKNSLIGYLIAKGI

LPHNSLIGYLIAKGI

TK
AK
MK
VK
AY
AR
AT
AT
AR
AR
GK
AK
AR
AL

LDHTSAYTYVLTKIK

LK
LK
GV
SV
AV
AV
AR
AT

LPHNNVMNYFIRKTI
LPHDNIINYFVTKTI
LPHDNIVHYFVEKTL
LPHDNIIHYFVEKTL

AK
AK
VK

*

EESSLLSEERP
QGDNFDLATQP
SGENFDLSKQP
ASLSSTL-LEN
HMVKEPE--—~-
KGIEELK-DKN
KGIKKLK-DKN
KELIGN--GIP
KELVAP--GIP
QELVAP--GIP
KELVAP--GIP
VNLEPE--GMR
KNLLPP--GLP
VKLEPV--GVK
VOLEPR--GVK
NGLERGS-ESN
NNLQQGS-ELD
NTLISAS-ELN
NNLEQAS-EIS
SALAEV--RGD
RNLKEQN-NQV
SNLKDV--IQS
SNLKNV--IQA
SNLKNV--IQA
KYLSTTS-EAN
TDLKKIS-SDN
GDIKNVS-SON
GDIKNVS-SON
TNLRNAT-SSN
SNLMRAT-SSN
ANLKDAT-SSN
EDLKSET-TSN
TNLKEAT-QSN
TDLREAT-QSN
SNLKEES-LON
ANLQNAT-SSN
TNLKNAT-ESN

16l
164
154
131
131
134
134
135
137
137
137
140
145
146
146
136
135
132
146
136
135
138
138
138
138
137
137
137
144
143
128
143
143
143
152
144
143
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Psychromonas_aquimarina
Aliagarivorans marinus
Photobacterium ganghwense
Wolinella succinogenes NrfH
Nautilia profundicola
Lebetimonas sp. JH292
Caminibacter _mediatlanticus
Thermosulfidibacter takaii
Thermodesulfatator atlanticus
Thermodesulfatator indicus
Thermodesulfatator sp._S606
Desulfovibrio piezophilus
Pelobacter seleniigenes
Desulfovibrio frigidus
Desulfovibrio hydrothermalis
Marinobacterium litorale
Marinobacterium stanieri
Oceanospirillum beijerinckii
Neptuniibacter caesariensis
Thioflaviococcus mobilis
Campylobacter gracilis
Campylobacter mucosalis
Campylobacter curvus
Campylobacter concisus
Alteromonadaceae bacterium Bsl2
Campylobacter iguaniorum
Campylobacter fetus
Campylobacter hyointestinalis
Helicobacter cetorum
Helicobacter felis
Helicobacter bizzozeronii
Helicobacter suis
Helicobacter ailurogastricus
Helicobacter heilmanii
Desulfurella acetivorans
Arcobacter nitrofigilis
Arcobacter anaerophilus

Psychromonas _aquimarina
Aliagarivorans marinus
Photobacterium ganghwense
Wolinella succinogenes NrfH
Nautilia profundicola
Lebetimonas sp. JH292
Caminibacter mediatlanticus
Thermosulfidibacter takaii
Thermodesulfatator atlanticus
Thermodesulfatator indicus
Thermodesulfatator sp._S606
Desulfovibrio piezophilus
Pelobacter seleniigenes
Desulfovibrio frigidus
Desulfovibrio hydrothermalis
Marinobacterium litorale
Marinobacterium stanieri
Oceanospirillum beijerinckii
Neptuniibacter caesariensis
Thioflaviococcus mobilis
Campylobacter gracilis
Campylobacter mucosalis
Campylobacter curvus
Campylobacter concisus
Alteromonadaceae bacterium Bsl2
Campylobacter iguaniorum
Campylobacter fetus
Campylobacter hyointestinalis
Helicobacter cetorum
Helicobacter felis
Helicobacter bizzozeronii
Helicobacter suis
Helicobacter ailurogastricus
Helicobacter heilmanii
Desulfurella acetivorans
Arcobacter nitrofigilis
Arcobacter anaerophilus

D4 D2
QR-———————- ARLNHKRLNS----H-GDT -Y----GIAHKRPEKAYTAEKKD--
QR-———————- ARLNHEQIEE----R-GET -T----GIAHKRIVIK------—---
QR-———————- ARLNHEMIEQ----R-GET -A----GIAHKRITIE---------
AD----——-———- RNHQFNDP-KG-ASERL -K----SVPHGKVRSLTATPD-NLG

NDHTMVNFAHPNLLERLNEGE----

IK-——=————- AILAHRAYLL-KE-T-DRT —N----MVGHGDIVAVIKDKIKQEG
IK-——=————- AFLAHRQYEL-GM-T-KET —K----TVGHGNLMLVMQKKMAKQK
LK-—=—————— AFSAHRQYEL-GM-T-KET —R----NVGHGNLMMVMQEKAASQK

VK-——-————— AFTIAHRQYEL-GM-T-KE -R----QVGHGNLMVVMOEKAAAKK
TS--—————-- GILAHRQYLI-GD-L-DK -E----HVGHKNMVSEINNYFKKSP
RG----———-— GFLAHRDYLN-GF-T-DK -A----HVGHKDIWQTVNAHYQNAK
PG--—————-- ALLAHRAYLY-GQ-T-DK -P----HVGHKDMIEMANEFFKKDL
PG--—————-- ALLAHRAYLY-GQ-T-DK -P----HVGHKNMIEMANKFFEKDL
S QFVAHKPYFQ-GA-V-DKTGIDCH------ NVGHRDLTQALLTHERLNR
NA----———-- QFVAHKPYFL-GT-I-DKTGIDCH------ RVGHTDLERNLPSSPLAAT
NK--—-———-— QFVAHKPYFQ-KR-T-EKTGVDCH------ KVGHKNLSLYLPQVANAPT
NK--—-———-- QFVAHKPYFQ-KT-S-QKTGIACH------ NVGHKNLERFLNAE--—-—
SR--------- AFLAHRPYFL-GE-T-AR -P----RVGHHDLAATIAGITTAEG
NK-----—--~— AWLAHRDYFA--G-TIGKT -E----NVGHKNMGIEITKYWDKYN
GK--—------ SFLPHRDYFVLGN-KNKNS -K----HVGHKNLGFQIDKFEAIKN
GK---—----- SFLPHRDYFVFGN-PDKKS -N----HVGHKDLGLY IDKFEAMKN
GK--------- SFLPHRDYFVLGN-PNKKS -E----HVGHKNLGLQIDKFEAIKK
N SFLPHRKYFN-EE-EEGLH -E----NVGHSNLGIHLEKHGWEKN
MK--------- SFLPHRDYFA-KN-I-NKT -E----HVGHKNLGFHLKAKFGDLN
MK--------- SFLPHRDYFA-KN-I-NKT -E----HVGHKNLGFHLKAKFGDEFN
MK--------- SFLPHRDYFA-KN-I-NKT -E----HVGHKNLGFHLKAKFGDLN
LK--------- SFLPHRDYFE-KY-T-KKT IN----KVGHONLSQHLKDYLKKDY
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