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EINLEITUNG

EINLEITUNG

1. Der Ursprung des Lebens

Vor liber 4,5 Milliarden Jahren kam es zur Bildung der Uratmosphére durch Entgasung der
noch fliissigen Erde. Die vorherrschenden Gase waren Wasserstoff, Wasserdampf, Methan,
Schwefelwasserstoff und Ammoniak (Neumiiller, 1985), und es gab so gut wie keinen freien
Sauerstoff. Doch wie entstand das erste Leben? Die frithe, von dem russischen Wissen-
schaftler Aleksandr Oparin vertretene Vorstellung, das Leben wére aus einer ,,Ursuppe
entstanden, wurde durch Experimente von Stanley Miller erhirtet und in der Ausgabe von
Science am 15. Mai 1953 unter dem Titel "A Production of Amino Acids Under Possible
Primitive Earth Conditions" veroffentlicht (Miller, 1953). Dies zeigte zwar, dass lebens-
wichtige organische Stoffe aus anorganischen entstehen konnen, nachfolgend wurden jedoch
Zweifel an den Versuchsbedingungen gehegt.

Mittlerweile existieren drei Theorien zur Entstehung von Leben: die Lipid-Welt-
Theorie, die RNA-Welt-Theorie und die Eisen-Schwefel-Welt-Theorie.

Die Lipid-Welt-Theorie basiert auf der Annahme, dass Aggregate aus fettartigen
Molekiilen die ersten Informations- und Fortpflanzungseinheiten darstellten (Segre et al.,
2001). Die genetische Information und mogliche Stoffwechselvorgidnge folgten erst spiter.

Die RNA-Welt-Theorie beruht auf der Fidhigkeit von RNA Informationen zu spei-
chern, Reaktionen zu katalysieren und sich ohne Proteine vervielfdltigen zu koénnen. War
somit die RNA das erste biologisch aktive Molekiil?

Dem entgegen steht eine dritte Theorie, die der Eisen-Schwefel-Welt. Sie wurde 1988
von Giinter Wichtershduser vorgestellt. Sie verlangt nur das Vorhandensein von einfachen

anorganischen Molekiilen wie Wasser, Eisen, Kohlendioxid und Schwefelwasserstoft.

2. Wachtershauser’s Theorie — Die Eisen-Schwefel-Welt

Die Theorie von Wéchtershduser zeigt im Detail, wie sich organische Molekiile entwickelt
haben. Demnach entstand die Urform des Lebens gebunden auf der Oberfliche von Pyrit-
kristallen (FeS,), einem weitverbreitetem Eisenerz (Neumdiller, 1985), das man unter anderem

auch an ,,Schwarzen Rauchern® in der Tiefsee findet. Die Energiequelle war hierbei die

Reduktionskraft von FeS / H,S (Gleichung 1; Wichtershiuser, 1988b; Blochl et al., 1992).

FeS + HS” — FeS, + H' + 2¢” AE’ = -620 mV Gleichung 1

-1-
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Die Zwischenprodukte mit anionischen Gruppen (COO’, S, COS’) wurden an der Oberfldche
des positiv geladenen Pyrits gebunden und stellten die ersten organisierten Lebenseinheiten
dar (Wéchtershduser, 1994). Dies wurde als ,,Theorie des Oberflichenmetabolismus® publi-
ziert (Wichtershiuser, 1988a). Spéter wurde auch eine Theorie fiir den ersten autokatalytisch
ablaufenden Reproduktionszyklus vorgeschlagen (Wachtershiuser, 1990). Der Ur-Metabolis-
mus, als ,,archaic citric acid cycle* bezeichnet, war laut Wéchtershiuser ein Vorldufer des
reduktiven Zitronensdurezyklus und des reduktiven Acetyl-CoA-Wegs. Zusammen mit C.
Huber von der TU Miinchen gelang es Wéchtershduser, einige seiner Thesen experimentell zu
unterstiitzen. Als primdrer Schritt wurde die Bildung einer C-C Bindung in Form von akti-
vierter Essigsdure angesehen. Dies gelang durch Erhitzen (100°C) von Methylmercaptan
(CH3SH), einem haufigen Bestandteil von hydrothermalen und vulkanischen Ausdiinstungen,
und Kohlenmonoxid zusammen mit Eisensulfid und Nickelsulfid unter hohem Druck, wobei

Essigsdure entstand (Gleichung 2; Huber und Wichtershéuser, 1997).

CH;3SH + CO + H,0 — CH3COOH + H,S Gleichung 2
(Huber und Wéchtershauser, 1997)

Auch die Bildung von Peptiden aus Aminosduren konnte unter diesen urspriinglichen
Bedingungen nachgewiesen werden (Huber und Wiéchtershduser, 1998; Wichtershduser,
2000). Es folgte die Erkenntnis, dass die synthetisierten Peptide auch wieder in Aminosduren
zerlegt werden konnen (Huber et al., 2003). Durch diesen Zyklus (,,primordial peptide cycle®;
Huber et al., 2003) zwischen Aufbau und Abbau wird das Material funktionsloser Peptide
wiederverwendet.

Was spricht unabhéingig von seinen eigenen Arbeiten fiir Wéachtershduser’s Theorie?

- Es gibt auch heute noch Organismen, die auf CH3SH als einziger Kohlenstoffquelle
wachsen konnen (Huber und Wichtershéuser, 1997). Hierzu zéhlen einige methanogene
Archaea sowie thermophile Sulfatreduzierer (Tanimoto und Bak, 1994).

- Die Versuche von Huber et al. (2003) zum Peptidzyklus zeigten, dass harnstofthaltige
Derivate mit Hilfe des (Fe,Ni)S hydrolysiert werden. Dies konnte einen Vorldufer des
Ni-enthaltenden Enzyms Urease darstellen.

- Die oben beschriebene Bildung von aktivierter Essigsdure mit Hilfe von Eisen- und
Nickelsulfid erinnert an die Bildung von Acetyl-CoA mit Hilfe des Enzyms CO-
Dehydrogenase/Acetyl-CoA Synthase: auch hier sind Eisen, Schwefel und Nickel in

Form ungewdhnlicher Nickel-Eisen-Schwefel-Cluster notwendig.

-
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- Nach der Vorstellung Wéchtershiduser’s waren eisen- und schwefelhaltige Mineralien
fiir die ersten Reaktionen verantwortlich. Noch heute bilden komplexe Eisen-Schwefel-
Cluster aktive Zentren von Enzymen. Sie setzen die Komponenten der urspriinglichen

Erde wie Stickstoff, Kohlenmonoxid und Wasserstoff um (Rees und Howard, 2003).

3. Eisen-Schwefel Proteine- die altesten Biokatalysatoren

3.1 Uberblick tber Eisen-Schwefel Proteine

Allgemein gehoren die Eisen-Schwefel- (FeS-) Zentren zu der verbreitetsten und, sowohl
strukturell als auch funktionell, mannigfaltigsten Klasse von prosthetischen Gruppen in
Proteinen (Beinert und Palmer, 1965; Cammack, 1992b; Beinert et al., 1997; Johnson, 1998).
Sie stellen die &ltesten und somit ersten Kofaktoren in der Enzymkatalyse dar (Rees und
Howard, 2003). Bereits im Jahre 1969 waren achtzehn verschiedene Eisen-Schwefel Proteine
aus Pflanzen und Bakterien bekannt (Hall und Evans, 1969), 1992 schon iiber hundert
(Cammack, 1992b), und die Anzahl steigt noch immer stetig an. Anfangs dachte man, dass sie
nur eine Funktion beim Elektronen-Transport ([2Fe-2S]-, [4Fe-4S]- und HiPIP-Ferredoxine)
besitzen (Yoch und Carithers, 1979). Mittlerweile sind jedoch zahlreiche andere Funktionen
von Eisen-Schwefel Proteinen entdeckt worden: Sie dienen der Koordination von Proteinen
(wie in der Endonuclease III), besitzen sensorische und regulatorische Funktionen
(Ubersichtsartikel: Beinert und Kiley, 1999; Kiley und Beinert, 2003; zum Beispiel das FNR
Protein, siehe 3.3.) und vermitteln Disulfid Reduktionen und reduktive Spaltung von S-
Adenosylmethionin (Johnson, 1998); auch katalytisch aktive FeS-Cluster wie die Aconitase
wurden beschrieben.

Eisen-Schwefel Proteine sind gekennzeichnet durch ein oder mehrere (nicht-Ham)
Eisenatome, die an anorganischem Schwefel (auch sdurelabiler Schwefel genannt) und/oder
dem Schwefel von Cysteinen gebunden sind (Sticht und Rdsch, 1998). Obwohl Rubredoxine
keinen sdurelabilen Schwefel besitzen, werden sie trotzdem den Eisen-Schwefel-Proteinen
zugerechnet. Auch die Rieske Proteine unterscheiden sich von anderen Eisen-Schwefel-
Clustern, da sie durch zwei Cysteine und zwei Histidine mit dem Protein verbunden sind. Von
der Struktur her konnen vier Clustertypen unterschieden werden (Abb. 1): Rubredoxin-artige,
[2Fe-2S], [3Fe-4S] und [4Fe-4S]-Cluster. Die [3Fe-4S]-Cluster kommen seltener vor und
entstehen durch Oxidation aus [4Fe-4S]-Zentren. Hierbei ist das Zentrum nur durch drei

Cysteinliganden an das Protein geheftet (Beinert, 2000).
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Abbildung 1: Die Koordination von Eisen und Schwefel in den vier einfachsten Eisen-
Schwefel Clustern (basierend auf Kiley und Beinert, 2003).

Die Eisen-Schwefel-Cluster kdnnen in verschiedenen Oxidationsstufen vorliegen. Hierbei
gilt, dass die Anzahl der mdglichen Oxidationsstufen mit der Anzahl der beteiligten Eisen-
atome ansteigt (Rees, 2002), da jedes Eisen als Ferro- oder Ferri-Eisen vorliegen kann. Somit
hat jedes FeS-Cluster mit n Eisenatomen n + 1 Oxidationszustinde (Rees, 2002).
Generell besitzen Eisen-Schwefel-Cluster ein niedriges Reduktionspotential (E*’~ -
400 mV; Beinert, 2000) und sie nehmen oft an Reduktionen von Molekiilen teil (Rees, 2002).
Eine Ausnahme stellen die Rubredoxine (E>’~ 0 mV) und die ,,High-Potential Iron-Sulfur
Proteins* (HiPIP) dar (als Ubersicht: Carter Jr., 2001). Sie besitzen ein kubisches, durch 4
Cysteine im Protein verankertes FeS-Cluster (Breiter et al., 1991), das in vitro zwischen den
Formen [4Fe-4S]°" und [4Fe-4S]*" agiert (Carter Jr. et al., 1972). Das HiPIP von R.
globiformis besitzt ein Redoxpotential von E°’~+450 mV (Ambler et al., 1993).
Einige der Eisen-Schwefel-Cluster assemblieren spontan unter reduktiven Bedingungen
aus Eisen (IT) und Sulfid (Beinert et al., 1997). Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass in vivo

akzessorische Proteine an der Bildung von Eisen-Schwefel-Proteinen beteiligt sind.

3.2. Die Reifung der Eisen-Schwefel Proteine

Die Herstellung oder Rekonstitution der Eisen-Schwefel-Cluster durch spontane Anordnung
der Bestandteile ist in vitro moglich (Malkin und Rabinowitz, 1966; Beinert et al., 1997), in
Vivo aber ist sie zu ineffizient und wiirde eine Anhdufung von Fe*” und S* in toxischen
Mengen voraussetzen (Ubersichtsartikel: Beinert, 2000; Frazzon und Dean, 2003; Kiley und
Beinert, 2003). Aus diesem Grund besitzt die Zelle ein Konsortium von hoch konservierten
Proteinen, die sowohl die Synthese der Eisen-Schwefel-Cluster als auch deren Einbau in die

Proteine bewerkstelligen. Der Reifungsmechanismus der Eisen-Schwefel-Proteine scheint in
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der Natur weit verbreitet zu sein, da homologe Proteine in allen drei Reichen vorhanden sind
(Frazzon et al., 2002). Die meisten verdffentlichten Arbeiten hierzu stammen von der Gruppe
um D. Dean, die sich mit der Untersuchung der Nitrogenase im Bakterium Azotobacter
vinelandii befasst (Jacobson et al., 1989 und als Ubersicht: Dean et al., 1993; Frazzon und
Dean, 2003). Die Hilfsproteine der Eisen-Schwefel-Cluster Synthese wurden deswegen unter
den nif (nitrogen fixation) Genen gefunden (Abb. 2; Jacobson et al., 1989) und die
Genprodukte als NifS und NifU bezeichnet. Homologe Proteine in stickstoff- und nicht-
stickstoff-fixierenden Organismen werden durch die isc (iron-sulfur cluster) Gene kodiert
(Abb. 2; Zheng et al., 1998). Da sie an generellen Zellprozessen beteiligt sind, werden sie den

Haushaltsgenen (,,housekeeping®) zugerechnet.

Genregion fiir die Biosynthese der ,,housekeeping® FeS-Cluster

cysE2 iscR iscS iscU iSCA hscB hscA fdx
- —q > > >
v v
Cystein Desulfurase Ferredoxin
O-Acetylserin-Synthase ,.Geriistprotein®

Genregion fiir die Biosynthese der ,,nif-spezifischen“ FeS-Cluster
iscAnif nifUu nifS nifV cysE1
[ = I i | )b
|
I

| Cc% 2 Cloe |C137 Ccl39  ci712 Ci75 Cc212 275 >

Transientes Permanentes Thioredoxin-dhnliches
Cluster Cluster Modul

Abbildung 2: Organisation der Stickstoff-Fixierung spezifischen- (nif) und ,,Haushalts-*
Gene der Eisen-Schwefel-Cluster Biosynthese in A. vinelandii (frei nach Frazzon und Dean,
2003; Frazzon et al., 2002). Die Doménenstruktur von NifU ist vergroBert dargestellt.

NifS wurde erstmals aus A. vinelandii gereinigt und erscheint als Homodimer in der
Gelfiltration. NifS ist ein pyridoxalphosphat-abhingiges Enzym (Zheng et al., 1993) mit
Cystein-Desulfurase-Aktivitidt und rekrutiert den Schwefel aus Cystein (Gleichung 3; Zheng
etal., 1993).

L-Cystein — L-Alanin + S° Gleichung 3
(Zheng et al., 1993)
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Der Schwefel wird intermedidr als Persulfid an einem aktivierten Cysteinrest (Cystein 325)
von NifS gebunden (Zheng und Dean, 1994; Zheng et al., 1994). Das homologe Protein IscS
(Zheng et al., 1998) besitzt in vitro die gleiche Funktion wie NifS und wurde aus A. vinelandii
(Zheng et al., 1998), heterolog aus E. coli (Zheng et al., 1998) und homolog aus E. coli (als
NifS-dhnliches Protein; Flint, 1996) gereinigt. Die wichtige Rolle von IscS bei der Herstel-
lung von Eisen-Schwefel-Clustern wurde durch in vivo Studien in E. coli bestitigt (Schwartz
et al., 2000): eine iscS Mutante besall reduzierte Aktivitdten von 16slichen (Aconitase B, 6-
Phosphogluconat-Dehydratase, Glutamat Synthase, Fumarase A und FNR) und membran-
gebundenen Proteinen (NADH Dehydrogenase und Succinat Dehydrogenase); sie alle
besitzen ein [4Fe-4S]-Zentrum (Schwartz et al., 2000).

NifU dient als Geriist-Protein fiir die Synthese der FeS-Cluster (Fu et al., 1994). Das
nifU Gen wurde heterolog in E. coli exprimiert und das Produkt wurde ebenfalls als
Homodimer gereinigt (Fu et al., 1994). Es enthélt pro Untereinheit ein [2Fe-2S]-Zentrum,
welches fest an das Protein gebunden ist und auch durch starke Chelat-Reagenzien nicht
entfernt werden kann (Fu et al., 1994). Die NifU-Struktur kann in drei Doménen unterteilt
werden (siche Abb. 2; Agar et al., 2000b; Frazzon et al., 2002): In der N-terminalen Region
werden die fiir den Transfer zu anderen Proteinen bestimmten Eisen-Schwefel-Cluster (=
transiente Cluster) assembliert. In der zentralen Region befinden sich vier essentielle
Cysteine, welche ein redox-aktives [2Fe-2S]*""*-Cluster binden (Agar et al., 2000b). Dieses
Eisen-Schwefel-Cluster wird nicht {ibertragen und somit als permanentes Cluster bezeichnet.
Es ist vermutlich bei der Freigabe des transienten Clusters an die Nitrogenase beteiligt (Agar
et al., 2000b; Yuvaniyama et al., 2000). Am C-Terminus befindet sich ein CXXC Motiv, das
dem Motiv von Thioredoxinen #hnelt. Seine Funktion ist nicht bekannt, jedoch wurde
kiirzlich vorgeschlagen, dass es ebenfalls als Assemblierungs-Plattform fiir [2Fe-2S] und
[4Fe-4S]-Cluster dient (Dos Santos et al., 2004). Das homologe Protein IscU ist kleiner als
NifU und enthélt nur die N-terminale Doméne zur Bildung des transienten Clusters (Zheng et
al., 1998). Die Rolle des permanenten [2Fe-2S]-Clusters wird hier eventuell durch ein
Ferredoxin (fdx) iibernommen, welches ebenfalls in der Genregion kodiert ist (siche Abb. 2;
Jung et al., 1999; Kakuta et al., 2001).

Bereits 1980 wurde durch Stabilitidtsuntersuchungen von Roberts und Bill (1980) die
Hypothese erhoben, dass NifS und NifU in K. pneumoniae einen Komplex bilden. Tatsdchlich
wurde dann ein kurzlebiger Komplex zwischen NifS und NifU in vitro gezeigt, wobei NifS
den Schwefel auf NifU iibertrdgt. Durch den zusdtzlichen Erwerb von Eisen wurde ein labiles

[2Fe-2S]-Zentrum am NifU Protein gebildet (Yuvaniyama et al., 2000). Auch fiir das Isc-
-6-
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System wurde gezeigt, dass IscU und IscS interagieren (Agar et al., 2000c; Urbina et al.,
2001). Der Schwefel wird hierbei von IscS auf eine Cysteingruppe von IscU iibertragen
(Urbina et al., 2001) und zusammen mit dem Eisen in ein transientes [2Fe-2S] oder [4Fe-4S]-
Cluster umgewandelt (Agar et al., 2000a; Agar et al., 2000c; Smith et al., 2001; Urbina et al.,
2001). Nuth et al. postulierten hingegen, dass zuerst das Eisen am IscU gebunden wird, und
dass dann die Schwefeliibertragung von IscS aus erfolgt (Nuth et al., 2002).

Der Ubertragungsmechanismus des FeS-Clusters von NifU zum Eisen-Protein der
Nitrogenase (Jacobson et al., 1989) ist bisher nicht geklart (Frazzon et al., 2002). In vitro
Studien weisen jedoch auf einen direkten Transfer durch Ligandenaustausch hin (Dos Santos
et al., 2004) und nicht auf eine Freisetzung und Reassemblierung von Fe*" und S*.

Auch eines der bekanntesten Eisen-Schwefel-Proteine, FNR, wird durch IscS/IscU

synthetisiert (Schwartz et al., 2000); es wird im weiteren kurz beschrieben.

3.3. Das FNR Protein

Neben der Rolle als Elektronentibertrager konnen Eisen-Schwefel-Proteine auch regulatorisch
wirken. Ein Beispiel ist das FNR (Fumarat-Nitrat-Reduktion) Protein (als Ubersichtsartikel:
Kiley und Beinert, 1998). Lambden und Guest (1976) hatten das fnr Gen erstmals bei der
Untersuchung von Fumarat- und Nitrat-Reduktase negativen Mutanten aus E. coli
beschrieben. FNR kontrolliert die Expression von zahlreichen Genen (Sawers et al., 1988;
und als Ubersicht siehe Tabelle 2 in Unden et al., 1995), unter ihnen auch das nik Operon
(Wu et al., 1989) und Teile des hyp Operons (hypBCDE, siche unten; Lutz et al., 1991;
Messenger und Green, 2003).

Der N-Terminus des FNR Proteins enthilt ein konserviertes C16X3C20X2C23X5C29-
Motiv, wovon drei Cysteine essentiell sind (Cys20, 23 und 29; Melville und Gunsalus, 1990;
Spiro und Guest, 1990; Sharrocks et al., 1990). FNR wurde zundchst unter aeroben
Bedingungen als Monomer gereinigt; es enthielt unterstochiometrische Menge an Eisen
(Green et al., 1991; Green und Guest, 1993a; Green und Guest, 1993b; Lazazzera et al.,
1993). Es wurde vermutet, dass es sich um ein Metalloprotein handelt (Spiro und Guest,
1988), und Versuche mit Metall Chelatoren und Fe”"-Supplementation verstirkten diese Idee
(Spiro et al., 1989; Trageser und Unden, 1989). Spiter wurde gezeigt, dass FNR ein Eisen-
Schwefel-Cluster enthdlt (Lazazzera et al., 1996). Dieses wurde nach Rekonstitution in
Anwesenheit von Fe**, DTT, L-Cystein und NifS bzw. nach anaerober Reinigung als [4Fe-

4S]-Cluster identifiziert (Green et al., 1996; Khoroshilova et al., 1997). Man vermutet, dass
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es durch vier Cystein-Reste (Cys20, 23, 29 und 122) gebunden wird (Jordan et al., 1997),
obwohl fiir diese Zuordnung noch strukturelle Beweise fehlen (Bates et al., 2000).

In seiner aktiven Form ist FNR ein Homodimer (Lazazzera et al., 1993; Bates et al.,
1995; Ziegelhoffer und Kiley, 1995; Lazazzera et al., 1996) mit jeweils einem [4Fe-4S]-
Cluster pro Untereinheit (Khoroshilova et al., 1997; Moore und Kiley, 2001). Durch
Mossbauer Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass es sich um ein [4Fe-4S]-Cluster der
Oxidationsstufe +2 handelt (Mdssbauer Parameter: & = 0.45 mms'l; AEq = 1.22 mms'l;
Khoroshilova et al., 1997) und somit ,,EPR-silent ist (Green et al., 1996). In vitro zerfillt das
[4Fe-4S]*" durch Sauerstoff in ein biologisch inaktives [2Fe-2S]*"-Cluster (Khoroshilova et
al., 1997). Die Konvertierung vom [4Fe-4S]*" zum [2Fe-2S]*"-Cluster findet auch in vivo
statt, was durch Mossbauer Messungen an ganzen Zellen gezeigt wurde (Popescu et al.,
1998). Obwohl das [2Fe-2S]*"-Cluster in FNR stabiler gegeniiber Sauerstoff ist, wurde es in
aeroben Zellen nicht nachgewiesen, da es eventuell labil gegeniiber Superoxid ist (Sutton et
al., 2004). Eine in vivo Oxidation von FNR durch Ferricyanid wurde beschrieben (Unden et
al., 1990) und auch in vitro gezeigt, wozu ein zwanzigfacher Uberschuss an K;Fe(CN)g
notwendig war. Das Cluster wurde dabei zerstort und Fe* freigesetzt (Jordan et al., 1997).

Eine Reduktion des [4Fe-4S]*"-Cluster zum [4Fe-4S]'"-Cluster ist in vitro nur partiell
durch Dithionit méglich (Green et al., 1996; Kiley und Beinert, 1998). Da das Redoxpotential
des 1+/2+ Paars von FNR auf <-650 mV geschétzt wurde, erscheint es unwahrscheinlich, dass
es in vivo als [4Fe-4S]'"-Cluster existiert. Auch physiologische Elektronendonatoren oder
-akzeptoren, die auf einen Wechsel des Redoxstatus von FNR in vivo hinweisen, sind nicht
bekannt (Kiley und Beinert, 1998).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass FNR in zwei Formen vorliegen kann:
- Unter aeroben Bedingungen als Monomer das kein Eisen-Schwefel-Cluster bzw. ein

[2Fe-2S]*"-Cluster enthilt. In dieser Form ist es inaktiv und bindet nicht an DNA.

- Unter anaeroben Bedingungen als Dimer mit einem [4Fe-4S]*"-Cluster pro Untereinheit.

Diese Form ist aktiv, kann an DNA binden und dabei die Transkription regulieren.

Die Anordnung von Eisen und Schwefel in FNR entspricht den in Abbildung 1 dargestellten
Clustertypen. Modifizierte Eisen-Schwefel-Cluster wie zum Beispiel der FeMo-Kofaktor und
das P-Cluster der Nitrogenase, das C- und A-Cluster der CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA
Synthasen und das H-Cluster der [Fe]-Hydrogenasen werden im nidchsten Abschnitt

vorgestellt.
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3.4. Proteine mit modifizierten Eisen-Schwefel-Clustern

Obwohl die Eisen-Schwefel-Metallocluster im aktivem Zentrum der Nitrogenase, CO-De-
hydrogenase und der Hydrogenasen der Organisation von einfachen Eisen-Schwefel-Clustern
dhneln, gibt es Unterschiede, die ihnen die Bindung von zusédtzlichen Liganden ermdglichen

und neue katalytische Eigenschaften verschaffen (Rees und Howard, 2003).

3.4.1. Das P-Cluster und der FeMo-Kofaktor der Nitrogenase

Ein besonders interessantes Protein ist in diesem Zusammenhang die Nitrogenase
(Ubersichtsartikel: Peters et al., 1995; Burgess und Lowe, 1996; Eady, 1996; Muchmore et
al., 1996; Schmid et al., 2001). Sie katalysiert die ATP-abhidngige Reduktion von Stickstoff

zu Ammonium, wobei als Nebenprodukt Wasserstoff freigesetzt wird (Gleichung 4).

N, + 8H" + 8¢ + 16MgATP — 2NH; + H, + 16MgADP + 16P; Gleichung 4
(Dean et al., 1993)

Die Nitrogenase ist aus zwei Proteinen aufgebaut: dem Eisen-Protein (y,) und dem Molybdén-
Eisen-Protein (a232) (auch Dinitrogenase-Reduktase bzw. Dinitrogenase).

Das Eisen-Protein ist ein Homodimer mit einem [4Fe-4S]-Cluster und koppelt ATP
Hydrolyse mit Protein internem Elektronentransfer (Dean et al., 1993; Einsle et al., 2002).
Beide Untereinheiten des Eisen-Proteins besitzen eine MgATP-Bindestelle dhnlich zu
anderen Nukleosidphosphat-Bindeproteinen (Walker et al., 1982; Howard und Rees, 1996).
Zunichst wurde vermutet, dass das Eisen-Protein ein Elektron an das Molybdén-Eisen-
Protein weitergibt und das FeS-Cluster damit zwischen den Oxidationszustdnden 2+ und 1+
pendelt. 1994 wurde jedoch von Watt und Reddy berichtet, dass die [4Fe-4S]'" Form sich
weiter zum Ferrozustand aller Eisenatome [4Fe-4S]° reduzieren lisst (Watt und Reddy, 1994).
Diese Reduktion war mit Methylviologen, Ti(Ill)citrat und dem physiologischen
Elektronendonor (Flavodoxin) moglich, nicht jedoch mit Dithionit als Reduktionsmittel (Watt
und Reddy, 1994; Burgess und Lowe, 1996). Auch andere Gruppen konnten die Existenz des
[4Fe-4S]° Zustands nachweisen (Angove et al., 1997; Angove et al., 1998; Strop et al., 2001).
Somit werden jeweils zwei Elektronen iibertragen und das Cluster wechselt von [4Fe-4S]°
nach [4Fe-4S]*" (Angove et al., 1998).

Das Molybdén-Eisen-Protein bindet pro Untereinheit ein [8Fe-7S]-Cluster (P-Cluster)
und ein heterometallisches [Mo-7Fe-9S]-Cluster (Abb. 3; Chan et al., 1993). Letzteres wird

als FeMo-Kofaktor bezeichnet, da es aus sdure-denaturiertem Protein intakt extrahiert werden
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kann (Shah und Brill, 1977) und aktives Enzym mit Kofaktor-defizientem-Protein bildet
(Howard und Rees, 1996).

Cys62
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Abbildung 3: Strukturen des P-Clusters und des FeMo-Kofaktors der Nitrogenase (aus
Drennan und Peters, 2003). Eisen ist in orange dargestellt, Schwefel in gelb, Sauerstoff in rot,
Kohlenstoff in grau, Stickstoff in blau und Molybdén in violett.

Auch das P-Cluster im MoFe-Protein nimmt an der Elektronen-Ubertragung teil. Das [8Fe-
7S]-Cluster kann als Dimeres von zwei [4Fe-3S]-Cluster angesehen werden, die iiber ein
hexakoordiniertes Schwefelatom verbunden sind. Das komplette Cluster ist {iber sechs
Cysteinliganden mit dem Protein verkniipft (Peters et al., 1997). Das P-Cluster durchléuft
eine redox-abhiingige Strukturinderung (Mayer et al., 1999), die mit der Ubertragung von
Protonen und Elektronen gekoppelt ist (Peters et al., 1997; Drennan und Peters, 2003).

Der MoFe-Kofaktor ist der Ort der Stickstoff-Bindung und Reduktion. Zuséitzlich zu
den sieben Eisen und neun Schwefel Atomen wurde Homocitrat als Ligand des Molybdin
Atoms (Hoover et al., 1987) und ein leichtes, durch sechs Eisen Atome hexakoordiniertes
Atom (N, C oder O; Einsle et al., 2002), im Zentrum gefunden. Der MoFe-Kofaktor ist nur
durch zwei Reste mit dem Protein verbunden: Cys275 und His 442 (Abb. 3; Kim und Rees,
1992). Fiir jedes N,, das am FeMo-Kofaktor zu zwei Ammonium Molekiilen reduziert wird,
werden sechs Elektronen benétigt. Diese werden vom Eisen-Protein in das Molybdén-Eisen-
Protein gepumpt, wobei typischerweise zwei ATP pro Elektron hydrolysiert werden (Kaim
und Schwederski, 1991; Rees, 2002). Da die Nitrogenase auch H, bildet, wird zusitzliches
ATP benétigt. Obwohl die Struktur des MoFe-Kofaktors gut untersucht ist, ist iiber den

Mechanismus der N,-Bindung und -Reduktion wenig bekannt (Drennan und Peters, 2003).

-10-
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3.4.2. Das C-Cluster der CO-Dehydrogenase und das A-Cluster der Acetyl-CoA Synthase
Wie oben beschrieben stellt die Bildung von aktivierter Essigsdure wahrscheinlich einen der
primdren Schritte des Ur-Stoffwechsels dar (Huber und Wéchtershiuser, 1997). Acetat wird
in acetogenen Bakterien durch einen Enzymkomplex aus CO-Dehydrogenase und Acetyl-
CoA-Synthase katalysiert. Die aktiven Zentren (C-Cluster und A-Cluster) enthalten beide
sowohl ein ungewdhnliches Eisen-Schwefel-Cluster als auch Nickel. (Abb. 4; als Ubersichts-
artikel: Ferry, 1995; Lindahl, 2002). Das C-Cluster der CO-Dehydrogenase dient der umkehr-
baren Reduktion von COQO,. Die Kristallstruktur des C-Clusters wurde im Jahr 2001
unabhingig von zwei Gruppen beschrieben, wobei die Enzyme aus Carboxydothermus
hydrogenoformans (Dobbek et al., 2001) und Rhodospirillum rubrum (Drennan et al., 2001)
stammten. Es zeigte sich, dass die Struktur anders war als durch spektroskopische Analysen
erwartet (Tan et al., 1992; DeRose et al., 1998). Anstatt des vermuteten [4Fe-4S]-Clusters mit
externem, mononuklearem Nickel fand man ein ungewohnliches Fe-[Ni-3Fe-4S]-Cluster
(Dobbek et al., 2001; Drennan et al., 2001), wobei das freistehende Eisen als FCII bezeichnet
wird (Abb. 4). Obwohl beide Strukturen dhnlich sind, wurde keine gemeinsame Substrat-

Bindestelle beschrieben (Drennan und Peters, 2003).
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Abbildung 4: Struktur des C-Clusters der CO-Dehydrogenase von C. hydrogenoformans
und des A-Clusters der Acetyl-CoA Synthase aus M. thermoacetica (aus Drennan und
Peters, 2003). Eisen ist in orange dargestellt, Nickel in hellblau, Schwefel in gelb, Kohlenstoff
in grau, Sauerstoff in rot, Kupfer in griin und Stickstoff in blau. Die Position eines unbekannten
Ligandens ist in violett dargestellt.
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Das A-Cluster der Acetyl-CoA Synthase besteht aus einem [4Fe-4S]-Cluster, welches mit
einem bimetallischen Zentrum verbunden ist (Abb. 4). Das Metallzentrum enthélt ein Nickel
distal vom FeS-Kubus. Das zweite Metall (proximal zum FeS-Cluster) wurde zunéchst als
Kupfer interpretiert (Doukov et al., 2002) und spéter als Zink in der geschlossenen Form und
als zweites Nickel in der offenen Form der Acetyl-CoA Synthase beschrieben (Darnault et al.,
2003). Es stellte sich heraus, dass das Ni-Ni-[4Fe-4S]-Cluster die aktive Form des Enzyms
darstellt (Seravalli et al., 2004; Svetlitchnyi et al., 2004). Das A-Cluster synthetisiert Acetyl-
CoA aus Kohlenmonoxid, CoenzymA und einer Methylgruppe. Das CO stammt aus der
Reduktion von CO, durch das C-Cluster und wandert innerhalb eines Proteintunnels zum A-
Cluster (Seravalli und Ragsdale, 2000). Ob die CHs- und CO-Gruppe beide an das proximale
Nickel binden oder ob zunichst die Methylgruppe an das distale Nickel bindet und an-
schlieBend auf die CO-Gruppe des proximalen Nickels iibertragen wird, ist noch unklar
(Grahame, 2003).

Vergleichbar zu anderen Nickel-enthaltenden Enzymen, wie der Urease (Ubersichts-
artikel: Mobley et al., 1995) und der [NiFe]-Hydrogenase, wurde fiir die CO-Dehydrogenase
gezeigt, dass akzessorische Proteine, kodiert durch die Gene cooCTJ, an der Reifung bzw. am

Nickel-Einbau beteiligt sind (siche Diskussion; Kerby et al., 1997; Jeon et al., 2001).

4. Hydrogenasen

Hydrogenasen reagieren mit H, oder Protonen als Substrat (als Ubersicht siche Thauer et al.,
1996; Cammack et al., 2001; Vignais et al., 2001; Vignais und Colbeau, 2004). Sie besitzen
ebenfalls Eisen-Schwefel-Zentren. Eine Ausnahme bilden die Hj-bildenden Methylentetra-
hydromethanopterin-Dehydrogenasen (Hmd) (Zirngibl et al., 1992; Hartmann et al., 1996),
die seit 1995 als ,,Metallfreie Hydrogenasen bezeichnet wurden (Berkessel und Thauer,
1995). Entgegen ihrem Namen wurde kiirzlich gezeigt, dass ein Eisen (Lyon et al., 2004)
innerhalb eines licht-empfindlichen Kofaktors enthalten ist (Buurman et al., 2000; Shima et
al., 2004). Das Eisen in Hmd ist nicht redox-aktiv (Lyon et al., 2004).

4.1. [Fe]-Hydrogenasen

Sowohl die [Fe]- als auch die [NiFe]-Hydrogenasen enthalten ein zweiatomiges aktives
Zentrum. Das der [Fe]-Hydrogenasen enthdlt keine anderen Metalle, weshalb sie im
Englischen als ,,iron-only*“-Hydrogenasen bezeichnet werden. Das aktive Zentrum wird als H-

Cluster bezeichnet. Kristallstrukturen der [Fe]-Hydrogenasen von C. pasteurianum (Adams
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und Stiefel, 1998; Peters et al., 1998) und D. desulfuricans (Nicolet et al., 1999) haben den
Aufbau des H-Clusters der [Fe]-Hydrogenasen entschliisselt (Abb. 5; Ubersichtsartikel:
Peters, 1999; Nicolet et al., 2000; Lemon und Peters, 2001; Nicolet et al., 2002).

Der Autbau des H-Clusters kann folgendermallen beschrieben werden: Das Di-Eisen-
Zentrum (,,zweiatomiges™ Eisen-Zentrum) ist durch das Thiolat des Cysteins (Cys 503 in
Abb. 5) kovalent mit einem [4Fe-4S]-Cluster verbunden. Die zwei Eisen werden in Bezug auf
Thre Lage zum [4Fe-4S]-Cluster als proximales und distales Eisen bezeichnet und sind 2.6 A
voneinander entfernt. Zusétzlich wird das Di-Eisen-Zentrum noch durch Nicht-Protein-
Liganden koordiniert. Hierbei handelt es sich um je ein CN und ein CO pro Eisen und
zusitzlich ein verbindendes CO. AuBlerdem werden die zwei Eisen durch ein Dithiolat
verbunden, wobei es sich bei der zunéchst als 1,3-Propandithiol beschriebenen Verbindung
(Nicolet et al., 1999) doch eher um ein Di-(thiomethyl)-Amin handelt (Nicolet et al., 2001;
Nicolet et al., 2002). Dass das starke Ligandenfeld von CN und CO um das Eisen es demnach
dhnlich zu den Ubergangsmetallen Pt, Pd und Ru macht, die den biologischen Systemen
unzuginglich sind, wurde von Nicolet et al. postuliert (2002). Diese sind als gute

Wasserstoff-Katalysatoren bekannt.

) Cys300
Cys499

Cys503 &0 Cv 3
Cys355 & ON\N/® ®
° X
@
H-Cluster

Abbildung 5: Struktur des H-Clusters der [Fe]-Hydrogenase aus C. pasteurianum (aus
Drennan und Peters, 2003). Der Farbcode ist: Eisen in orange, Schwefel in gelb, Sauerstoff in
rot, Kohlenstoff in grau, Stickstoff in blau. Die Dithiolat-Verbindung ist in violett dargestellt.

Die Kristallstrukturen zeigten zusétzlich, dass in den [Fe]-Hydrogenasen fiinf FeS-Cluster
enthalten sind: neben dem erwéhnten H-Cluster noch zusétzlich vier zu den Standard-Eisen-
Schwefel-Zentren gehdrende Cluster (ein [2Fe-2S] und drei [4Fe-4S]). Sie dienen dem
Elektronentransfer innerhalb des Proteins. Den [Fe]-Hydrogenasen von Algen fehlen diese

FeS-Cluster (Melis und Happe, 2001; Happe und Kaminski, 2002; Forestier et al., 2003).
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Uber die Assemblierung des aktiven Zentrums ist im Gegensatz zu den [NiFe]-Hydrogenasen
bisher wenig bekannt, obwohl kiirzlich tiber die Entdeckung vermeintlicher Hilfsproteine der

[Fe]-Hydrogenase-Reifung berichtet wurde (Posewitz et al., 2004).

4.2. [NiFe]-Hydrogenasen

[NiFe]-Hydrogenasen sind Heterodimere, bestehend aus einer kleinen Untereinheit (von ~ 30
kDa) und einer groBen Untereinheit (von ~ 60 kDa) (Fauque et al., 1988; Przybyla et al.,
1992; Albracht, 1994; Vignais und Toussaint, 1994; Vignais et al., 2001). Die Kristall-
strukturen der [NiFe]-Hydrogenasen von Desulfovibrio gigas (Volbeda et al., 1995; Volbeda
et al., 1996b), Desulfovibrio vulgaris (Higuchi et al., 1997; Higuchi et al., 1999),
Desulfovibrio desulfuricans (Matias et al., 2001) und der [NiFeSe]-Hydrogenase von
Desulfomicrobium baculatum (Garcin et al., 1999) zeigten, dass die kleine und grofie Unter-
einheit liber eine groe Kontaktfliche miteinander interagieren und ein globuléres Hetero-
dimer bilden (Volbeda et al., 1995; Volbeda et al., 1996b).

Die kleine Untereinheit enthidlt mehrere FEisen-Schwefel-Cluster, die dem
Elektronentransfer zum und vom aktiven Zentrum dienen. Diese sind folgendermallen
angeordnet: proximales [4Fe-4S]-Cluster, [3Fe-4S]-Cluster ([4Fe-4S]-Cluster in der
[NiFeSe]-Hydrogenase von D. baculatum; Garcin et al., 1999) und distales [4Fe-4S]-Cluster
(vom aktiven Zentrum nach auflen). Die kleinen Untereinheiten der Energie-konservierenden
[NiFe]-Hydrogenasen (Vignais et al., 2001; Vignais und Colbeau, 2004), zu denen auch
Hydrogenase 3 von E. coli gezahlt wird, sind bedeutend kleiner und weisen nur das proximale
[4Fe-4S]-Cluster auf (Hedderich, 2004).

Das aktive Zentrum befindet sich in der groBen Untereinheit an der Kontaktfliche zur
kleinen Untereinheit (als Ubersicht siehe Fontecilla-Camps et al., 1997; Frey et al., 2001). Es
besteht aus einem Nickel- und einem Eisenatom (Abb. 6). Diese sind durch vier konservierte
Cysteinliganden mit dem Protein verbunden (N-terminales Motiv: RxC;GxCxxxH; C-
terminales Motiv: DPC;xxCsxxH/R; Przybyla et al., 1992; Voordouw, 1992; Wu und
Mandrand, 1993), wobei zwei Thiolate (Cys2 und Cys 4 in Abb. 6) das Eisen- und Nickel-
atom verbinden (Volbeda et al., 1995).
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Abbildung 6: Schema des aktiven Zentrums der [NiFe]-Hydrogenase von Desulfovibrio
gigas (nach Volbeda et al., 1995; Happe et al., 1997).

Durch Infrarot-Spektroskopie (Bagley et al., 1994; Bagley et al., 1995; Van der Spek et
al., 1996; Happe et al., 1997) und Rontgenstrukturanalysen (Volbeda et al., 1995; Volbeda et
al., 1996b) wurde gezeigt, dass die [NiFe]-Hydrogenasen diatomare Liganden am Eisen
besitzen, wobei es sich um ein CO und zwei CN handelt (Happe et al., 1997; Pierik et al.,
1999). Eine Ausnahme stellt die NAD-reduzierende [NiFe]-Hydrogenase aus R. eutropha dar:
sie besitzt zwei zusétzliche CN-Liganden, wovon eines das Nickelatom koordiniert (Happe et
al., 2000). Kristallstrukturen der Hydrogenasen von E. coli sind nicht verfiigbar, man nimmt
jedoch an, dass sie sich in der Struktur nicht von den ,klassischen* [NiFe]-Hydrogenasen

unterscheiden.

5. Die Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen

E. coli besitzt drei [NiFe]-Hydrogenasen (Hyd-1, -2 und —3), kodiert durch das hya-, hyb- und
hyc-Operon (Menon et al., 1990; Menon et al., 1991; Sauter et al., 1992; Menon et al., 1994);
eine vierte (kodiert durch das hyf Operon; Andrews et al., 1997) wurde durch Sequenz-
Ahnlichkeiten zu Hydrogenase 3 postuliert (Ubersichtsartikel: Sawers, 1994; Sawers et al.,
2004). Hydrogenase 1 und 2 befinden sich auf der periplasmatischen Seite der
Cytoplasmamembran und sind Hj-verbrauchende Enzyme (Ballantine und Boxer, 1985;
Ballantine und Boxer, 1986; Sawers und Boxer, 1986). Hydrogenase 3 hingegen ist Teil des
Formiat-Hydrogen-Lyase (FHL) Komplexes (Stephenson und Stickland, 1931; Gest und Peck
Jr., 1955; Peck Jr. und Gest, 1957; Sawers et al., 1985) und somit ein Wasserstoff-Produzent.
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Finf Proteine des FHL-Komplexes und von [NiFe]-Hydrogenasen anderer Organismen
weisen Sequenzdhnlichkeiten zu Komplex I der Atmungskette auf (Bohm et al., 1990;
Albracht, 1993; Bock und Sawers, 1996). Man vermutet, dass die Energie-konservierenden
[NiFe]-Hydrogenasen von Archaeca/Extremophilen (wie die Ech Hydrogenasen; Kunkel et al.,
1998; Meuer et al., 1999; Meuer et al., 2002) einen Vorldufer des Komplexes I darstellen
oder von einem gemeinsamen Vorldufer abstammen (Albracht und Hedderich, 2000;

Friedrich und Scheide, 2000; Hedderich, 2004; Sawers et al., 2004).

Die Reifung der groen Untereinheit der [NiFe]-Hydrogenasen lduft nicht spontan ab sondern
wird durch Hilfsproteine (akzessorische Proteine) bewerkstelligt. Die hierfiir kodierenden
Gene (hyp Gene) wurden bei der Sequenzierung des hyc Operons, das Komponenten des
FHL-Komplexes kodiert, entdeckt. Die hyp Gene werden entgegengesetzt zu diesem
transkribiert (Lutz et al., 1991). Die Deletion der hyp Gene bewirkt, dass keine der drei
Hydrogenasen aktiv synthetisiert wird (Jacobi et al., 1992). Eine Ausnahme stellen Mutanten
mit Deletionen von hypA und hypC dar; sie besitzen noch Hydrogenase 1 und 2-Aktivitt
(Jacobi et al., 1992). Der Grund dafiir ist, dass E. coli homologe Proteine fiir HypA und HypC
synthetisiert (HybF und HybG), die im Operon der Hydrogenase 2 (hyb Operon) kodiert
werden (Menon et al., 1994). Diese sind fiir die Reifung der Hydrogenase 1 und 2 zusténdig
(Blokesch et al., 2001; Hube et al., 2002), wohingegen die Proteine HypA und HypC auf die
Reifung der Hydrogenase 3 spezialisiert sind. Ein zusitzliches Hyp-Protein stellt HypF dar.
Das hypF Gen ist ca. 13 kbp vom hyp Operon entfernt, im urspriinglich als hydA Locus
(Pascal et al., 1975; Sankar et al., 1985) deklarierten Operon zusammen mit hydN (Maier et
al., 1996). Entgegen der Situation in E. coli ist es in anderen Organismen Bestandteil des hyp
Operons, zumeist in folgender Anordnung hypABFCDE (zum Beispiel in R. leguminosarum,
Rey et al., 1993; B. japonicum, Olson und Maier, 1997; R. eutropha hypA1B1F1CDE und
hypA2B2F2, Dernedde et al., 1993; Dernedde et al., 1996; Wolf et al., 1998 und A. vinelandii,
Chen und Mortenson, 1992) .

Uber die Funktion der Hyp Proteine war zu Beginn dieser Arbeit noch wenig bekannt

(Ubersicht: Maier und Bock, 1996b). Abbildung 7 zeigt ein Reifungs-Modell der groBen
Untereinheit der Hydrogenase 3 (HycE) aus E. coli wie es im Jahr 2000 vorlag.
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pre-HycE

GTP

Abbildung 7: Model zur Reifung der Hydrogenase 3 von E. coli im Jahr 2000. I) Synthese
und Einbau der Liganden CO und CN; II) Komplexbildung mit HypC; III) Nickeleinbau durch
HypB; IV) C-terminale Prozessierung durch Hycl. Erklarungen siehe Text.

Abbildung 7 zeigt, dass HycE als Vorldufer ohne aktives Zentrum synthetisiert wird.
Vermutlich vollziehen die Proteine HypC, HypD, HypE und HypF die ersten Schritte der
Reifung (Abb. 7/1). Bekannt war, dass HypC einen Komplex mit der Vorlduferform von HycE
(pre-HycE) eingeht (Abb. 7/11; Drapal und Bock, 1998; Magalon und Bock, 2000a).

Es folgt der Einbau von Nickel (Abb. 7/III). Hierfiir wird HypB bendtigt, das GTPase
Aktivitit aufweist (Maier et al., 1993; Maier et al., 1995). Entgegen den HypB Proteinen aus
anderen Organismen besitzt HypB aus E. coli keinen histidinreichen N-Terminus zur Nickel-
Speicherung (Rey et al., 1994 Fu et al., 1995). Aus Studien an H. pylori und E. coli ging
hervor, dass auch das HypA Protein (bzw. das HybF Protein) am Nickeleinbau beteiligt ist
(Olson et al., 2001; Hube et al., 2002; Mehta et al., 2003).

Nach der Dissoziation von HypC (Magalon und Bock, 2000b) tastet die spezifische
Endopeptidase Hycl den Hydrogenase-Vorldufer auf das inkorporierte Nickel ab
(Theodoratou et al., 2000a; Magalon et al., 2001) und spaltet ein Peptid mit 32 Aminosduren
vom C-Terminus ab (Rossmann et al., 1994). Bei Hydrogenase 1 und 2 werden Peptide mit je
15 Aminoséduren durch die Endopeptidasen HyaD (Menon et al., 1991) und HybD (Menon et
al., 1994; Fritsche et al., 1999) abgespalten. Nach einer Konformationsianderung des Proteins
interagiert HycE mit der kleinen Untereinheit (HycG) (Magalon und Bock, 2000b).
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Im Verlauf dieser Arbeit wurde von A. Paschos gezeigt, dass Carbamoylphosphat die
Ausgangssubstanz der Cyanidliganden darstellt (Paschos et al., 2001; Paschos, 2003). Es wird
von HypF erkannt und durch die CP-Phosphatase gespalten (Paschos et al., 2002), wobei der
Carbamoylrest auf das C-terminale Cystein von HypE iibertragen wird (Reissmann et al.,

2003). Dort erfolgt die Dehydratisierung zum Cyanid (Reissmann et al., 2003).

6. Ziel dieser Arbeit
Zunichst sollte an die vorhergehende Diplomarbeit angekniipft werden (Blokesch, 2000). Ziel

war die Rolle der Proteine HybG und HypC in der Hydrogenasereifung genauer zu definieren.
Auch das HypD Protein sollte ndher untersucht werden, und die Art des Eisen-
Schwefel-Clusters (Jacobi, 1994; Drapal, 1998) bestimmt werden. Dies sollte zum einen
durch gerichtete Mutagenese geschehen, zum anderen durch EPR und Mdssbauermessungen.
Die Charakterisierung des im Laufe dieser Arbeit entdeckten Proteinkomplex aus
HypC und HypD stellte letztendlich das Hauptziel dieser Arbeit dar. Der Grund fiir dessen
spezifische Akkumulation in Carbamoylphosphat defizienten Stimmen sollte herausgefunden
werden. Zusitzlich sollte gezeigt werden, ob der HypC x HypD Komplex ein Reifungsinter-

mediat darstellt und welche Funktion ihm in der Reifungskaskade zugeordnet werden kann.
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MATERIAL UND METHODEN

1. Materialien

1.1. Stamme und Plasmide
Die in dieser Arbeit verwendeten E. coli Stimme sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Tabelle 2 listet

die verwendeten Plasmide auf.

TABELLE 1. Verwendete Bakterienstamme

Stamm* Genotyp Referenz
BL21(DE3) F", ompT hsdSg (rp” mp") gal dcm (DE3) Studier und Moffatt, 1986
JM109 F', [traD36, proA™B", lacl?, A(lacZ) M15], gyrA96, Yanisch-Perron etal., 1985
relAl
DH5a F,(#80dlacZAM15), recAl, endAl, gyrA96, thi-1, Woodcock et al., 1989
hsdR17 (rgmg'), SUpE44, relAl, deoR, A(lacZYA-
argF)u169
MC4100 F, araD139, A(argF-lac)U169, ptsF25, deoCl, Casadaban und Cohen, 1979
relAl, flbB5301, rpsL150, A"
SMP101 MC4100, ATG Kodon von hypA in TAA mutiert Jacobi et al., 1992
SMP101Acar SMP101, AcarAB diese Arbeit
SMP101Acar705 SMP101, AcarAB, AhycE diese Arbeit
DACG SMP101, AcarAB, AargG diese Arbeit
DHP-B MC4100, AhypB Jacobi et al., 1992
DHP-BAcar MC4100, AhypB, AcarAB diese Arbeit
DHP-C MC4100, AhypC Jacobi et al., 1992
DHP-CAcar MC4100, AhypC, AcarAB Blokesch und Béck, 2002a
DHP-CAcar705 MC4100, AhypC, AcarAB, AhycE diese Arbeit
DHP-CAcar705 (DE3) MC4100, AhypC, AcarAB, AhycE; ADE3 diese Arbeit
DHP-D MC4100, AhypD Jacobi et al., 1992
DHP-DAcar MC4100, AhypD, AcarAB diese Arbeit
DDCG MC4100, AhypD, AcarAB, AargG diese Arbeit
DHP-E MC4100, AhypE Jacobi et al., 1992
DHP-EAcar MC4100, AhypE, AcarAB diese Arbeit
DHP-EAcar705 MC4100, AhypE, AcarAB, AhycE diese Arbeit
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DECG
DHP-EAhypF

DHP-EAhypF (DE3)

DHP-F
DHP-FAcar
DHP-FAcar705
DFCG
DHP-F2
DHP-F2 (DE3)
DHB-G
DHB-GAcar
DBGCG
Jef-8
ACarAB
DARGG
DCarAG
HD705
DCar705
DCar705AG
HD709
HD709Acar
Hyd723
Hyd723Acar
HDK103
HDK203
HDK200
DHB-F
DPABF
DPAPB
NIM
BTHI101

DYBJW

MC4100, AhypE, AcarAB, AargG
MC4100, AhypE, AhypF
MC4100, AhypE, AhypF; ADE3
MC4100, AhypF (partiell)
MC4100, AhypF, AcarAB
MC4100, AhypF, AcarAB, AhycE
MC4100, AhypF, AcarAB, AargG
MC4100, AhypF

MC4100, AhypF; ADE3
MC4100, AhybG

MC4100, AhybG, AcarAB
MC4100, AhybG, AcarAB, AargG
thr-31, AcarB8, relAl, metB1
MC4100, AcarAB

MC4100, AargG

MC4100, AcarAB, AargG
MC4100, AhycE

MC4100, AcarAB, AhycE
MC4100, AcarAB, AhycE, AargG
MC4100, Ahycl

HD709, AcarAB

MC4100, nikA::MudI

MC4100, nikA::MudI, AcarAB
MC4100, Ahya (Km®), AhycA-H
MC4100, Ahyb (Km®), AhycA-H
MC4100, Ahyb (Km®)

MC4100, AhybF

SMP101, AhybF

SMP101, AhypB

SMP101, AhypB, AhybF

F’, cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 (Str®),

hsdR2, mcrAl, mcrB1
MC4100, Aybjw

diese Arbeit

Paschos, 2003

diese Arbeit

Maier et al., 1996
Paschos, 2003

diese Arbeit

diese Arbeit

Paschos et al., 2002

diese Arbeit

Blokesch et al., 2001
Blokesch und Bock, 2002a
diese Arbeit

Mergeay et al., 1974
Paschos et al., 2001

diese Arbeit

Blokesch und Bock, 2002a
Sauter et al., 1992
Blokesch und Bock, 2002a
diese Arbeit

Binder et al., 1996

diese Arbeit

‘Wu und Mandrand-Berthelot, 1986
Blokesch und Bock, 2002a
Jacobi et al., 1992

Jacobi et al., 1992

Sauter, 1992

Hube et al., 2002

Hube et al., 2002
Blokesch et al., 2004b
Blokesch et al., 2004b

Karimova et al., 2000

diese Arbeit

* Mit Ausnahme von BL21(DE3) handelt es sich um Derivate von E. coli K-12
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TABELLE 2. Verwendete Plasmide

Plasmid Genotyp Referenz

pACYC184 Cm®, Tc? Chang und Cohen, 1978;
Rose, 1988

pBR322 Ap®, TR Bolivar et al., 1977; Sutcliffe,

1978; Sutcliffe, 1979

pMAK700 Cm® Hamilton et al., 1989
pT7-7 Ap®, T7®10 Tabor und Richardson, 1985
pUC19 Ap*, lac'IPOZ' Messing, 1983;

Norrander et al., 1983;
Yanisch-Perron et al., 1985

pASK-IBAS Ap®, tetR IBA GmBH
pBHBF-Strep pBR322, hybF-Strep-tagll, Ap" Hube et al., 2002
pBHBF-Strep[H2A] pBR322, hybF-Strep-tagll [H2A], Ap® Blokesch et al., 2004b
pBHBF-Strep[H2Q)] pBR322, hybF--Strep-tagll [H2Q], Ap® Blokesch et al., 2004b
pBHBF-Strep[E3Q] pBR322, hybF-Strep-tagll [E3Q], Ap" Blokesch et al., 2004b
pBHBF-Strep[E3L] pBR322, hybF-Strep-tagll [E3L], Ap® Blokesch et al., 2004b
pBHBF-Strep[C73A] pBR322, hybF-Strep-tagll [C73A], Ap® Blokesch et al., 2004b
pBHBF-Strep[C76A] pBR322, hybF-Strep-tagll [C76A], Ap® Blokesch et al., 2004b
pBHBF-Strep[C73/76A] pBR322, hybF-Strep-tagll [C73/76A], Ap® Blokesch et al., 2004b
pBHBF-Strep[C89A] pBR322, hybF-Strep-tagll [C89A], Ap® Blokesch et al., 2004b
pBHBF-Strep[C89S] pBR322, hybF-Strep-tagll [C89S], Ap® Blokesch et al., 2004b
pBHBF-Strep[C92A] pBR322, hybF-Strep-tagll [C92A], Ap® Blokesch et al., 2004b
pT-hybFStrep pT7-7, hybF-Strep-tagll, Ap® Blokesch et al., 2004b
pT-hybFStrep[H2Q] pT7-7, hybF-Strep-tagll [H2Q], Ap" Blokesch et al., 2004b
pT-hybFStrep[C73A] pT7-7, hybF-Strep-tagll [C73A], Ap® Blokesch et al., 2004b
pT-hybFStrep[C73/76A] pT7-7, hybF-Strep-tagll [C73A/76A], Ap® Blokesch et al., 2004b
pT-hybFStrep[C89A] pT7-7, hybF-Strep-tagll [C89A], Ap Blokesch et al., 2004b
pT-hybFStrep[C89S] pT7-7, hybF-Strep-tagll [C89S], A Blokesch et al., 2004b
pJA203 pT7-5, hypD, Ap® Lutzetal., 1991
pT7hypD pT7-7, hypD, Ap® diese Arbeit

pIA103 pACYC184, hypD, Cm® Jacobi et al., 1992
pJA103[C41A] pACYC184, hypD [C41A], Cm® diese Arbeit
pJA103[H44A] pACYC184, hypD [H44A], CmR diese Arbeit
pJA103[C69A] pACYC184, hypD [C69A], C diese Arbeit
pJA103[C69S] pACYC184, hypD [C69S], Cm® diese Arbeit
pJA103[P70A] pACYC184, hypD [P70A], Cm® diese Arbeit
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pJA103[V71A] pACYC184, hypD [V71A], Cm® diese Arbeit
pJA103[C72A] pACYC184, hypD [C72A], Cm® diese Arbeit
pJA103[P75A] pACYC184, hypD [P75A], Cm® diese Arbeit
pJA103[G146A] pACYC184, hypD [G146A], Cm" diese Arbeit
pJA103[F147Y] pACYC184, hypD [F147Y], Cm® diese Arbeit
pJA103[E148A] pACYC184, hypD [E148A], Cm" diese Arbeit
pJA103[E148Q)] pACYC184, hypD [E148Q], Cm"® diese Arbeit
pJA10 [T150V] pACYC184, hypD [T150V], Cm"® diese Arbeit
pKlonierungsvektor pACYC184, hypD mit Smal + Pstl Schnittstelle, diese Arbeit

Cm®
pJA103[H175A] pACYC184, hypD [H175A], Cm" diese Arbeit
pJA103[H201A] pACYC184, hypD [H201A], Cm" diese Arbeit
pJA103[C323A] pACYC184, hypD [C323A], Cm® diese Arbeit
pJA103[C336A] pACYC184, hypD [C336A], Cm® diese Arbeit
pJA103[C343A] pACYC184, hypD [C343A], Cm® diese Arbeit
pJA103[C360S] pACYC184, hypD [C360S], Cm"® diese Arbeit
pJA103[S203STOP] pACYC184, hypD mit Stop nach S203-Kodon, Cm" diese Arbeit
pJA103[D317STOP] pACYC184, hypD mit Stop nach D317-Kodon, diese Arbeit

Cm®
pIBAS5-hypD pASK-IBAS, hypD, Ap® diese Arbeit
pStrepD[C41A] pASK-IBAS, hypD [C41A], Ap® diese Arbeit
pStrepD[C69A] pASK-IBAS, hypD [C69A], Ap® diese Arbeit
pStrepD[C69S] pASK-IBAS, hypD [C69S], Ap® diese Arbeit
pStrepD[C72A] pASK-IBAS, hypD [C72A], Ap® diese Arbeit
pStrepD[G146A] pASK-IBAS, hypD [G146A], Ap® diese Arbeit
pStrepD[C323A] pASK-IBAS, hypD [C323A], Ap® diese Arbeit
pStrepD[C343A] pASK-IBAS, hypD [C343A], Ap® diese Arbeit
pIBA-Mj-hypD pASK-IBAS, hypD aus M. jannaschii, Ap" diese Arbeit
pAargl pACYC184, argl, Cm® diese Arbeit
pBargl pBR322, argl, Ap® Blokesch und Bock, 2002a
pAargG pACYC184, argG, Cm" Blokesch und Bock, 2002a
pADargG pACYC184, mit 894-bp Deletion in argG; Cm" Blokesch und Bock, 2002a
pMDargG PMAK?700, mit 894-bp Deletion in argG; Cm" Blokesch und Bock, 2002a
pMSD705 PMAK705, mit 1642-bp Deletion in hycE; Cm"® Sauter et al., 1992
pMACarAB pMAK70,0 mit 3530-bp Deletion in carAB; Cm® Paschos et al., 2001
pJA31 pACYC184, hypDE, Cm" Jacobi, 1990
pIA16 pACYC184, hypBCDE, Cm® Lutzetal., 1991
pJA36 pBR322, hypBCDE, Ap® Jacobi et al., 1992
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pJA1021
pJA1021[C2A]
pJA1021[C2S]
pJA1021[C2R]
pJA1021[P6A]
pJA1021[P6T]
pJA1021[H51A]
pJA1021[H51F]
pJA1021[H51R]
pBhypC

pTC-9
pAhypCStrep

[
[
[
[

pBhypCStrep
pT-hypCStrep
pUhypCStrep
pBHBG-Strep
pBC2A-Strep
pBC2S-Strep

pBHBG-Strep[D15L]
DI15N]
H52F]
pBHBG-Strep[H52R]

[
pBHBG-Strep[
pBHBG-Strep[
[
pKT25

pUT18

pUTI18C

pKT25-zip
pUTI18C-zip

pUT18-hypC
pKT25-hypD
pUT18-hypA
pKT25-hypB
pT-hypDC
pT-hypDCStrep
pT-hypDECStrep

pACYC184, hypC, Cm"
pACYC184, hypC [C2A], Cm®
pACYC184, hypC [C2S], Cm
pACYC184, hypC [C2R],
pACYC184, hypC [P6A], Cm"®

pACYC184, hypC [P6T], Cm"®

pACYC184, hypC [H51A], Cm®

pACYC184, hypC [H51F], Cm"

pACYC184, hypC [H51R], Cm®

pBR322, hypC, Ap®

pT7-7, hypC, Ap®

pACYC184, hypC-Strep-tagll, Cm"

pBR322, hypC-Strep-tagll, Ap®

pT7-7, hypC-Strep-tagll , Ap®

pUC19, hypC-Strep-tagll mit RBS aus pT7-7, Ap®
pBR322, hybG-Strep-tagll, Ap®

pBR322, hybG-Strep-tagll [C2A], Ap®

pBR322, hybG-Strep-tagll [C2S], Ap®

pBR322, hybG-Strep-tagll [D15L], Ap®

pBR322, hybG-Strep-tagll [D15N], Ap®

pBR322, hybG-Strep-tagll [H52F], Ap®

pBR322, hybG-Strep-tagll [H52R], Ap"

pSU40, kodiert T25 Fragment von CyaA; Kan®
pUC19, kodiert T18 Fragment von CyaA; Ap®

C R
Cm®

[
[
[
[

pUCI19, kodiert T18 Fragment von CyaA; MCS

nach gestellt; Ap®

pSU40, kodiert T25 Fragment im Leserahmen des

Leuzin-Zippers GCN4 der Hefe; Kan®

pUCI19, kodiert T18 Fragment im Leserahmen des

Leuzin-Zippers GCN4 der Hefe; Ap®

pUTI18, hypC-T18, Ap®

pKT25, T25-hypD, Kan®

pUT18, T18-hypA, Ap®

pKT25, T25-hypB, Kan®

pT7-7, hypD und hypC, Ap®

pT7-7, hypD und hypC-Strep-tagll, Ap®
pT7-7, hypD, hypE und hypC-Strep-tagll, Ap®
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Jacobi et al., 1992
Magalon und Bock, 2000a
Magalon und Bock, 2000a
Magalon und Bock, 2000a
Magalon und Bock, 2000a
Magalon und Bock, 2000a
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Drapal und Bock, 1998
Blokesch und Bock, 2002a
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Blokesch et al., 2001
Blokesch et al., 2001
Blokesch et al., 2001

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Karimova et al., 2001
Karimova et al., 2001

Karimova et al., 2001

Karimova et al., 2001

Karimova et al., 2001

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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pTADECStrep

pT-hypDE[Mut]CStrep

pT-hypDEFCStrep
pTADEFCStrep

pSA3
pHypE

pHypEA
pTE-C2
pTEC-EA
pT-hypE[D83N]

pT-hypE[A76V D83N]

pT7-7, hypDABsaBI-Fragment, hypE und hypC-
Strep-tagll, Ap"

pT7-7, hypD, hypE[Mut] (kodiert C-Terminus
PRLCY) und hypC-Strep-tagll, Ap®

pT7-7, hypD, hypE, hypC-Strep-tagll und hypF Ap"
pT7-7, hypDABsaBI-Fragment, hypE, hypC-Strep-
tagll und hypF Ap®

pBR322, 'hypD, hypE, fhlA, Ap®

pBR322, Deletion des 3006 bp Hpal-Styl-Frag-
mentes aus pSA3, hypE, Ap®

pHypE, Kodon fiir Cys336 deletiert, hypEA; Ap®
pT7-7, KpnI-Mlul Fragment aus pSA3, hypE; Ap®
pTE-C2, Kodon fiir Cys336 deletiert; hypEA; Ap®
pTE-C2, kodiert fiir Aminosdureaustausch D83N in
HypE; Ap"

pTE-C2, kodiert fiir Aminosdureaustausche D83N
A76V in HypE; Ap®

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

Schlensog und Bock, 1990
Blokesch et al., 2004a

Blokesch et al., 2004a
Blokesch et al., 2004a
Blokesch et al., 2004a
Blokesch et al., 2004a

Blokesch et al., 2004a

pUCF18 pUCI18, hypF, Ap® Paschos et al., 2002
pAF1 pACYC184, hypF, Cm® Maier et al., 1996
pMDybjW PMAK700, Aybjw, Cm® diese Arbeit

1.2. Medien und Supplemente

In dieser Arbeit wurden folgende Ndhrmedien verwendet:
- LB-Medium nach Miller (1992)
- 2xYT-Medium nach Yanisch-Perron et al. (1985)
- SOB-Medium nach Inoue et al. (1990)
- TGYEP-Medium (Begg et al., 1977), modifiziert:

1 % Pepton, 0.5 % Hefeextrakt, 0.8 % Glukose, 0.1 M Kaliumphosphat, pH 6.5
- Werkman Minimalmedium (WM) (Fraenkel und Neidhardt, 1961), modifiziert:

50 mM Na,HPO4, 100 mM KH,POy4, 15 mM (NH4),SO4, 0.1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,
- M9-Minimalmedium nach Miller (1992)
- MOPS-Medium und Spurenelemente nach Neidhardt et al. (1974)

Zur Herstellung von Platten wurde den fliissigen Medien jeweils 1.5 bis 2 % Agar zugesetzt.

Fertigagar (zum Beispiel MacConkey) wurde nach Angaben des Herstellers zubereitet.
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Eingesetzte Supplemente und Antibiotika sind in Tabelle 3 beschrieben.

TABELLE 3. Supplemente

Supplement Konzentration Verwendungszweck
Glukose 0.8 % Gastests, Ameisensduregdrung
Maltose 1 % Zwei Hybrid-System
Na-Formiat 15 mM Ameisensduregirung
Glyzerin 0.8 % Fumarat-Atmung
Na-Fumarat 15 mM Fumarat-Atmung
NiCl, 5 uM* anaerobe Anzuchten
Na,MoOy 1 uM anaerobe Anzuchten
Na,SeOs 1 uM anaerobe Anzuchten
IPTG 0.5 mM Uberproduktion von Proteinen, Zwei-Hybrid-
System, Blau-Weil3 Selektion

X-Gal 0.004 % Zwei Hybrid-System, Blau-Weil3 Selektion
Citrullin 200 pg/ml* Anzucht von AcarAB Stimmen wenn vermerkt
Arginin 50 pg/ml* Anzucht von AcarAB Stammen in WM/M9
Uracil 50 pg/ml* Anzucht von AcarAB Stimmen in WM/M9
Antibiotikum Konzentration Verwendungszweck
Ampicillin 50 pg/ml pBR322- und pASK-IBAS5-Derivate

100 pg/ml pUCI19- und pT7-Derivate
Chloramphenicol 30 pg/ml pACYC184-Derivate

20 pg/ml pMAK?700- und pMAK705-Derivate
Kanamycin 50 pg/ml pSU40-Derivate
Tetracyclin 15 pg/ml pBR322- und pACYC184-Derivate

* falls nicht anders vermerkt

1.3. Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg), Sigma-Aldrich

(Deisenhofen), Interactiva (Ulm) oder Eurogentec (Seraing, Belgien) hergestellt. Die Abfolge

der Nukleotide ist in Tabelle 4 aufgefiihrt.
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TABELLE 4. Oligonukleotide*

Bezeichnung

Sequenz

Sequenzierung:
pT77 seq.
pIBAS5-Strepup

pASK-IBA5down
TetECORV
hypD468down
hypD831down
pUC19-lacZ
pKT25up
HypD-41/44 test up
HypD-Dralll test up
HypD-BstEII up
HypD-down HindIII
BstEITupSeq.
HybFup

GAC TCA CTA TAG GGA GACCAC AACG
GAA TAG TTC GAC AAA AAT CTA GAT AAC GAG GGC

GAT CCG TGA CGC AGT AGC GGT AAACGG C

TGG TTA TGC CGG TAC TGC C

CTG CAA CAG GCG AAA GCG CGT GAT GTG C

GCG ACA GCG AAT GGC GCG GCT TAG GCG

GTG AGC GGA TAA CAATTT CAC ACA GG

GCA GGG TCG ACT CTA GAG GAT C

GAA TAT CGC GCG CCG GAA CAG GTG ATG C

CAT CTT CTG TAC CTT TGG CGA CGC C

GCT GGT GCA GCA GAA AAT AGC GGC C

GCA AGC TTC CGT CAC GCT TCA CTC TCC TGC TGA CG
CAC GCC TAA GCC GCG CCA TTC GCT GTC GCC

TGC GCA CGA ATG ATC CTT TCG CTG CCA GTC ACG

Uberprufung durch Kolonie-PCR

MBhycD
MBhycF
pMAK700up
pMAK700down
pMAK705up
pMAK705down
Nrul up

Nrul down
Tet-inv+ECORI

AGC CAG AGC ATC CCG CTG GTA CTG

CTG GAC GGC GAA AGGACGATT GCA G

CGA CAG GCCATG TTT GAC A

ACG ATG CGT CCG GCGTAG A

CAA CTG TTG GGA AGG GCG ATC GGT GC

GCA GTG AGC GCA ACG CAATTA ATG TGA GTT AGC
GCA GGC CAT TAT CGC CGG CAT GGC GG

GCA TCC CGA TGC CGC CGG AAG CG

CGG AAT TCA AGG CTC TCA AGG GCATCG G

Konstruktion von Deletionen (AargG, AybjW):

delargGupNdel
delargGdownNdel
YbjWupBamHI
YbjWdownBamHI
Overlap-UP
Overlap-DOWN

GGC CAT ATG TCA CAT GGC ACG ACG AGG GATC

ATG TGA CAT ATG GCC GTG GGA ACG ATT ATT CAA TCC

GCG GAT CCCTTT TAT CCC CGC GTT AAG CGT CTT AACC

GCG GAT CCG CGT AAT GTG ATG AAC CTG CAT CCG CC

GAC AGC CAG AAT TCA GCG CCT CGC GCA GGG CAATCG C

GAG GCG CTG AAT TCT GGC TGT CAC TCT GGC AGA GAA ACT GG

Konstruktion von Strep-tagl1® Fusionen:

HypCStrepll
HypCupAatll
IBAS5-hypDup
IBA5-hypDdown

TCA CTT TTC AAA CTG AGG GTG GCT CCA TTT TTC CTC GCC
TAG TTA GCT GAC GTC GCA TAT GTT TGC CGC C

ATG GTA GGT CTC AGC GCC ATG CGT TTT GTT GAT GAA TAT CG
ATG GTA GGT CTC ATA TCA CGC TTC ACT CTC CTG CTG ACG
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Konstruktion von HypC und HybG Varianten durch gezielte Mutagenese:

HypCH51R CAG TGG GTA CTG GTA CGC GTT GGC TTT GC
HypCH51A CAG TGG GTA CTG GTA GCC GTT GGC TTT GC
HypCH51F GCC AGT GGG TAC TGG TAT TTG TTG GCT TTG CC
HypCHS5linv. CAG TAC CCA CTG GCC CAC GCG CG

HybGH52R CAG TGG GTG CTG GTA CGC GTC GGA TTT G
HybGH52F CCA GTG GGT GCT GGT ATT TGT CGG ATT TGC C
HybG52 TAC CAG CAC CCA CTG GCC CAG TAG ATC G
HybGR15L CTG GCT GTC GGT GAA CTT ATT CAC CAG CTT GC
HybGR15N CTG GCT GTC GGT GAA AAT ATT CAC CAG CTT GCG
HybG15 ACC GAC AGC CAG CAC CTG GCC TGG

Konstruktion von HypD Varianten durch gezielte Mutagenese (inverse PCR):
HypDC41A ATG ACC GCC AGC CAC TTC CAT AAT CCG
HypDH44A AGC ACC GCC ACA CAC TTC CAT AAT CCG
HypDC41H44inv. ACC CAC GCT ATC TTC AAA TTC GGC CTC G
HypDP70A TGC GCG GTG TGC GTA CTG CCG ATG GG
HypDC72A TGC CCG GTG GCC GTA CTG CCG ATG GG
HypD697072inv. CCC GGG ACC GTG GAT AAA CTC AAC G
HypDH175A CAA CGT CGG GAT AAG CGT AAT GGC CTG G
HypDH]175AinvBglI AGA TCT TTG CTG GAA CAG CCG GAT AAC GG
HypDH201A GGT GCA GTC AGT ATG GTT ATC GGC ACC G
HypDH201invMIul CGG CGC GAG GAA CGC GTC GAT ACC
HypDC323A-Xhol CGC GCT CGA GCA GGT GAG GTA TTA ACG
HypDC323Ainv. CGG GTC ATC GCA GAC CTG CTG CGG TGC
HypDC343A TTG AGG ATT TGC GGT GTT ACC AAA CAG CGG

HypDC343Ainv.Bsp1201 ACC GCG TTT GGG GCC CTG ATG GTT TCC

HypDC336A

CAG CGG GGC TTG ATG CGG CTT ACA TTT GC

HypDC336Ainv.Pcil TTT GGT AAC ACA TGT AAT CCT CAA ACC GCG TTT GG

Konstruktion von HypD Varianten durch gezielte Mutagenese (direkte PCR):

dirC69A
dirC69S
dirV71A
dirP75A

BstEII back
dirG146A
dirF147Y
dirE148A
dirE148Q
dirT150V
SmalGFETT
HypDdir.C360A
HypDdir.C360S

GGT CCC GGG GCC CCG GTG TGC GTA CTG CCG

GGT CCC GGG TCC CCG GTG TGC GTA CTG CCG

GGT CCC GGG TGC CCG GCG TGC GTA CTG CCG

GGT CCC GGG TGC CCG GTG TGC GTA CTG GCG

CAG CAG GTT ACC GGC ATC CGG TAC CAC TCG

CTG CTG CAG AGT GAT AGC GGT GGT CGG CAT AGT GGT TTC AAA AGC
CTG CTG CAG AGT GAT AGC GGT GGT CGG CAT AGT GGT TTC ATA ACC
CTG CTG CAG AGT GAT AGC GGT GGT CGG CAT AGT GGT TGC AAA ACC
CTG CTG CAG AGT GAT AGC GGT GGT CGG CAT AGT GGT TTG AAA ACC
CTG CTG CAG AGT GAT AGC GGT GGT CGG CAT AAC GGT TTC AAA ACC
GGT CCC GGG TGC CCG GTG TGC GTA CTG CCG

TCA CGC TTC ACT CTC CTG CTG ACG ATA CTG ATA CCA CGC GGC GGC CGC
TCA CGC TTC ACT CTC CTG CTG ACG ATA CTG ATA CCA CGC GGC GCT CGC

Konstruktion von HypD Stopmutanten:

S203Stop
D317Stop

TCA ACT GAC GTG ACC CGG CGC GAG G
TCA ATC GCA GAC CTG CTG CGG TGC C
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Konstruktion von Plasmiden zur Uberproduktion
pT7-hypDStart GGA TCC ATA TGC GTT TTG TTG ATG AAT ATC GCG CG

HypC-1b (Drapal und Bock, 1998)

HypC-2 (Drapal und Bock, 1998)

NdEIhbeup GGA TCC ATA TGC ATG AGT TGT CTC TTT GCC
NdeIhbeH2Qup GGA TCC ATA TGC AGG AGT TGT CTC TTT GCC
hypEBamHIup GCC GGA TCC CGT GAA TAA TAT CCA ACT CGC CCA CGG

hypEBamHI down CGG GGA TCC GAA TTT TAT TAG CAT ATA CGC GG
hypFHindIITup GCC AAG CTT GGG TTA CGC AAT TCA TGA TGG
hypFHindIlldown CGG AAG CTT ACG TTT TAT CCG TTC TGG ACT TCA CC

Konstruktion von HybF-Strep Varianten durch gezielte Mutagenese (inverse PCR):

HybFC92A CAA CCG CTC GCC GTG AGC GAG CGG ACA CTG CGC ATC
HybFC89/92A CAA CCG CTC GCC GTG AGC GAG CGG AGC CTG CGC ATC
HybFC89/92inv. Sall CAC GGC GAG CGG TTG CGT GTC GAC ACC GGC GAT TCG
HybFC73/76inv. Bst11071  CCA AGC CTG GGC GGG TTT GTA TAC GAT ATG TAA ATC GC
HybFC73A CCC GCC CAG GCT TGG GCT TGG GAT TGC AGC CAG GTG
HybFC76A CCC GCC CAG GCT TGG TGC TGG GAT GCT AGC CAG GTG
HybFC73/76A CCC GCC CAG GCT TGG GCT TGG GAT GCT AGC CAG GTG G

Konstruktion von Strep-HypD von M. jannaschii:
IBA5-hypDup-M.j. ATG GTA GGT CTC AGC GCC ATG ATT AAT ATC AAT GAT AGA GCC

IBAS-hypDdown-M.j. ATG GTA GGT CTC ATA TTA AAT CCT CCT ATA CTT ATA AAA TAT CC

Konstruktion der B2H-Plasmide:

2hypDdownBamHI GGA TCC TCA CGC TTC ACT CTC CTG CTG
2hypDup GGG TAC GTT TTG TTG ATG AAT ATC GCG CGC C
2hypCupRBS GAA GGA GAT GAT ATC AAT GTG CAT AGG CGT TCC C
2hypCdown GTT TTT CCT CGC CAT ACA ACA GCG CGC C

2hycEup GGG TAT CTG AAG AAA AAT TAG GTC AAC ATT ATC TCG CC
2hycEdownBamHI GGA TCC TTA TTT CAG CGG CGA GTT TTT ACG C
2hypAupRBS GAA GGA GAT GAT ATC AAT GCA CGA AAT AAC CCT CTG CC
2hypAdown GCT CCT GGT CTA TTT CTA TCC GCC G

2hypBup GGG TAA TGT GTA CAA CAT GCG GTT GCG GTG AAG G
2hypBdown CTA TGC ACA TCG CTG TGT CTC CAG CCA GTT CAG C

Konstruktion von Plasmiden mit den Genen argl und argG

ArglupVspl TAG TTA GCT GAT TAA TTC ATT GAG GCG TTA GCC AC
ArgldownECORI CGA ATT CGC GAT CAG ATT ATT TAC TGA GCG TCG
ArgGupBamHI TAG TTA GCT AGG ATC CTG CTC TCC CTT AAG CG

ArgGdownHindIll ~ CGA AGC TTA CTG GCC TTT GTT TTC CAG ATT CTC C

* Oligonukleotide sind in der 5°— 3’ Richtung angegeben
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1.4. Puffer und Ldsungen
Folgende Puffer und Losungen wurden verwendet:
- Auftragspuffer (4x) fiir Proteinproben* nach Laemmli (1970)
- Auftragspuffer (4x) fiir DNA-Proben nach Sambrook et al. (1989)
- Reservoir Puffer*/ Tris-Glycin-Puffer nach Sambrook et al. (1989)
- Blotpuffer* nach Howe und Hershey (1981)
- TBS-(T)-Puffer nach Amersham LIFE Science ECL, Western Blot Protokoll
- TAE nach Sambrook et al. (1989)
- Aufbruchspuffer:
50 mM Tris/Cl pH 7.5, 20 ng/ml PMSF, 20 ng/ml DNasel, + | mM DTT
- Strep-Tactin Waschpuffer:
50 bzw. 100 mM Tris/Cl pH8.0, 100 mM NacCl (optional), £ 1 mM DTT
- Strep-Tactin Elutionspuffer:
100 mM Tris/Cl pH 8.0, 2.5 mM Desthiobiotin
- Strep-Tactin Regenerationspuffer:
100 mM Tris/Cl pH 8.0, 1 mM HABA
- Superdexpuffer:
100 mM Tris/Cl pH 8.0, 100 mM NaCl, = 1 mM DTT
- Dialysepuffer HypC-Strep:
25 mM Tris/Cl pH 8.0, 5 mM NaCl, 0.1 mM DTT, 50 % Glyzerin
- Dialysepuffer Strep-HypD:
25 mM Tris/Cl pH 8.0, 5 mM NaCl, 0.1 mM DTT, 50 % Glyzerin
- Dialysepuffer HybF-Strep:
25 mM Tris/Cl pH 8.0, 5 mM NaCl, 0.1 mM DTT, 50 % Glyzerin
- Puffer HypE-A:
50 mM Tris/Cl pH 7.5, 50 mM NacCl, 10 mM Mg-Acetat, 100 uM DTT
- Puffer HypE-B:
50 mM Tris/Cl pH 7.5, 1 M NaCl, 10 mM Mg-Acetat, 100 uM DTT
- Dialysepuffer HypE:
50 mM Tris/Cl pH 7.5, 50 mM NaCl, 10 mM Mg-Acetat, 100 uM DTT, 50 % Glyzerin
- Puffer HypF-A:
50 mM Tris/Cl pH 7.5, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,, | mM DTT
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- Puffer HypF-B:
50 mM Tris/Cl pH 7.5, 50 mM KCl, 1 M NaCl, 10 mM MgCl,, | mM DTT
- Dialysepuffer HypF:
50 mM Tris/Cl pH 7.5, 50 mM KCl, 10 mM MgCl,, 0.1 mM DTT, 50 % Glyzerin
- F-Puffer:
50 mM Tris/Cl pH 7.5, 100 mM KCI, 5 mM Mg-Acetat, 100 uM DTT, £ 50 pg/ml BSA
- Z-Puffer nach Miller (1992)
- Amidoschwarz-Losung nach Howe und Hershey (1981)
- Coomassie-/Entfarber-Losung:
40 % Methanol, 10 % Eisessig, + 0.25 % Serva Blue R-250
- Acrylamid-Losung:
30 % Acrylamid, 0.8 % Bisacrylamid
- CTAB -Losung:
10 % CTAB (N-Cetyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid) in 0.7 M NaCl

* unter nicht-denaturierenden (ND) Bedingungen wurden die von Drapal und Bock (1998)

beschriebenen Puffer ohne SDS, DTT, 2-Mercaptoethanol und Methanol verwendet.

1.5. Chemikalien

Chemikalien und Medien wurden von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich
(Taufkirchen), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim), Serva (Heidelberg), ICN (USA),
Biorad (Miinchen), Fluka (Neu-Ulm) und Bernd Euler (Frankfurt) bezogen.

1.6. Radioaktive Verbindungen

Radiochemikalien wurden von Amersham Biosciences (a->"P-ATP; Freiburg), NEN Life
Science Products (*Ni; 'C-(Ureido)-Citrullin; **P-GTP; K6In), Perkin Elmer (y—32P—ATP;
Rodgau-Jiigesheim) und American Radiolabeled Chemicals Inc. (**C-Carbamoylphosphat; St.
Louis, USA) bezogen.
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2.  Methoden

2.1. Mikrobiologische Methoden

2.1.1.  Aerobe and anaerobe Anzuchten von Bakterien

Aerobe Anzuchten von E. coli wurden in Erlenmeyerkolben durchgefiihrt. Diese wurden zu
10 - 20 % des Nennvolumens mit Medium befiillt. Geschiittelt wurde kontinuierlich bei 180 -
220 upm (B. Braun HAT, Melsungen). Fiir geringere Kulturvolumina erfolgte die Anzucht in
Reagenzgldsern (Rollodrum von New Brunswick Scientific Co., New Jersey). Fiir anaerobe
Anzuchten wurden 50 bis 1000 ml Meplatflaschen verwendet. Die entsprechenden Ubernacht-

kulturen wurden in Erlenmeyerkolben ,,semianaerob* bei 40 upm geschiittelt.

2.1.2.  Bestimmung der Zelldichte und Zellmasse

Die Zelldichte wurden anhand der optischen Dichte bei einer Wellenldnge von 600 nm
(ODggo) bestimmt. Anaerobe Kulturen wurden bis zu einer ODgo von 1.0, aerobe bis zur
stationdren Phase angezogen. Bei der Reinigung von Proteinen erfolgte zusitzlich die

Bestimmung des Zellnassgewichts.

2.1.3. Test auf Gasproduktion
Fiir erste Hinweise iiber die Funktionalitit des FHL-Komplexes wurde die Gasproduktion
getestet. Dies geschah als Standkulturen in mit LB-Medium (incl. 0.4 % Glukose) befiillten

Reagenzglédsern; gebildetes Gas wurden in Durham-R6hrchen aufgefangen.

2.2. Genetische Methoden

2.2.1. Konstruktion von Plasmiden

Die in dieser Arbeit hergestellten Plasmide sind in Tabelle 2 vermerkt. Es handelt sich hierbei
um Derivate der Vektoren pMAK700, pACYC184, pBR322, pUCI19, pT7-7, pASK-IBAS,
pKT25, pUT18 und pUT18-C (Referenzen siehe Tabelle 2). Die entsprechenden Gene wurden
durch die Polymerase Kettenreaktion (PCR; siehe 2.3.6.) vervielfiltigt, das Amplifikat wurde
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten, und mit Hilfe der T4 DNA Ligase
mit dem Vektor verbunden (2.3.5.). Alternativ hierzu wurden die Gene aus Plasmiden (Midi-
préparation) ausgeschnitten und mit den entsprechend geschnittenen Vektoren ligiert. Neue

Plasmide entstanden auch durch inverse PCR.
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2.2.2. Transformation

Die Transformation von E. coli Zellen erfolgte nach den Methoden von Chung et al. (1989)
und Inoue et al. (1990) bzw. mittels Elektroporation (Dower et al. 1988; Fiedler et al. 1988;
Taketo et al. 1988). Die Parameter waren: 800 Ohm Widerstand, 25 uFD Kapazitit und 2 kV
Spannung. Nach der Transformation erfolgte eine phinotypische Expression fiir 60 min. Zu
Klonierungszwecken bzw. zur Herstellung von Glyzerinkulturen von Plasmid-enthaltenden

Stammen wurden stets recA-negative Stimme verwendet (DHS5a und JM109).

2.2.3.  Homologe Rekombination

Deletionen von Genen im E. coli Chromosom wurden durch homologe Rekombination nach
Hamilton et al. (1989) ecingefiihrt. Als Ausgangsplasmide wurden die in Tabelle 2 ange-
gebenen pMAK700- und pMAK705-Derivate verwendet. Die neuen Stimme wurden sowohl
auf Plasmid-Verlust (Cm®), als auch durch Kolonie-PCR auf Thre Richtigkeit gepriift.

2.2.4. Integration des A DE3 Phagens in das E. coli Chromosom

Gene auf den pT7 Vektoren bediirfen zur Uberexpression der T7-RNA Polymerase (Tabor
und Richardson, 1985). Hierzu wurde der Stamm BL21(DE3) verwendet (Studier und
Moftatt, 1986), dessen Prophage DE3 das Gen fiir die Polymerase tragt. Da BL21(DE3) unter
anaeroben Bedingungen aktive Hydrogenase 1 und 2 produziert (jedoch keine Hydrogenase3),
und dem zufolge auch die hyp Gene und das carAB Operon exprimiert, konnte der Stamm fiir
bestimmte Versuche nicht verwendet werden. Deshalb wurde der ADE3 Prophage in die
entsprechenden E. coli Stimme integriert. Dies geschah mit Hilfe des ,,ADE3 Lysogenization
kit der Firma Novagen (Madison, WI, USA). Das Prinzip basiert auf einer 3-fach Infektion
mit ADE3, einem Helferphagen (B10) und einem Selektionsphagen (B482). Die so erhaltenen
Stimme waren DHP-CAcar705 (DE3), DHP-F2 (DE3) und DHP-EAhypF (DE3).

2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1.  Isolierung chromosomaler DNA

Zur Gewinnung chromosomaler DNA von E. coli wurden Bakterien einer Fliissigkultur des
Stammes MC4100 lysiert, Proteine mit Hilfe der Proteinase K verdaut und Zellwand-
Bruchstiicke, Polysaccharide und restliche Proteine selektiv durch CTAB prézipitiert. Die
hochmolekulare DNA wurde aus dem Uberstand durch Isopropanol-Fillung gewonnen
(Ausubel et al., 1997). Chromosomale DNA von M. jannaschii stammte von der Arbeits-

gruppe von Prof. Miiller. Die chromosomale DNA diente als Matrize fiir PCR-Reaktionen.

-32-



MATERIAL UND METHODEN

2.3.2.  Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte nach der Methode der alkalischen Lyse von
Birnboim und Doly (1979). Alternativ hierzu erfolgte die Aufreinigung der Plasmide durch
Kits der Firmen Roche, Penzberg (High Pure Plasmid Isolation kit) oder Macherey & Nagel
(NucleoSpin Plasmid). Die Gewinnung grofler Mengen an Plasmid-DNA erfolgte nach
Angaben der Hersteller mit Hilfe des ,,Midi-Preparation kits* (Qiagen, Hilden) oder des
»NucleoBond PC 100 kits* (Macherey & Nagel, Diiren).

2.3.3.  Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
Zur Abtrennung von DNA-modifizierenden Enzymen sowie ungewollten DNA-Abschnitten,
wurde die DNA in Agarosegelen aufgetrennt, die erwartete Bande ausgeschnitten, und per

,»Qiaquick Gel Extraction kit* der Firma Qiagen (Hilden) extrahiert.

2.3.4. Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von Plasmid-DNA wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm
gemal der Formel 1 Ay Unit dsDNA = 50 ug/ml bestimmt (Molecular Biochemicals - Lab
FAQ; Roche GmbH, Mannheim). Die Reinheit der DNA wurde durch den Quotienten
Azeo/Azgo ermittelt. Zur Abschitzung der DNA-Menge wurde linearisierte DNA im Agarose-
gel mit Standard-DNA verglichen. Dies geschah nach Anfarbung mit Ethidiumbromid.

2.3.5. Enzymatische Modifikationen von DNA

Modifikationen von DNA wie Phosphorylierung von Oligonukleotiden, Dephosphorylierung,
Ligation und Restriktion erfolgten nach Angaben der Hersteller. Die verwendeten Enzyme
wurden von den Firmen MBI Fermentas (St.Leon-Rot), New England Biolabs (Frankfurt
a.M.), Roche (Penzberg) und Eurogentec (Seraing, Belgien) bezogen.

2.3.6. Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988) wurde zur Ampli-
fizierung von DNA verwendet. Dies geschah mit Hilfe der Polymerase des ,,Expand High
Fidelity PCR System* (Roche, Penzberg). Die Standardbedingungen waren: Denaturierung
bei 94°C fiir 15 s, Anlagerung der Oligonukleotide zwischen 55-65 °C (je nach T,) fiir 30 s
und Kettenverldngerung bei 72°C (68°C bei inverser PCR) fiir 45 s pro 1.5 kb Fragmentldnge

(£ 5 s/£ 20 s (bei inverser PCR) pro Runde). Als Matrize diente chromosomale oder Plasmid-
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DNA. Zur Uberpriifung von Klonen wurde die PCR direkt von ganzen Zellen durchgefiihrt
(Kolonie-PCR; erster Denaturierungsschritt fiir 5 min). Hierbei kam die hausintern gereinigte

Tag-Polymerase zum Einsatz. Die verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 4 aufgelistet.

2.3.7.  Gerichtete Mutagenese durch inverse und direkte PCR
Um Aminosdureaustausche in Proteinen zu bewirken, wurde die DNA-Sequenz gezielt
verdndert. Dies geschah durch inverse PCR (Ochman et al., 1988) mit Oligonukleotiden
(sieche Tabelle 4), welche die erwiinschten Basenaustausche enthielten. Falls moglich wurden
zur Vereinfachung der Selektion stumme Mutationen eingebracht, um neue Restriktions-
schnittstellen zu schaffen. Bei einzelnen Mutationen wurde die inverse PCR durch eine
direkte PCR ersetzt. Die in Tabelle 4 aufgezédhlten Oligonukleotide fiir direkte PCR enthielten
am 5’-Ende die passenden Restriktionsschnittstellen. Dabei wurden Restriktionsschnittstellen
genutzt, die sich nahe der zu veridnderten Basenpaare befanden. Waren keine Restriktions-
schnittstellen vorhanden, wurde zunichst ein ,,Klonierungsvektor konstruiert (nur stumme
Mutationen).

Alternativ zur ,,gewohnlichen® inversen PCR, wurden auch PCR-Reaktionen mit
iiberlappenden Primern durchgefiihrt (Ansaldi et al., 1996). Um Klone mit dem PCR-

Ausgangsplasmid zu vermeiden, wurde zuvor ein Dpnl-Abbau durchgefiihrt.

2.3.8.  Zwei-Schritt Gberlappende PCR

Zur Herstellung des pMDybjW Plasmids wurde eine modifizierte Methode der ,,Zwei-Schritt
tiberlappenden PCR* verwendet (Benoit und Maier, 2003). Hierzu wurde jeweils eine PCR
mit den Primern YbjWupBamHI ©® & Overlap-UP @ bzw. Overlap-DOWN @ & YbjWdown
BamHI @ und chromosomaler DNA als Vorlage durchgefiihrt. Die gereinigten, iiberlappen-
den PCR-Fragmente wurden in gleicher Menge als Matrize in die dritte PCR eingesetzt,
zusammen mit den Primern YbjWupBamHI @ und YbjWdownBamHI @ (siehe Abb. 8). Das
PCR-Produkt 3 und pMAK700 wurden mit BamHI geschnitten und anschlie8end ligiert.
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Abbildung 8: Modell der Zwei-Schritt tberlappenden PCR. (A) Durchfithrung der PCR 1
und 2 mit chromosomaler DNA als Matrize. Zum Einsatz kamen die Primer YbjWupBamHI @©,
Overlap-UP @, Overlap-DOWN @ und YbjWdownBamHI @. (B) Durchfiihrung der dritten
PCR mit den PCR-Fragmenten 1 und 2 als DNA-Vorlage. Darstellung nicht mafstabsgetreu.

2.3.9. Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte nach der Methode von Sanger et al. (1977) mit
fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden. Die Proben wurden nach Angaben des Her-
stellers (AmpliTaq®-Protokoll der Firma Applied Biosystems GmbH) vorbereitet und mit
einem ,,ABI PRISM 377 DNA Sequenzer* (Applied Biosystems GmbH) sequenziert.

2.4, Elektrophorese und nachfolgende Analysen

24.1. Auftrennung von DNA

Die Auftrennung von DNA erfolgte in 1 %-igen Agarosegelen. Als Puffer diente TAE
(Sambrook et al., 1989), als Marker der ,,GeneRuler DNA Ladder Mix“ von MBI (Litauen).

2.4.2. Praparation von Zell-Lysaten

Zell-Lysate wurden durch Zentrifugation von 1 ml Zellkultur einer ODgoo von 1.0 und Resus-
pension des Pellets in 100 pl Probenpuffer hergestellt. Die Proben wurden fiir 20 min bei
95°C erhitzt. Die Angabe der verwendeten Menge pro Gelspur erfolgt in ODggo-Einheiten.

Alternativ wurden zellfreie Extrakte verwendet (siehe 2.5.2).

2.4.3. Auftrennung von Proteinen

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in vertikalen Gelen (Polyacrylamid-Gelelektrophorese;
PAGE). Zur Herstellung von denaturierenden Gelen wurde nach Angaben von Laemmli
vorgegangen (Laemmli, 1970). Fiir nicht-denaturierende (ND) Bedingungen wurde auf SDS,
DTT und 2-Mercaptoethanol verzichtet (Drapal und Bock, 1998). Bei nicht-denaturierenden

-35-



MATERIAL UND METHODEN

SDS-Gelen enthielt der Auftragspuffer ebenfalls weder DTT noch 2-Mercaptoethanol, alle
Puffer enthielten jedoch 0.1 % SDS. Es handelte sich stets um diskontinuierliche Gele mit

einem Acrylamidgehalt von 10 bzw. 15 %.

2.4.4. Proteinfarbung
Die Anfirbung aufgetrennter Proteine erfolgte mit Serva Blue R-250 (Coomassie; Sambrook

et al., 1989) oder Silberpartikeln (Sammons et al., 1981; Blum et al., 1987).

2.4.5. Westernblotanalyse (Immunoblot)
Die Detektion geringer Proteinmengen bzw. spezifischer Proteine erfolgte durch Westernblot-
analysen. Nach Auftrennung der Proteine in Polyacrylamidgelen (2.4.2.) erfolgte der Transfer
nach dem Nassblot-Verfahren auf eine Nitrocellulose-Membran (BioTrace NT, Pall Corp.,
Dreieich bzw. Protran NC Transfer Membrane, Schleicher & Schuell, Dassel). Die Fixierung
der Proteine und Uberpriifung des Transfers wurde durch Anfirben mit Amidoschwarz-
Losung durchgefiihrt. Nach Absdttigen der Membranen mit Magermilch (5%-ig), erfolgte die
Inkubation mit dem jeweiligen polyklonalen Antiserum in TBS-T-Puffer (= 0,5 %
Magermilch). Die Verdiinnung der Seren war: 1:1000 bzw. 1:500 fiir a-HycE, 1:1000 fiir a-
Hycl, 1:500 fiir a-HycG, 1:2000 fiir a-HypB, 1:500 fiir a-HypC, 1:333 fiir a-HypD,
1:500/1:1000 fiir o-HypE, 1:1000 fiir o-HypF und 1:500 bis 1:2000 (abhingig vom
erhaltenen Serum der Firma IBA, Géttingen) fiir a-Strep-tagll-Serum. Die Inkubationsdauer
betrug eine Stunde oder iber Nacht. Als ,sekundédrer Antikorper wurde mit
Meerrettichperoxidase- gekoppeltes Protein A von Biorad (Miinchen) im Verhéltnis 1:3000
zu TBS-T verwendet. Die Signale wurde nach Inkubation der Membran in Detektionslosung
(Lumi-Light Western Blotting Substrate; Roche), Auflegen eines Rontgenfilms (WicoRex®
B+; Typon Medical Systems, Burgdorf) und anschlieBender Entwicklung (Rontgen-
Entwicklerkonzentrat und Rontgen-Fixierkonzentrat der Firma Adefo-Chemie GmbH,
Niirnberg) sichtbar.

Die Antiseren wurden vor ihrem Einsatz mit S13-Extrakten des jeweiligen
Deletionsstamm fiir 60 min bei 37°C abgesittigt. Die Qualitdt der Antiseren gegen HypE und
HypF wurde durch dreimalige Ammoniumsulfatfillung verbessert (Piepersberg et al., 1975).
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2.4.6. Aktivitatsfarbungen

Die Hydrogenase-Aktivitdten wurden entweder als Gesamtaktivitdt aller drei Hydrogenasen
(siehe 2.6.3.) oder spezifisch fiir Hydrogenase 1 und 2 in Polyacrylamidgelen nachgewiesen
(Ballantine und Boxer, 1985). Hierbei wurde eine Optimierung der Sensitivitit (30 ug
Proteinmenge statt 120-150 pg) und der Auftrennung der Hydrogenase 1 und 2 (Hinderung
der Einwanderung in nicht-denaturierende Gele durch Membran-Bindung bzw. -Integration)
durch folgende Variation zu beschriebenem Verfahren (Blokesch et al., 2001) erzielt: Zu allen
Losungen wurde 0.1 % SDS zugegeben (auch als nicht-denaturierende SDS-Gele bezeichnet).
DaB3 die Zugabe von 0.1 % SDS die kompakte, aktive Struktur der Hydrogenasen nicht
schidigt, wurde schon fiir die Hydrogenase von Azotobacter vinelandii gezeigt (Seefeldt und
Arp, 1987). Die Zuordnung der Aktivititsbanden als Hydrogenase 1 und 2 gelang durch die
Stamme HDK 103 (Jacobi et al., 1992), HDK203 (Jacobi et al., 1992) und HDK200 (Sauter,
1992), die jeweils nur zur Bildung von Hydrogenase 1 oder 2 fahig sind (Daten nicht gezeigt).

2.4.7. Autoradiographie

Zur Detektion von radioaktiv markierten Proteinen wurden die Gele (**Ni-Markierung) bzw.,
nach Transfer der Proteine, die Nitrocellulose-Membranen getrocknet ('*C-Versuche) und in
einer ,,Trittum Storage Phosphor Screen” Kassette von Amersham Biosciences (Freiburg)
exponiert. Die Dauer betrug 2 bis 4 Tage fiir '*C und ca. 2-3 Wochen fiir *Ni. Das Auslesen
erfolgte mit dem Storm 840 Phospholmager (Amersham Biosciences, Freiburg), die

Bildbearbeitung mit der Software ImageQuant 5.2 und Photoshop 5.5.

2.5. Proteinreinigungen

Bei allen Schritten der Proteinreinigung wurden die Proteine gekiihlt (auf Eis oder durch
Arbeiten im Kiihlraum). Die Sdulen wurden entsprechend den Angaben des Herstellers
gelagert, dquilibriert und nach Verwendung regeneriert. Verwendet wurden FPLC Anlagen
der Firma Pharmacia (Freiburg; LKB FPLC System; bestehend aus 2-LKB Pump P-500, LKB
Programmer GP-250 Plus, LKB Recorder 102, LKB Control unit UV-1, LKB Optical Unit
UV-1, Fraction Collector Frac-100; im Kiihlraum) oder eine AKTA™ FPLC der Firma

Amersham Biosciences (Freiburg). Die Software hierzu war UNICORN™ Version 4.0.

-37-



MATERIAL UND METHODEN

2.5.1. Herstellung von zellfreien Extrakten

Zur Herstellung von zellfreien Extrakten (Rohextrakten) wurden die Zellen von Kulturen nach
Erreichen der entsprechenden ODgg durch Zentrifugation geerntet, gewaschen und bei —20°C
gelagert. Der Aufbruch geschah nach Aufnahme in Aufbruchspuffer (ca. 1/200 des Kultur-
volumens) und zweimaliger Passage durch die French-Press Zelle bei 16.000 psi. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt bei 10 000 x g oder 30 000 x g (S10/P10 bzw. S30/P30 im Sorvall SS-
34 Rotor; wobei S den Uberstand und P den Niederschlag angibt ) bzw. bei 13 000 x g (S13)
in einer Heraeus Tischzentrifuge im Kiihlraum. Zur Abtrennung von Membranproteinen

erfolgte eine zweistiindige Ultrazentrifugation bei 100 000 x g (S100/P100).

2.5.2.  Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der Rohextrakte wurden nach der optischen Methode von Whitaker
& Granum (1980) bestimmt. Die Konzentration von gereinigten Proteinen wurde mittels
Extinktionskoeffizient nach Gill & von Hippel (1989) bzw. nach Angaben von Lottspeich und
Zorbas (1998) ermittelt. Hierbei wurden die Absorptionskoeffizienten bei 280 nm (g¢) der
Proteine mit €590 von 5559 fiir Tryptophan und 1197 fiir Tyrosin berechnet. Die verwendeten
€250 waren 21891 M em™ fiir HypD, 27450 M ¢cm™ fiir Strep-HypD, 12315 M cm™ fiir
HypC-Strep, 6756 M™' ecm™ fiir HypC, 14709 M™' ecm™ fiir HypE, 15906 M c¢m™ fiir HypB,
97580 M cm™ fiir HypF und 23433 M cm™ fiir HybF-Strep.

Teilweise erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration zusitzlich mit dem auf
der Methode von Bradford basierenden (Bradford, 1976) Protein Assay von Biorad
(Miinchen) oder nach der Methode von Lowry et al. (1951) mit BSA oder Ovalbumin als
Standard.

2.5.3. Ammoniumsulfat-Fallung, Aufkonzentrierung und Dialyse

Die Abtrennung von Proteinen erfolgte durch Ammoniumsulfat-Fillung. Die Proteinlosung
wurde auf 10 mg pro ml eingestellt. Die bendtigte Menge des fein pulverisierten Ammonium-
sulfats wurde aus dem Nomogramm von Di Jeso (1968) bestimmt und unter stindigem
Riihren bis zur gewlinschten Sittigung zugegeben. Um ein Séttigungsgleichgewicht zwischen
Losung und Niederschlag einzustellen, wurde fiir weitere 30 min geriihrt. Durch Zentri-

fugation bei 20 000 x g fiir 30 min sedimentierten die ausgefallenen Proteine.
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Die Aufkonzentrierung von Proteinen erfolgte mit Amicon Centricons der Firma Millipore
(Schwalbach) oder Microseps der Firma Pall (Dreieich ). Fiir kleine Volumina (bis 500 ul)
wurden Nanoseps der gleichen Firma verwendet.

Zur Entsalzung, zum Pufferwechsel oder zum Einengen von Proteinlésungen wurde
dialysiert. Hierzu diente eine spezielle, chemisch vorbehandelte Dialysemembran (Spectra/
Por 7) der Firma Roth (Karlsruhe). Ein Erhitzen oder Autoklavieren mit EDTA um Schwer-
metalle zu entfernen war nicht notwendig. Ein weiterer Vorteil lag in der Porengrofe:

Proteine mit mehr als 3.5 kDa konnten die Membran nicht passieren.

2.5.4.  Affinitatschromatographie (Strep-Tactin®)

Zur Anreicherung bzw. Reinigung von HypC-Strep, Strep-HypD, Strep-HypD[C41A], Strep-
HypD[C72A], HybF-Strep, HybF-Strep[H2Q] und der Komplexe HypC-Strep x HypD und
HypC-Strep x HypD x HypE wurde Strep-Tactin®-Material der Firma IBA (IBA, Géttingen)
verwendet. Die Saulen wurden mit 1 ml Bettvolumen (2 ml 50%-ige Strep-Tactin® Suspen-
sion) gepackt und die entsprechenden S30-Extrakte auf die Sdule aufgetragen. Es folgte das
Waschen der Strep-Tactin®-Siule mit 12 Siulenvolumina Waschpuffer, um ungebundene
Proteine abzutrennen. Die Elution erfolgte durch Desthiobiotin (Elutionspuffer), die Frak-
tionen (je 0,5 bis 1 ml) wurden auf Vorhandensein der Proteine iiberpriift (Anfarbung im
SDS-Gel oder Westernblot). Die Regeneration des Sdulenmaterials mit HABA (4’-Hydroxy-
Azobenzen-2-Carboxylsdure) erfolgte nach Angaben des Herstellers (IBA, Gottingen).

2.5.5. Eichlauf der Gelfiltration

Um eine Aussage iiber das Laufverhalten bzw. die Groe von Proteinen zu machen, wurde die
HiLoad™ 16/60 Superdex™ 75 pg (im weiteren Superdex-75 genannt) Gelfiltrationssdule mit
folgenden Proteinen &dquilibriert: BSA (66 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Carboanhydrase (29
kDa), Chymotrypsinogen (25 kDa), Lysozym (14.4 kDa) und Cytochrom c¢ (12.4 kDa). Der

Lauf erfolgte mit Superdexpuffer und einer Flussrate von 1 ml pro min.

2.5.6. Reinigungsprotokoll fir HypC-Strep

Die Reinigung von HypC-Strep erfolgte aus verschiedenen Ausgangsstimmen. Die Anzucht
von BL21(DE3)/pT-hypCStrep erfolgte aerob in 2xYT Medium bei 37°C; anaerobe Anuchten
(TGYEP Medium mit 0.8 % Glukose, ohne zugesetztes Formiat; 37°C) wurden mit den
Transformanten DHP-F2/pUhypCStrep, ACarAB/pUhypCStrep, DHP-D/pUhypCStrep und
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HD705/pUhypCStrep durchgefiihrt. Induziert wurde in allen Fillen durch Zugabe von 0.5
mM IPTG bei einer ODgp9 von 1.0. Die Zellen wurden 2.5 h nach Induktion geerntet,
gewaschen und bis zu ihrer Verwendung bei —20°C gelagert.

Zur Reinigung wurde der S30-Extrakt (siehe 2.5.1.) gewonnen und auf die Strep-
Tactin® Sepharose-Siule geladen (siche 2.5.4.). Nach Elution wurden die HypC-Strep-enthal-
tenden Fraktionen vereint und iiber Nanoseps aufkonzentriert (siche 2.5.3.). Die weitere
Separation erfolgte durch Gelfiltration an einer Superdex-75-Séule mit einer Flussrate von 1
ml pro min. Die HypC-Strep-enthaltenden Fraktionen wurden vereint, gegen ,,Dialysepuffer

HypC-Strep* iiber Nacht dialysiert und bei —20°C gelagert.

2.5.7. Reinigungsprotokoll fur Strep-HypD

Die Anzucht der Zellen zur Reinigung von Strep-HypD musste aerob erfolgen, da die
Induktion der Expression unter anaeroben Bedingungen zu gering ausfiel. Verwendet wurde
hierbei der Stamm DHS5a, welcher das Plasmid pIBAS-hypD enthielt. Die Induktion erfolgt
durch Zugabe von 0.2 ng/ml AHT (Anhydrotetrazyklin, IBA Gottingen) bei einer ODgop von
1.0. Die Zellen wurden 2.5 bis 3 h nach Induktion geerntet, gewaschen und bei —20°C
gelagert.

Die Reinigung von Strep-HypD erfolgte ebenfalls durch Affinitditschromatographie
(Strep-Tactin®) gefolgt von einem Gelfiltrationslauf (Superdex-75) und Dialyse iiber Nacht
(Dialysepuffer Strep-HypD). Die Wanderung von Strep-HypD konnte in beiden Sédulen
visuell verfolgt werden, da es sich bei Strep-HypD um ein eisenhaltiges Protein mit gelblicher
Farbe handelt. Die anaerobe Anreicherung von Strep-HypD fiir EPR-Untersuchungen erfolgte
nach Herstellung des S30-Extraktes im Anaerobenzelt. Die Temperatur betrug 8°C bis 13 °C.
Alle Puffer wurden ent- und begast (100 % Stickstoff) und bis zur Verwendung im
Anaerobenzelt (Formiergas: 95 % Na, 5 % Hj) dquilibriert. Die Anzucht musste aerob
erfolgen (1.2 1 Kulturvolumen) um eine ausreichende Induktion zu gewihrleisten. In der
Affinititschromatographie (Strep-Tactin®) wurde kein DTT zugesetzt, um Eisen nicht zu
»verschleppen. AusschlieBlich gelb gefarbte Fraktionen wurden vereint, iiber Nanosep
aufkonzentriert und iiber Nacht im Anaerobenzelt gegen 50 mM Tris/Cl pH 8.0, 5 mM NacCl,
50 % Glyzerin dialysiert. Die Proteinlosung (ca. 400 pl) wurde anschlieBend direkt in ein
EPR-Ro6hrchen transferiert. Dieses wurde aus der Anaerobenkammer ausgeschleust, sofort in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zum Verschicken an B. F. Matzanke bei —70°C
gelagert. Die Proteinkonzentration betrug 11.1 mg/ml (270 uM).
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2.5.8. Reinigungsprotokoll fur HybF-Strep
Zur Reinigung von HybF-Strep und HybF-Strep[H2Q] wurden die Zellen (BL21(DE3)/
p-ThybFStrep bzw. BL21(DE3)/pT-hybFStrep[H2Q]) anaerob in TGYEP Medium ange-
zogen. Obwohl es unter anaeroben Bedingungen zur Ausbildung des hochaffinen Nickel-
Transport Systems kommt (Wu und Mandrand-Berthelot, 1986; Eitinger und Mandrand-
Berthelot, 2000), wurde zusitzlich 5 uM Nickel supplementiert. Die Anzucht erfolgte bei
37°C fiir ca. 3 h (ODggo~ 0.3 bis 0.5), gefolgt von einer Anpassungsphase auf 16 bis 22°C (ca.
2 h) und Induktion mit IPTG (0.1 mM). Die Expression wurde iiber Nacht (10 bis 13 h) oder
fiir 4-5 h durchgefiihrt und durch SDS-PAGE und Coomassie-Fiarbung bestitigt. Die Loslich-
keit des Proteins war trotz optimierter Anzuchtsbedingungen gering. Die Reinigung erfolgte
{iber Strep-Tactin® Sepharose, Superdex-75, Aufkonzentrierung mittels Microsep bzw.
Amicon Centricon und Dialyse gegen ,,Dialysepuffer HybF-Strep*.

Fiir aerobe Anzuchten wurden die Zellen in 2xYT-Medium bei 30°C angezogen, auf
Raumtemperatur gebracht, mit 0.25 mM IPTG induziert und iiber Nacht weiter geschiittelt.

Zur Reinigung wurde die gleiche Prozedur angewandt.

2.5.9. Reinigungsprotokoll fur HypE

Die Reinigung des HypE Proteins erfolgte wie von Blokesch et al. (2004a) beschrieben. Zur
Uberproduktion diente der Stamm BL21(DE3)/pTE-C2. Als kurze Beschreibung: Herstellung
des S30-Extraktes, DEAE-Sepharose lonenaustauscher (35 ml; Pharmacia, Freiburg; 800 ml
Gradient von 50-350 mM NaCl mit Puffer HypE-A und Puffer HypE-B), 30%-ige
Ammoniumsulfat-Féallung und Gelfiltration an einer Superdex-75-Séule. Das HypE Protein
eluierte hauptsichlich als Monomer (nach ca. 60 ml). Die entsprechenden Fraktionen wurden

vereint, gegen ,,Dialysepuffer HypE* dialysiert und bei —20°C gelagert.

2.5.10. Reinigungsprotokoll fur HypF

Die Reinigung des HypF Proteins erfolgte nicht nach der von Paschos et al. (2002)
beschriebenen Methode. Die Anzucht der JM109/pUCF18 - Zellen erfolgte unter aeroben
Bedingungen bei 37°C, die Induktion mit 0.5 mM IPTG bei einer ODgy von 1 und die
Expression fiir drei Stunden. Zur Reinigung des HypF Proteins wurden 8 g Zellen aufge-
brochen, der S30-Extrakt erstellt und mit Hilfe des 10 ml Superloops auf eine 21 ml Q-
Sepharose Sdule geladen. Die Elution geschah durch einen Gradienten von Puffer HypF-A zu

50 % Puffer-HypF-B. HypF eluierte nach kurzer Zeit, wobei Proteine durch ihre Bindung an
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die Sdule abgetrennt wurden. Nach erfolgter 35%-igen Ammoniumsulfat-Féllung, wurde das
resuspendierte Sediment auf eine Superdex-200-Sdule geladen. Der Lauf erfolgte mit Puffer
HypF-A und einer Flussrate von 1 ml pro min. Die HypF enthaltenden Fraktionen wurden

vereint und iiber Nacht gegen ,,Dialysepuffer Hyp-F* dialysiert.

2.5.11. Anreicherungsprotokoll fir Proteinkomplexe

Die Anreicherung des HypC-Strep x HypD sowie des HypC-Strep x HypD x HypE
Komplexes erfolgte ebenfalls durch Affinititschromatographie. Hierzu wurden die Zellen
BL21(DE3)/pT-hypDCStrep (Isolierung des HypC-Strep x HypD Komplexes), BL21(DE3)/
pT-hypDECStrep bzw. BL21(DE3)/pT-hypDEFCStrep (Isolierung des HypC-Strep x HypD x
HypE Komplexes) und BL21(DE3)/pT-hypDE[Mut]CStrep (zur Isolierung des HypC-Strep x
HypD x HypE[Mut] Komplexes) unter den angegebenen Bedingungen (aerob oder anaerob
incl. 1 uM FeCl,) angezogen. Der S30-Extrakt wurde auf die Strep-Tactin® Sepharose Siule
geladen. Die gelblichen Elutionsfraktionen (kennzeichnend fiir HypD) wurden vereint und die

Proteine durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung nachgewiesen.

2.6. Biochemische Methoden

2.6.1. Invitro Prozessierung und Aktivierung von Hydrogenasen

Die in vitro Prozessierung erfolgte in S30-Extrakten wie von Maier und Bock (1996a) be-
schrieben. Die Prozessierung wurde durch Zugabe von Nickel mit und ohne gereinigter
Protease Hycl initiiert und durch Westernblotanalysen der groe Untereinheit der Hydro-
genase 3 (HycE) verfolgt. Die in vitro Aktivierung der Hydrogenasen 1 und 2 erfolgte durch
Zugabe von Nickel und durch Aktivitdtsfairbung in nicht-denaturierenden SDS-Gelen.

2.6.2. Bestimmung der Hydrogenase-Aktivitat von ganzen Zellen

Eine qualitative Untersuchung der Hydrogenase-Aktivititen erfolgte durch Uberschichtungs-
tests (in Anlehnung an Mandrand-Berthelot et al., 1978). Hierzu wurden die entsprechenden
Stimme auf TGYEP-Platten unter Wasserstoff-Atmosphire (Anaerobentopf) angezogen. Der
Nachweis der Aktivitit erfolgte durch Uberschichtung mit Benzylviologen (BV)-haltiger

Agarose (1 mg/ml). Durch Reduktion von BV erscheinen aktive Kolonien violett.
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2.6.3. Bestimmung der Hydrogenase-Aktivitat in Rohextrakten

Der Nachweis der Hydrogenase-Aktivitdt erfolgte in Anlehnung an die Methode von
Ballantine und Boxer (1985), wobei auf die vorherige Titration mit Natrium Dithionit verzich-
tet wurde. Die S13-Extrakte stammten aus anaerob angezogenen Zellen und wurden unter
Stickstoff-Atmosphére gebracht. Die Gesamtaktivitdt von Hydrogenasen 1, 2 und 3 wurde
durch Reduktion von Benzylviologen in Wasserstoff-begasten Kuvetten bestimmt. Unter
fermentativen Anzuchtbedingungen nehmen Hydrogenase 1 und 2 nur ca. 3-6 % der Gesamt-

aktivitdt ein (Jacobi et al., 1992).

2.6.4. Transcarbamoylierung und Dehydratisierung

Dieser Versuch wurde wie von Reissmann et al. (2003) und Blokesch et al. (2004a)
beschrieben durchgefiihrt. Die Radioaktivitdt der Nitrocellulosefilter wurde durch Szintilla-
tionsmessung bestimmt. Alternativ wurde die Radioaktivitdt durch Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese, Transfer auf Nitrocellulose-Membranen und Exposition eines Tritiumscreens nach-

gewiesen. Genauere Angaben folgen im Text des Ergebnis-Teils.

2.6.5. Transfer des Cyanids von HypE auf HypC x HypD

Um den "*C-markierten Cyanidrest von HypE auf den HypC x HypD Komplex zu iibertragen,
wurde nach Inkubation von HypE, HypF, ATP und ['*C]-Carbamoylphosphat frisch isolierter
HypC-Strep x HypD Komplex zugegeben. Die Detektion erfolgte nach Auftrennung der
Proteine durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Transfer auf Nitrocellulose-Membranen
und Autoradiographie. Inkubationszeiten und Proteinkonzentrationen werden im Ergebnis-

Teil angegeben.

2.6.6. Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat

Die Stimme wurden aerob in LB-Medium incl. 0.5 mM IPTG bei 30°C oder anaerob in
TGYEP-Medium incl. 0.5 mM IPTG bei 37°C bis zu einer ODgyo von 0.6 bis 0.9 angezogen.
Die B-Galaktosidase-Aktivitdt wurde nach Miller (1992) bestimmt. Die sogenannten Miller

Units wurden nach folgender Formel berechnet:

1000 x (OD420 - 1.75 x OD550)/t XV X OD600
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2.7. Proteininteraktionen

2.7.1. Bakterielles Zwei-Hybrid System

Das von Karimova et al. (1998) entwickelte bakterielle zwei-Hybrid System (BTH) beruht auf
der Rekonstitution der Adenylatcyclase in E. coli durch die Zusammenfiihrung der zwei
katalytischen Doménen des Enzyms aus Bordetella pertussis (Doméne T18 und T25; Ladant
und Ullmann, 1999). Der Grad der Interaktion kann durch Messung der -Galaktosidase-
Aktivitdt bestimmt werden (siche 2.6.6.). Die verwendeten E. coli Stimme waren BTH101
und DHM1; beide besitzen eine fehlerhafte Adenylate Cyclase (cya). Die Ausgangsvektoren
waren pUT18, pUT18C und pKT25 (Karimova et al., 2001).

2.7.2. Koelution

Als moglicher Nachweis einer Proteininteraktion wurden die Proteine auf Koelution getestet.
Dabei wurde HypC mit dem Strep-tagIl® Peptid fusioniert und jeweils aus Rohextrakten
durch Affinitdtschromatographie (Strep-Tactin®) herausgezogen. Interagierende Proteine
sollten ebenfalls im Eluat vorhanden sein; unspezifisch gebundene Proteine wurden durch
Waschschritte mit Nieder- (0.1 mM) und Hochsalz- (0.5 mM NaCl) Puffern entfernt. Anstelle
der Strep-Tactin® Sepharose Sdulen wurden fiir kleinere Volumina Strep-Tactin®-beschich-

tete, magnetische Kugeln (MagStrep, IBA GmbH, Géttingen) verwendet.

2.7.3.  Invitro Komplexbildung

Fiir die in vitro Komplexbildung wurde gereinigtes Strep-HypD und HypC (von N. Drapal
gereinigt und in 50% Glyzerin bei —20°C gelagert) in Gegenwart von DTT bei
Raumtemperatur inkubiert. Der gebildete Komplex wurde durch nicht-denaturierende PAGE

und Coomassie-Fiarbung bzw. Westernblotanalysen nachgewiesen.

2.7.4. Quervernetzungsversuche (,,crosslinking*)

Die Quervernetzung von HypC-Strep und HypD erfolgte durch Inkubation des eluierten
Komplexes mit dem entsprechenden Crosslink-Reagenz. Beim Gebrauch von Crosslinkern fiir
primidre Amine wurde der Komplex zuvor gegen 50 mM Kalium-Phosphat Puffer pH 8.0
dialysiert; die Quervernetzungsreaktion wurde durch Zugaben von Tris/Cl pH 8.0 gestoppt.
Die Spaltung von Crosslinkern (DPDPB, DTBP, DTSSP) geschah durch Inkubation mit 50
mM DTT. Quervernetzte Proteine wurden durch nicht-denaturierende SDS-PAGE aufgetrennt

und mit Coomassie gefarbt oder durch Westernblotanalyse nachgewiesen. Die verwendeten
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Crosslinking-Reagenzien waren: DTBP (Dimethyl 3,3"-dithiobispropionimidat) (Shivdasani
und Thomas, 1988), DPDPB (1,4 - bis [3-(2-Pyridyldithio) Propionamido]-Butan) (Chen et
al., 1995), p-Phenylendimaleimid (pPDM) und o-Phenylendimaleimid (0PDM) (Walleczek et
al., 1989), DTSSP (3,3’-Dithiobis-[sulfosuccinimidylpropionat]) (Jung und Moroi, 1983) und
DMS (Dimethyl Suberimidat) (Wang und Moore, 1977).

2.8. Arbeitsmethoden mit radioaktiven Substanzen

2.8.1.  Invivo Markierung mit ®*Nickel

Die in vivo Markierung mit **Nickel erfolgte in anacroben Anzuchten (200 ml). Als Medium
diente TGYEP incl. 0.8% Glukose und 15 mM Formiat. Es wurden 8 pul der NiCl, —
Stammlosung (NEN Life Science Products, Inc.; Boston, MA, USA; spezifische Aktivitit:
697 mCi/mmol) zugesetzt; dies entspricht einer Nickelkonzentration von 1.15 pM. Nach
Herstellung des S13-Extraktes wurden die Proteine durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese

aufgetrennt und 63Ni-Signale durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

2.8.2.  Invitro Bindung von **Nickel

Die Untersuchung auf Nickel-Bindung erfolgte ebenfalls mit “*Ni. Hierzu wurde die **Ni —
Losung mit kaltem NiCl, verdiinnt, so dass eine Stammldsung von 0.5 mM NiCl, entstand
(spezifische Aktivitdt: 121.6 pCi/mmol). Die Proteine wurden mit angegebener Nickelmenge
fir 10 bis 30 min bei Raumtemperatur in Superdexpuffer ohne DTT inkubiert und
anschlieBend durch Filtration iiber Nitrocellulosefilter von freiem “Ni getrennt (je 30 pl in 2
bzw. 3 Parallelen). Nach dreimaligem Waschen mit je 1 ml Puffer wurde die Radioaktivitét

der Filter im Szintillationsgerit gemessen. Als Standard diente 1 pl der Stammldsung.

2.8.3.  Invivo Markierung mit [**C]-Citrullin

In vivo Markierungen wurden in modifiziertem WM-Medium (Fraenkel und Neidhardt,
1961), M9-Medium (Miller, 1992) oder MOPS-Medium (Neidhardt et al., 1974) durch-
gefiihrt. Die Anzuchten erfolgten anaerob in 50 oder 100 ml Meplatflaschen. Markiert wurden
mit L-[Ureido-"*C]-Citrullin (NEN Life Science Products, K&ln) mit einer spezifischen
Aktivitit von 56.3 mCi/mmol. Zugegeben wurde 1 pg/ml '*C-Citrullin (zusammen mit 1

ng/ml nicht markiertem Citrullin).
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2.8.4. Invitro Markierung mit [**C]-Carbamoylphosphat oder [**C]-Citrullin

Die in vitro Markierung erfolgte mit ['*C]-Carbamoylphosphat (American Radiolabeled
Chemicals Inc.; St. Louis, USA, spezifische Aktivitit 7 mCi/mmol) oder [*C]-Citrullin (siche
2.8.3.). Markiert wurden das Protein HypE (durch Transcarbamoylierung und Dehydratisier-
ung) oder der HypC x HypD Komplex (durch Transfer der '*CN-Gruppe).

2.85. Testauf ATP Hydrolyse mit a-markiertem *P-ATP

Um ATP-Hydrolyse qualitativ zu testen, wurde a-markiertes “P-ATP verwendet (Amersham
Biosciences, Freiburg). Die Radioaktivitidt wurde 1:100 mit kalter ATP-Stammlosung (1 mM)
verdiinnt. Die Reaktionsansitze hatten ein Volumen von 100 pul, die Reaktion fand bei 37°C
statt. Als Matrix diente F-Puffer incl. BSA. Die Endkonzentration an ATP betrug 50 uM, die
Proteinkonzentrationen variierten. Nach 0, 15, 30 und 45 min wurden 1ul Proben entnommen
und auf eine DC-Platte (Polyethyleniminplatten von Merck, Darmstadt) pipettiert. Als
Kontrolle der spontan auftretende Hydrolyse diente eine Probe ohne Enzym. Nachdem alle
Proben genommen waren, erfolgte die Auftrennung in 0.5 M KH,PO4 Puffer pH 3.4 fiir ca. 25
min. Die DC-Platten wurden fiir wenige Stunden oder iiber Nacht in der Expositionskassette

(Phosphorscreen) gelagert und mit dem Phospholmager ausgelesen.

2.8.6. Test auf ATP Hydrolyse mit y-markiertem ¥*P-ATP

Zur quantitativen Messung der ATP Hydrolyse wurde y-markiertes [*’P]-ATP verwendet
(Perkin Elmer; Rodgau-Jiigesheim; spezifische Aktivitit: 6000 Ci/mmol). Der Reaktions-
ansatz (Endvolumen: 100 pl) enthielt F-Puffer incl. BSA und Enzyme in jeweils angegebener
Menge. Die Reaktion fand bei 25 °C statt und wurde durch Zugabe von y-[32P]-ATP
(verdiinnt in kaltem ATP) gestartet. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden 10 pl Proben ent-
nommen, mit 500 pl 5%-iger Aktivkohle-Suspension (in 50 mM KH,PO4) gevortext (30 s)
und auf Eis gelagert. Nachdem alle Proben genommen waren, erfolgte ein Zentrifugations-
schritt fiir 5 min (Tischzentrifuge). Vom Uberstand wurden 100 pl enthommen, zu 2.5 ml
Szintillationsfliissigkeit (ULTIMA Gold", Packard BioScience, Groningen, Niederlande)
pipettiert und im **P-Kanal des Szintillationsgerits (Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb
2100TR; Canberra Packard GmbH, Dreieich) fiir je 5 min gemessen. Als Standard diente 1 ul

der Stammldsung.
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2.8.7. Test auf GTP Hydrolyse mit y-markiertem *pP

Der Test auf GTP Hydrolyse erfolgte mit Hilfe der Freisetzung des ortho-Phosphats aus
v-[**P]-ATP (Perkin Elmer; Rodgau-Jiigesheim; spezifische Aktivitdt: 6000 Ci/mmol) und der
Adsorption des nicht-hydrolysierten y-[**P]-ATP an Aktivkohle. Das Volumen des Reaktions-
ansatz betrug 500 pl. Pro Probe wurden 50 pl entnommen, mit 750 pl Aktivkohle-Suspension
vermischt, zentrifugiert und 200 ul des Uberstands wurden im Szintillationsgerit gemessen.

Auf den Gebrauch von Glassfaserfiltern (Maier et al., 1993) wurde verzichtet.

2.9. Bioinformatische Methoden

2.9.1. Bild- und Textverarbeitung

Zur Textverarbeitung wurde Microsoft Word 2000 und Microsoft Excel 2000 verwendet. Fiir
Abbildungen kamen Microsoft PowerPoint 2000, Adobe Photoshop 5.5, Adobe Illustrator 8.0
und ImageQuant 5.2 (Molecular Dynamics) zum Einsatz. Rontgenfilme von Westernblot-
analysen und Coomassie-gefiarbte Gele wurden mit einem Astra 4000U Scanner (Umax
systems, Willich) eingelesen. DNA Sequenzen und Plasmid Konstruktionen wurden mit dem
auf DOS-basierendem Programm CloneManager 4.0 (Scientific & Educational Software,

Durham, NC, USA) durchgefiihrt.

2.9.2.  Verwendete Datenbanken
Wichtige verwendete Datenbanken waren:

PubMed — Zitat/Literatur Datenbank (http:/www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi), Kodon-Datenbank

(http://www.kazusa.or.jp/codon/), Sequenzvergleiche — BLAST von NCBI (National Center for

Biotechnolgy Information; http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), Colibri — E. coli Datenbank

(http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/index.html), Expasy, peptide mass — Bestimmung von Peptid

Massen und Sequenzen nach Spaltung mit Lys-C oder Asp-N (http://us.expasy.org/tools/peptide-

mass.html), PIMRider — (http:/pim.hybrigenics.com/pimrider/V08/cdsviewer/PimRiderCDS_C.jsp), H.

pylori Zwei-Hybrid Datenbank.

2.10.  Sonstige Methoden
2.10.1. Bestimmung des UV-VIS Spektrums
UV-visible Spektren von gereinigten Proteinen wurden an einem Beckman DU®-640

Spectrophotometer gemessen.
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2.10.2. Quantifizierung von saurelabilem Schwefel

Die Quantifizierung von sdurelabilem Schwefel erfolgte nach der Methylenblaumethode nach
Cline (Cline, 1969), die auch von A. Jacobi zum Nachweis von sdurelabilem Schwefel in
HypD verwendet wurde (Jacobi, 1994). Die Auswertung erfolgte durch Messung der
Absorption bei 670 nm und Vergleich mit einer Standardgerade (0-25 nmol Sulfid).

2.10.3. Bestimmung von nicht-Ham Eisen

Die Bestimmung des nicht-Ham Eisens erfolgte kolorimetrisch als Nachweis eines Ferrozin-
Komplexes (Absorption bei 562 nm). Der Versuch erfolgte wie im Original Protokoll be-
schrieben (Fish, 1988) mit kleinen Abweichungen im Reaktionsansatz (siche hierzu Lyon et
al., 2004). Die Eichgerade wurde mit einer Eisen Stammldsung erstellt (1 g/l; Eisen Atom-

spektroskopie-Standard-Konzentrat, Fluka, Neu-Ulm).

2.10.4. Eisen-Bestimmung mittels ICP-OES

Die Untersuchung der gereinigten Proteine auf Metalle erfolgte durch H. Hartl im Department
Chemie der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen. Die Proben (jeweils 1 ml) wurden
mit Salpetersdure (0.5 ml) und H,O; (2 ml) versetzt, fiir 15 min in geschlossenen Gefdflen im
Mikrowellengerdt (350 Watt; max. 135 °C) erhitzt, mit Wasser auf 10 ml aufgefiillt (1:10
Verdiinnung) und anschlieBend auf vorhandene Metalle in einem Varian Vista ICP-OES
(Varian, Inc. Palo Alto, CA, USA) untersucht. Der verwendete Dialysepuffer als Kontrolle
sowie eine Eichlosung (ICP-Mehrelementstandardlosung VIII, Merck, Darmstadt; Bestim-

mung des Wiederfindungswertes) wurden stets mitgemessen.

2.10.5. EPR und Médssbauer Spektroskopie
Die EPR und Mossbauer Messungen wurden von B. F. Matzanke am Isotopenlabor des
Instituts fiir Biochemie der Universitét zu Liibeck durchgefiihrt.

Die Mossbauer-Spektren der °’Fe-angereicherten, gefrorenen Proben wurden in der
horizontalen Transmissionsgeometrie mit Hilfe eines Spektrometers mit konstanter
Beschleunigung aufgenommen, das mit einem 512 Kanal Detektor verbunden war. Die in Rh-
Folie eingebettete Strahlenquellen hatte eine Aktivitit von 0.93 GBq [*'Co] (Cyclotron Co
Ltd, Obninsk, Russland) und befand sich bei Raumtemperatur. Das Spektrometer wurde
gegen eine metallische a-Eisenfolie bei Raumtemperatur kalibriert und ergab eine Standard

Linienbreite von 0.24 mm xs . Der Mdssbauer Kryostat wurde durch Helium gekiihlt
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(MD306, Oxford Instruments). Durch einen permanenten Magneten wurde am Endes des
Kryostaten ein geringes Feld von 20 mT senkrecht zum y-Strahl angelegt (B. F. Matzanke;

personliche Mitteilung).

2.10.6. Fluoreszenzmarkierung und Massenspektrometrie

Dieser Versuchsteil wurde in Kooperation mit E. Hochleitner (AG Lottspeich, Protein-
analytik, Max Planck Institut fiir Biochemie, Martinsried) durchgefiihrt. Zur Bestimmung der
Stochiometrie des HypC-Strep x HypD Komplexes wurde dieser aus einem 10%-igen nicht-
denaturierenden Gel ausgeschnitten, mit Lys-C (1 pg Endopeptidase in 50 mM Ammonium
Bicarbonat Puffer) bei 37 °C {iber Nacht gespalten und die Peptide mit 10 ul Acetonitril, 10 pl
10%-iger Ameisensdure und erneut mit 10 pl Acetonitril eluiert. Die Probe wurde
anschliefend in einer SpeedVac auf ca. 10 pl aufkonzentriert und die enthaltenen Peptide mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markiert (Hochleitner et al., 2004). Es folgte die Auftrennung der
Peptide bei 30 °C durch HPLC (Hewlett Packard 1100 HPLC system, Wilmington, DL), an
welche ein automatischer Probennehmer und ein Fluoreszenzdetektor angeschlossen waren.
Als Sédule diente eine ,MicroCART 150-1 reversed phase C-19 Column®* von Merck
(Darmstadt). Zur Elution wurde ein linearer Gradient zwischen zwei Puffern (HPLC-Puffer
A: 0.1% TFA (v/v) und HPLC-Puffer B: 0.09% TFA (v/v), 10 % Wasser und 90 %
Acetonitril) angelegt; dieser lief tiber 90 min von 10 bis 70 % HPLC-Puffer B. Dabei wurde
ein Fluoreszenz-Chromatogramm (Anregungswellenldnge: 250 nm, Emissionswellenldnge:
395 nm) erstellt. Die gesammelten Fraktionen wurden durch Massenspektrometrie an einem
4700 Proteomics Analyser von Applied Biosystems (Framingham, MA) analysiert und HypC-
Strep oder HypD zugeordnet. Die Intensitdt des Fluoreszenzsignals der markierten Peptide ist
proportional zur Stochiometrie der beiden Proteine HypC-Strep und HypD im Komplex.
Hierbei wird vorausgesetzt, dass die Peptide komplett aus dem Gel eluiert wurden und es
nicht zum Verlust wéihrend der Aufkonzentrierung kam (E. Hochleitner; personliche

Mitteilung).
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1. Funktion des HypA- / HybF-Proteins beim Einbau von Nickel

Der Metalleinbau in die [NiFe]-Hydrogenasen erfolgt in zwei Schritten: (i) Eisen und seine
Nicht-Protein-Liganden CO und CN werden in den Hydrogenase-Vorldufer eingefiigt und (ii)
die Insertion von Nickel vervollstindigt das aktive Zentrum. Es ist bekannt, dass die Proteine
HypA und HypB den Nickeleinbau katalysieren (Maier et al., 1993; Maier et al., 1995; Olson
et al., 2001; Hube et al., 2002; Mehta et al., 2003). Fiir HypB war gezeigt worden, dass seine
Funktion durch hohe Nickelkonzentrationen im Medium (0.6 mM) ersetzt werden kann
(Waugh und Boxer, 1986). Eine solche phénotypische Suppression wurde auch fiir einen
AhypA Stamm von H. pylori (Olson et al., 2001) und einen HypA/HybF-negativen Stamm
von E. coli gezeigt (Hube et al., 2002). Auf welche Weise HypA bzw. das homologe HybF-

Protein am Nickeleinbau beteiligt sind, sollte nun in dieser Arbeit untersucht werden.

1.1. Analyse von Varianten des HybF-Strep-Proteins

Die Aminosduresequenz von HybF weist konservierte Motive auf, die an einer Nickelbindung
beteiligt sein konnten. Eines davon liegt am N-Terminus (M'H?E?) und ein weiteres Motiv,
niamlich C73X2C76X12_13C89X2C92, im C-terminalen Bereich. In der Diplomarbeit von M. Hube
waren bereits einige Aminosduren ausgetauscht und die entsprechenden Varianten auf ihre in
vivo Funktion getestet worden (Hube, 2002).

Weitere Aminsosduren wurden nun in dieser Arbeit in HybF durch ortsspezifische
Mutagenese ausgetauscht. Dies geschah durch inverse PCR (Ochman et al., 1988; Ansaldi et
al., 1996) mit Plasmid pBHBF-Strep als Matrize (Hube et al., 2002). Die iiberlappenden
Oligonukleotide sind in Tabelle 4 aufgelistet. Die durch Restriktionsanalyse und
Sequenzierung iiberpriiften Plasmide waren pBHBF-Strep[C73A], pBHBF-Strep[C76A],
pBHBF-Strep[C73/76A] und pBHBF-Strep[C92A]. Diese Plasmide wurden in den Stamm
DPABF (Hube et al., 2002) eingebracht und die Transformanten anschlieBend iiber Gastests,
Westernblotanalysen und Aktivitdtsfarbungen auf die in vivo Funktion der verdnderten HybF-
Strep-Proteine untersucht (Abb. 8). Da die im Vollmedium vorliegenden Nickelkonzen-
trationen die Funktion von HypA/HybF ausgleichen kénnen, wurden den anaeroben Kulturen

50 uM EDTA zugesetzt.
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Abbildung 9 zeigt, dass Transformanten mit ausgetauschten Cystein-Resten zwar einen
geringeren Gehalt des entsprechenden Proteins besitzen (Abb. 9A), jedoch trotzdem
prozessierte und aktive Hydrogenase 2 bilden, wobei die Transformanten mit HybF-
Strep[C73A] und HybF-Strep[C73/76A] nur in geringem Mal3e zur Prozessierung von HybC
fahig sind (Abb. 9 B).
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Abbildung 9: Zellulare Menge und Funktion der HybF-Strep-Varianten. Lysate von
ganzen Zellen (0.15 ODggp-Einheiten) des Stammes DPABF und entsprechenden Trans-
formanten wurde durch Immunoblotanalyse untersucht. (A) Die Menge der Protein-Varianten
wurde mittels Antikorper gegen den C-terminalen Strep-taglI® bestimmt. (B) zeigt die Prozess-
ierung der groBen Untereinheit der Hydrogenase 2 (HybC) mit Hilfe von a-HybC Antiserum.
Die Positionen des Vorldufer Proteins (pre-HybC) und der reifen Untereinheit sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Spur 1: MC4100, Spur 2: DPABF, Spur 3: DPABF/pBHBF-Strep, Spuren 4 bis
9: DPABF/pBHBF-Strep-Varianten (siche Angaben iiber der Abbildung).

Die Gasproduktion, die Prozessierung der grolen Untereinheit der Hydrogenase 3 (HycE) und
die Aktivitatsfairbung der Hydrogenasen 1 und 2 in nicht-denaturierenden SDS-Gelen ergaben

identische Ergebnisse (Daten nicht gezeigt; Blokesch et al., 2004b).

1.2. In vitro Reifung der Hydrogenasen in Abhangigkeit von HypA bzw. HybF

Ansdtze zur Analyse der in vitro Reifung der Hydrogenasen von E. coli wurden bereits
beschrieben (Rossmann et al., 1994; Maier und Bock, 1996a; Magalon et al., 2001). Dabei
wurde hauptsdchlich die Prozessierung der grofen Untereinheit der Hydrogenase 3 (HycE)
tiber Westernblotanalysen untersucht. Geringe Mengen reifer Hydrogenase (ca. < 10% Pro-
zessierung) konnen damit jedoch nicht detektiert werden. Die Sensitivitdit wurde durch
Verwendung von Aktivitdstfairbungen in nicht-denaturierenden Polyacrylamidgelen, besser

noch in nicht-denaturierenden SDS-Gelen, erhoht. Ein Nachteil hierbei ist zwar, dass
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Hydrogenase 3 nicht detektiert werden kann, da HybF aber hauptsédchlich an der Reifung von
Hydrogenase 1 und 2 beteiligt ist (Hube et al., 2002), stellte dies kein Problem dar.

Als erstes sollte untersucht werden, ob die meist anhand von Extrakten aus Nickel defizienten
Zellen durchgefiihrte in vitro Reifung von den Proteinen HypA/HybF und HypB katalysiert
wird oder rein chemisch ablduft. Hierzu erfolgte die Anzucht der Stimme DHP-B (AhypB),
DPABF (hypA, AhybF) und NIM (hypA, AhypB, AhybF) unter anaeroben Bedingungen in
Gegenwart von 50 uM EDTA und mit Glyzerin/Fumarat als Energiequelle. Die S13-Extrakte
wurden bei der angegebenen Nickelkonzentration bei 30°C 2 h lang inkubiert und die
Aktivitat der Hydrogenasen 1 und 2 durch nicht-denaturierenden SDS-PAGE und Aktivitéts-
farbung detektiert (Abb. 10).

0 10 25 50 100 200 Ni[uM]
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Abbildung 10: Aktivitat der Hydrogenase 1 und 2 nach in vitro Reifung. Zellextrakte der
Stamme DHP-B (AhypB) (A) und NIM (hypA, AhypB, AhybF ) (B) wurden der in vitro Reifung
in Anwesenheit der angegebenen Nickelkonzentrationen unterzogen. Die Aktivititen der
Hydrogenasen 1 und 2 wurde durch Aktivititsfirbung in nicht-denaturierenden SDS-Gelen
sichtbar gemacht und durch Pfeile gekennzeichnet.

Wie in Abbildung 10 zu sehen, ist die in vitro Reifbarkeit von Hydrogenase 1 und 2 in
Anwesenheit von HypA/HybF (Abb. 10A) und in deren Abwesenheit (Abb. 10B) identisch.
Auch Vergleiche der in vitro Reifung mit und ohne HypB (von den Stimmen DPABF und
NIM) oder mit HypA, HybF plus HypB in Extrakten von Nickeltransport-Mutanten
(Hyd723), brachten keinen Unterschied (Daten nicht gezeigt). Demnach ist die in vitro
Reifung unabhéngig von HypA/HybF und HypB. Dass ein Vergleich der in vitro Nickel-
konzentration zu frither durchgefiihrten Versuchen kaum mdglich ist (Maier und Bock, 1996a;
Magalon et al., 2001), zeigte sich in Ansdtzen mit verschiedenen DTT-Konzentrationen. Es
wurde gefunden, dass DTT die vorhandenen Nickelionen komplexiert und sie somit dem
Einbau in die Hydrogenasen entzieht (Daten nicht gezeigt; Blokesch et al., 2004b). In den hier

beschriebenen Versuchen wurde deshalb kein DTT zugesetzt.
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1.3. Reinigung des HybF-Strep-und HybF-Strep[H2Q]-Proteins

Um Nickelbindung in vitro nachweisen zu konnen, wurde HybF-Strep-Protein des Wildtyps
und der [H2Q]-Variante gereinigt. Da ein Grofteil des iiberproduzierten HybF-Strep-Proteins
in unloslicher Form vorlag, wurden die anaeroben Anzuchtbedingungen der Transformante
BL21(DE3)/pT-hybFStrep optimiert. Die Reinigung erfolgte wie unter Material und
Methoden beschrieben. Den Reinigungspuffern wurde kein DTT zugesetzt. Die Ausbeute aus
28 g Zellnassgewicht lag bei 1 mg HybF-Strep-Protein.

Anhand mehrerer Eichldufe an der Superdex-75-Sédule konnte das Laufverhalten von
HybF-Strep einem Monomer zugeschrieben werden (Daten nicht gezeigt; Blokesch et al.,
2004b). Da das HypA-Protein aus H. pylori (Mehta et al., 2003) ein Dimer ist, sollte
untersucht werden, ob HybF-Strep in Anwesenheit von Nickel dimerisiert. Dazu wurde
gereinigtes HybF-Strep-Protein in Gegenwart und Abwesenheit von Nickel (2 mM bzw. 250
uM) inkubiert und anschlieBend einer Gelfiltration unterzogen. Fiir die mit Nickel inkubierten
Proben wurde dem Elutionspuffer ebenfalls 100 uM NiCl, zugefiigt. Auch hier lag das HybF-
Strep-Protein jedoch als Monomer vor (Daten nicht gezeigt).

Die Reinigung der HybF-Strep[H2Q]-Variante erfolgte unter gleichen Bedingungen
wie fiir das Wildtyp-Protein beschrieben; in der Gelfiltration wurde sie ebenfalls als Monomer
eluiert (Daten nicht gezeigt). Die Reinigung der HybF-Strep-Varianten HybF-Strep[C73A],
HybF-Strep[C73/76A], HybF-Strep[C89A] und HybF-Strep[C89S] war aufgrund der Un-

16slichkeit dieser Proteine nach ihrer Uberproduktion nicht mdglich.

1.4. Metallgehalt von und Nickelbindung durch HybF-Strep
Die gereinigten HybF-Strep- und HybF-Strep[H2Q]-Proteine (aus anaerober und aerober
Anzucht) wurden von H. Hartl am Department Chemie der LMU Miinchen auf die
Anwesenheit von Metallen untersucht. Dies geschah durch ICP-OES wie im Material und
Methoden-Teil beschrieben. Dabei ergaben sich die in Tabelle 5 angegebenen Werte.

Sie zeigen, dass weder HybF-Strep noch die Variante HybF-Strep[H2Q] Nickel
enthalten. Hierbei war kein Unterschied zwischen gereinigten HybF-Strep-Proteinen aus
anaerob in Gegenwart von 5 uM NiCl, oder aerob angezogenen Kulturen erkennbar (Daten

nicht gezeigt). Es wurde jedoch Zink in stdchiometrischen Mengen gefunden.

-53-



ERGEBNISSE

TABELLE 5: Metallgehalt von gereinigtem HybF-Strep-Protein
des Wildtyps und der [H2Q]-Variante

Fe* Zn* Ni*
HybF-Strep 0.0 1.0+ 0.1 0.0
HybF-Strep[H2Q] 0.3+£0.1 0.9+0.2 0.0

* Dberechnet als Anzahl der Metallionen pro HybF-Strep Monomer. Werte stellen den Mittelwert +
Standardabweichung dar.

Da die Ergebnisse von Hube et al. (2002) und Studien an H. pylori (Olson et al., 2001; Mehta
et al., 2003) darauf hingewiesen hatten, dass HypA/HybF am Nickeleinbau beteiligt ist,
wurde die Nickelbindung der gereinigten Proteine in vitro untersucht. Hierzu wurde
gereinigtes HybF-Strep bzw. HybF-Strep[H2Q] gegen 10 uM NiCl,-enthaltenden Puffer (100
mM Tris/Cl, pH 8.0, 100 mM NacCl) fiir 6 h dialysiert. Um freies Nickel zu entfernen, erfolgte
anschlieBend eine 24-stiindige Dialyse gegen Puffer ohne Nickel, wobei der Puffer fiinf mal
gewechselt wurde. Als Kontrolle diente ein Teil der gleichen Proteinpraparation ohne vorher-
gehende Dialyse gegen nickelenthaltenden Puffer. Die so behandelten Proteinlosungen

wurden durch ICP-OES untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Metallgehalt von HybF-Strep und HybF-Strep[H2Q] nach Dialyse gegen
Nickel. Die gemessenen Zink- und Nickelkonzentrationen wurden auf die Proteinkonzentration
bezogen und sind im Diagramm als Anzahl der gebundenen Metallionen pro Monomer
angegeben.

Die Ergebnisse dieses Experimentes deuten darauf hin, dass HybF-Strep, unabhéingig vom
enthaltenden Zink, auch zur Nickelbindung fahig ist. HybF-Strep[H2Q] hatte Zink gebunden,
jedoch kein Nickel.
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Da fiir die ICP-Messungen grofle Mengen an Proteinldsung notwendig waren, die Ausbeute
pro Reinigung jedoch immer sehr gering ausfiel, wurde eine alternative Methode zur
Bestimmung der Nickelbindung entwickelt, namlich Filterbindung mit “Ni. Hierzu wurden
die Proteine mit *Ni inkubiert, freies Nickel wurde durch Filtration entfernt und die Radio-
aktivitdt der auf den Nitrocellulosefilter gebundenen Proteine im Szintillationsgerit gemessen.
Um festzustellen, ob eine Substratsittigung moglich ist, wurde das HybF-Strep- bzw. das
HybF-Strep[H2Q]-Protein mit steigenden Nickelkonzentrationen inkubiert. In diesem
Versuch wurde eine spezifische Bindung von Nickel durch das HybF-Strep-Protein
beobachtet (Abb. 12). Die [H2Q]-Variante zeigte geringere Nickelbindung, die in verschie-

denen Experimenten stark variierte und auf unspezifische Bindung hindeutet (Abb. 12).
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Abbildung 12: Bindung von ®Ni durch HybF-Strep und HybF-Strep[H2Q] in Filter-

bindungsversuchen. Nickelbindung von HybF-Strep (® und O) und HybF-Strep[H2Q] (A
und A). Offene Symbole: 25 uM ZnCl, war zusitzlich im Reaktionsansatz vorhanden. Werte
stellen den Durchschnitt aus mindestens drei Versuchen + Standardabweichung dar.

Die entsprechende Scatchard-Darstellung der Bindeeigenschaften des HybF-Strep-Proteins
ergab eine Dissoziationskonstante (Kp) von 1.87 uM und eine maximale Bindung von 0.87
Nickel pro Monomer (Daten nicht gezeigt; Blokesch et al., 2004b). Um zwischen unspezi-
fischer und spezifischer Bindung unterscheiden zu kénnen, wurde der gleiche Versuch in
Anwesenheit von Zink als Kompetitor durchgefiihrt (Abb. 12). Die Nickelbindung des
Wildtyp HybF-Strep-Proteins dnderte sich dabei nicht, wohingegen sich die Nickelbindung
durch HybF-Strep[H2Q] verringerte, was als Hinweis flir unspezifische Bindung gewertet

werden kann.
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2. Das HypD Protein
Nach der Identifizierung von HypA bzw. HybF (und HypB) als Komponenten des Nickel-

Einbausystems, sollte als nidchstes der Funktion des Proteins HypD nachgegangen werden.
Reinigungsmethoden wurden bisher von A. Jacobi (Jacobi, 1994) und N. Drapal (Drapal,
1998) beschrieben, und es wurde gezeigt, dass ca. vier Eisenatome pro HypD-Monomer
gebunden vorliegen. EPR-Messungen in Zusammenarbeit mit S. P. J. Albracht vom
Swammerdam Institut fiir Life Science in Amsterdam hatten ergeben, dass ein in stark unter-

stochiometrischem MaBe vorkommendes [3Fe-4S] -Cluster vorhanden ist (Drapal, 1998).

2.1. Die Sequenz von HypD
HypD besteht aus 373 Aminosduren (41.4 kDa; Wilkins et al., 1997). Die konservierten
Motive sind in Abbildung 13 dargestellt.

GPGC¥P7V"IC*xxP™ PxH?*!'V/Sx;,G
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C4IGXH44XH G146F147E148TT150 C323X12C336X6C343X16C360

Abbildung 13: Schematische Darstellung des HypD-Proteins. Sequenz des HypD-Proteins
mit Hervorhebung der konservierten Aminosdurenreste und Motive. Aminoséuren, die im Lauf
dieser Arbeit ausgetauscht wurden, sind durch Zahlen gekennzeichnet.

Die HypD Sequenz enthilt keines der fiir andere Eisen-Schwefel-Proteine typischen Motive,
wie z.B. das CxpCx,Cx3CP Motiv in bakteriellen Ferredoxinen oder Variationen hiervon
(Adman et al., 1973; Gennis und Stewart, 1996; Sticht und Rosch, 1998). Da in gereinigtem
HypD-Protein aber sowohl Eisen als auch séure-labiler Schwefel gefunden wurde, ging man
davon aus, dass dennoch ein Eisen-Schwefel-Cluster vorliegt (Jacobi, 1994; Drapal, 1998).
Aus Sequenzvergleichen mit HypD Proteinen aus anderen Organismen (Bakterien und
Archaea; siche Anhang Al.) stellten sich die Cysteine des Cx;2Cx¢Cx;6C Motiv im C-
terminalen Teil des Proteins als potentielle Liganden des FeS-Clusters heraus. Dies sollte
durch ortsspezifische Mutagenese bestdtigt werden. Das im N-terminalen Bereich vor-
kommende Motiv CGxHxH koénnte an einer Metallbindung beteiligt sein. Das GFETT Motiv

kommt in dhnlicher Form auch in anderen Proteinen vor, wie dem Cytochrom P450 (GFETx)
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oder der B-Untereinheit der Nitrogenase in W. succinogenes (als LGFEXTMP). Eine spezielle
Funktion dieses Motivs ist allerdings nicht bekannt. Das Motiv GPGCPVC kommt in
abgewandelter Form im Glutaredoxin 1 (GrxA; xxGCPxC), in einem Protein der Synthese
von Thiamin (ThiF; xxGCPVC) und in einer Komponente der Molybdopterin-Synthese
(MoeB; xPGCxVC) in E. coli vor. Fiir das MoeB Protein wurde gezeigt, dass es zur Bindung
von Zink notwendig ist (Leimkiihler et al., 2001).

2.2. Uberproduktion und Loslichkeit

Genauere Untersuchungen des Eisen-Schwefel-Clusters von HypD sollten in Zusammenarbeit
mit B. F. Matzanke mittels Mossbauermessungen an ganzen Zellen durchgefiihrt werden.
Hierzu musste HypD in groler Menge in den Zellen vorliegen. Zu diesem Zweck wurde
zunichst die Uberproduktion optimiert. Da die in der Transformante BL21(DE3)/pJA203
(Lutz et al., 1991) durchgefiihrte Uberexpression nur gering ausfiel, wurde ein neues Uber-
expressionsplasmid konstruiert. Hierzu wurde eine PCR mit den Oligonukleotiden pT7-
hypDStart und Tet-inv+ECORI und dem Plasmid pJA103 als Matrize durchgefiihrt. Das
erhaltene PCR-Fragment wurde mit ECORI und Ndel geschnitten und mit dem ebenfalls mit
EcoRI/Ndel-geschnittenen pT7-7 Vektor ligiert. Die Richtigkeit des pT7hypD-Plasmids
wurde durch Kolonie-PCR und Sequenzierung bestétigt. Nach Transformation des Stammes
BL21(DE3) erfolgte die Uberexpression aerob in LB-Medium bei 37°C. Die Induktion

erfolgte mit 0.5 mM IPTG fiir zwei Stunden (Abb. 14). oy
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Abbildung 14: Uberproduktion des HypD Proteins.

Die Uberproduktion erfolgte aerob in der Transformante 66—
BL21(DE3)/pT7hypD. Die Proteine wurden im 10%-igen -
SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt. Spur

1: Markerproteine, Spur 2: Zell-Lysate (0.1 ODgpo-Ein- 45— - T
heiten) vor Induktion, Spur 3: Zell-Lysate (0.1 ODggo- 35— < e ¢ HypD
Einheiten) nach Induktion mit 0.5 mM IPTG. - —
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Wie in Abbildung 14 gezeigt, kam es zur starken Uberproduktion des HypD-Proteins. Es
stellte sich jedoch heraus, dass das Protein fast vollstdndig in unloslicher Form vorlag.
Als nichstes wurden deswegen die Uberexpressionsbedingungen (Konzentration von

IPTG, Induktionsdauer, Wachstumstemperatur, anaerobe und aerobe Wachstumsbedingun-
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gen) verdndert. Der Anteil an 16slichem HypD-Protein lag dabei jedoch stets nur bei etwa
20%. Die Anzucht in Gegenwart von 2-Mercaptoethanol brachte ebenfalls keine erhdhte
Ausbeute an 16slichem HypD. Auch die Uberlegung, das isc Operon (iscSUAhscBAfdx; siche
Einleitung) kozuexprimieren, eine bei anderen Eisen-Schwefel-Proteinen erfolgreiche
Methode (Nakamura et al., 1999; Frazzon und Dean, 2003), wurde wieder verworfen, da es
die Ergebnisse der Mdssbauermessungen an ganzen Zellen verfalschen konnte. Da zu diesem
Zeitpunkt bereits bekannt war, dass HypD in vivo einen Komplex mit dem HypC-Protein
eingeht (siche unten), war die nachste Idee das hypC Gen kozuexprimieren. Hierzu wurde das
Plasmid pT-hypDC mit einer Art artifiziellem Operon aus den Genen hypD und hypC
entworfen. Dies geschah durch PCR mit den phosphorylierten Primern pT77 seq. und HypC-2
(Drapal, 1998) und Plasmid pTC-9 als DNA-Vorlage. Das resultierende PCR-Fragment
wurde mit dem Smal geschnittenem pT7hypD Vektor ligiert. Die Orientierung des Inserts
wurde durch Kolonie-PCR iiberpriift und die fehlerfreie DNA-Vervielfiltigung in der PCR
durch Sequenzierung bestitigt. Parallel hierzu wurde das Plasmid pT-hypDCStrep hergestellt
(mit den phosphorylierten Primern pT77 seq. & HypCStrepll und pTC-9 als Matrize). Der
Test auf Uberexpression erfolgte zunichst in der Transformante BL21(DE3)/pT-hypDC unter
aeroben Bedingungen bei 37°C. Die Uberproduktion des HypD-Proteins war im Vergleich zur
Transformante BL21(DE3)/pT7hypD unverindert, jedoch lag ein Grofteil davon in 16slicher
Form vor. Nach erneuter Optimierung der Wachstumsbedingungen, konnte die Loslichkeit

des HypD Proteins auf iiber 60-70 % gesteigert werden (Daten nicht gezeigt).

2.3. Reinigung von Strep-HypD

Die bisher beschriebenen Reinigungsmethoden von HypD erfolgten durch fraktionierte
Ammoniumsulfat-Féllung (30-40%) und Abtrennung verunreinigender Proteine durch drei
Saulenschritte (Q Sepharose Séule; Phenyl Superose und Superdex-75; Jacobi, 1994; Drapal,
1998). Da das HypD-Protein ein sauerstoffempfindliches FeS-Cluster enthilt, sollte eine
schnellere Prozedur entwickelt werden. Hierzu wurde der Strep—tagH® (IBA GmbH,
Gottingen) N-terminal an HypD fusioniert. Das Plasmid pIBAS-hypD wurde dazu folgen-
dermaBlen kloniert: (a) PCR des hypD Gens von Plasmid pJA103 mit den Primern IBAS-
hypDup und IBAS5-hypDdown; (b) schneiden des PCR-Fragments mit Bsal und (c) Ligation
mit dem Bsal-geschnittenen Vektor pASK-IBAS (IBA GmbH). Die Richtigkeit wurde durch
Kolonie-PCR (Primer IBA5Strepup und IBAS-hypDdown) und Sequenzierung bestitigt. Das
durch pIBAS-hypD kodierte Strep-HypD-Protein war in vivo im DHP-D Stamm aktiv, was
durch starke Gasproduktion der Hydrogenase 3 gezeigt wurde.
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Zur Reinigung von Strep-HypD erfolgte die Uberexpression aerob, da die Expression unter
anaeroben Bedingungen unzureichend war. Uberproduktion und Reinigung sind im Material

und Methoden-Teil beschrieben und in Abbildung 15 dargestellt.
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S Abbildung 15: Uberproduktion und
Reinigung des Strep-HypD-Proteins.
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Wie auch fiir das FNR Protein beschrieben, war das gereinigte Strep-HypD Protein gelb bis
griinlich-gelb (konzentrierte Losung; Khoroshilova et al., 1997). Nach Lagerung unter
aeroben Bedingung verlor es die Farbe und somit vermutlich das Eisen-Schwefel-Cluster.

Gereinigtes Strep-HypD Protein zeigte keine ATP- oder GTP-Hydrolyse (getestet mit
a-markiertem [°P]-ATP und y-markiertem [**P]-GTP; Daten nicht gezeigt).

2.4. Bestimmung von Eisen und saurelabilem Schwefel

Eine nahe liegende Methode Eisen-Schwefel-Cluster nachzuweisen besteht in der Bestim-
mung von Eisen (als nicht-Hdm Eisen) und sdurelabilen Schwefel. Die dabei erhaltenen Werte
sind durch kumulative Mess-Ungenauigkeiten bei der Analyse des Eisens, des Sulfids, der
Proteinkonzentration, der Bestimmung der molekularen Masse und mdglichen Verunreinigun-
gen der Proteinpriparation jedoch nicht immer verlédsslich (Cammack, 1992b). Diese Caveats
beriicksichtigend wurde der Eisengehalt von Strep-HypD durch ICP-OES und nach der
Methode von Fish (1988) bestimmt. Die Ermittlung des sdurelabilen Schwefels erfolgte nach
der Methode von Cline (1969). Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestellt.

-59-



ERGEBNISSE

TABELLE 6: Eisen- und sdurelabiler Schwefelgehalt der gereinigten Proteine
HypD, Strep-HypD und zweier Strep-HypD-Varianten

Fe* Séurelabiler Schwefel
HypD ©® 380 3.9
Strep-HypD 42 44+0.6
Strep-HypD[C41A] 43@ 3.6+ 0.6
Strep-HypD[C72A] 29® 27409

* gemessen durch (1) AAS und (2) ICP-OES
(3) Die Daten des WT-HypD Proteins dienen zum Vergleich (Jacobi, 1994)

Das Strep-HypD-Protein scheint somit den gleichen Gehalt an Eisen und sdurelabilem
Schwefel wie das WT-HypD-Protein aufzuweisen. Auf die in Tabelle 6 ebenfalls enthaltenen
Werte der Varianten Strep-HypD[C41A] und Strep-HypD[C72A] wird im weiteren Verlauf

dieser Arbeit eingegangen.

2.5. UV-VIS Spektrum von Strep-HypD
Gereinigtes Strep-HypD-Protein zeigte eine gelbliche Farbung. Das aufgenommene UV-VIS-
Spektrum der Strep-HypD-Losung ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16. UV-VIS Absorptionsspektrum von gereinigtem Strep-HypD. Strep-HypD
Proteinlosung (41 pM) vor (a) und nach Behandlung mit 20 mM Dithionit (b).
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Das Spektrum zeigt ein flaches, fiir [4Fe-4S]*'-Cluster charakteristisches Absorptionsmaxi-
mum nahe 400 nm (Sweeney und Rabinowitz, 1980). Inkubation der Strep-HypD-Protein-
16sung mit 500-fachem Dithionit-Uberschuss fithrten zur Verringerung der Absorptions-

schulter (Abb. 16), wahrscheinlich aufgrund einer partiellen Reduktion des FeS-Clusters.

2.6.  Anzuchten mit >'Fe fir Méssbauermessungen

Zur Durchfithrung von Mossbauermessungen muss >'Fe in das Protein eingebaut werden.
Hierzu wurde metallisches *’Fe (45 mg) von Enola Ltd. (Riga, Litauen) in konzentrierter
Salzsiure iiber sieben Tage hinweg gelost, um eine 0.2 M *’FeCl, Losung zu erhalten.

Fiir Mossbaueruntersuchungen an ganzen Zellen ist es nicht ratsam TFeCl, zu
verwenden, da sich unter diesen Bedingungen Eisenhydroxid-Prézipitate bilden, die
intrazelluldre Eisen-Proteine maskieren. Um dies zu vermeiden wurde die Bindung des
*’Eisens an Citrat im molaren Verhiltnis *’Fe zu Citrat von 1/20 von B. F. Matzanke
vorgeschlagen.

Fir die Mossbauer-Spektroskopie von ganzen Zellen wurden die Transformanten
BL21(DE3)/pT-hypDCStrep und der Stamm BL21(DE3) (als Kontrolle) aerob in TGYEP
Medium ohne Hefeextrakt angezogen, um den Einbau des im Hefeextrakt natiirlich vor-
kommenden Eisens zu vermeiden (B. F. Matzanke; personliche Mitteilung). Die Anzucht
geschah bei 37°C, Verlagerung der Zellen auf 16-22°C, Zugaben von ° Eisencitrat
(Endkonzentration des °'Fe: 75 uM) und Induktion mit 0.5 mM IPTG fiir 12 h. Nach dem
Ernten wurden die Zellen zweimal in 50 mM Tris/Cl Puffer pH 7.5 gewaschen, um freies
*’Eisencitrat zu entfernen. Das Zellsediment wurde in Mossbauertpfchen transferiert und in
fliissigem Stickstoft schockgefroren.

Zur Reinigung von *’Fe-enthaltendem Strep-HypD wurden die DH50 /pIBA5-hypD
Zellen aerob in Medium aus 1.6 % Pepton aus Casein, 0.25 % Hefeextrakt und 0.5 % NaCl
bei 37 °C angezogen. Nach Erreichen einer ODgyo von 0.9 wurden die Zellen auf 22-25°C
verlagert und durch Zugabe von >’FeCl, (75 pM Endkonzentration) isotopisch angereichert.
Aufgrund der stark sauren *’FeCl,-Losung wurde zusitzlich 50 mM Kaliumphosphat-Puffer
pH 7.0 zugesetzt. Die Synthese von Strep-HypD wurde durch Zugabe von 0.2 pg/ml AHT
gestartet. Die Inkubation erfolgte fiir weitere 3,5 h, gefolgt vom Ernten der Zellen durch
Zentrifugation bei 3000 x g. Die Reinigung erfolgte wie fiir Strep-HypD beschrieben (siehe
Material und Methoden und 2.3.)

-61-



ERGEBNISSE

2.7. Mossbauer und EPR Spektroskopie
Die Mossbauer Spektroskopie stellt eine exzellente Methode dar, um den Redoxstatus von
Eisen zu bestimmen (Matzanke, 1991).

Das Mossbauer-Spektrum an ganzen HypD iiberproduzierenden Zellen wurde bei 77
K gemessen und enthielt drei Komponenten: Komponente I (ca. 12.7 % der gesamten
Absorptionsfliache) entsprach oxidierten [2Fe-2S] or [3Fe-4S]-Clustern. Komponente II (ca.
49.4 % der gesamten Absorptionsfliche) wurde einem intrazelluldirem Eisen (II)-pool zuge-
schrieben (Matzanke et al., 1991; Béhnke und Matzanke, 1995). Die dritte Komponente wies
Bacterioferritinen-dhnelnde Mossbauerparameter auf (Matzanke, 1997). Daraus muss gefol-
gert werden, dass das HypD-Protein nicht in ausreichender Menge vorhanden war, um durch
Mossbaueruntersuchungen an ganzen Zellen bestimmt zu werden.

Das Mdssbauerspektrum von gereinigtem, ° Fe-angereichertem Strep-HypD-Protein
ist in Abbildung 17 gezeigt. Die Messung erfolgte bei 77 K; bei 4.3 K ergaben sich keine

wesentlichen neuen Aussagen (B. F. Matzanke; personliche Mitteilung).
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Abbildung 17: Mdssbauer-Spektrum von gereinigtem Strep-HypD-Protein. Isoliertes
Strep-HypD-Protein wurde in einem Feld von 20 mT senkrecht zum vy-Strahl bei 77 K
gemessen. Die Probe stammte aus °’Fe-angereicherten E. coli-Zellen. Folgende Mossbauer
Parameter wurden ermittelt: 8 = 0.43 (+ 0.02) mms™, AEqg= 0.95 (£ 0.04) mms”, I'= 043 (+
0.04) mms™. Die Daten korrelieren gut mit einem [4Fe-4S]*" (S=0) System. Das Mdssbauer
Spektrum der gleichen Probe bei 4.3 K zeigte keine signifikanten Anderungen: § = 0.44 (+
0.02) mms™', AEg= 1.05 (+ 0.04) mms™, = 0.38 (£ 0.04) mms™" .
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Die Mossbauer Parameter korrelieren mit Werten, die fiir [4Fe-4S]-Cluster der Oxidations-
stufe +2 beschrieben wurden, d.h. zwei Fe*'- und zwei Fe’-Ionen. Die Spins von je zwei Fe-
Ionen waren gekoppelt, die Ladung verschmiert, wodurch zwei Spinpaare einer formalen
Oxidationsstufe von 2.5+ resultierten. Die zwei Spinsysteme waren antiparallel gekoppelt mit
einem Gesamtspin von 0. Somit kann im EPR kein Signal entdeckt werden. Tatsdchlich war
das EPR Spektrum der Proben ,,silent” (Daten nicht gezeigt). Der Versuch das Strep-HypD-
Protein der EPR-Probe mit Dithionit im leicht alkalischen pH-Bereich (pH 7.9) zu reduzieren
blieb erfolglos (B. F. Matzanke; personliche Mitteilung).

2.8. Aminosaureaustausche in HypD

Um festzustellen, ob die konservierten Aminoséuren bzw. Sequenzmotive im HypD-Protein
(siche Abb. 13) essentiell fiir die Reifung der Hydrogenasen sind, sollten diese ausgetauscht
und die Funktion der verdnderten Proteine getestet werden.

Zur Verdnderung der Aminosduresequenz wurde das hypD Gen durch inverse oder
direkte PCR unter Verwendung von mutagenen Oligonukleotide (siche Tabelle 4) ortsspezi-
fisch verdndert (pJA103 als Matrize) (Ochman et al., 1988; Ansaldi et al., 1996). Die
zusitzlich eingefligten Restriktionsschnittstellen befanden sich an der Stelle der Punktmuta-
tion oder als stumme Mutationen in der Nihe hiervon. Zur Konstruktion der Varianten
HypD[C69A], [C69S], [V71A] und [P75A] wurde eine direkte PCR durchgefiihrt, mit den
Restriktionsschnittstellen Pstl und Smal an den 5’-Ende der Oligonukleotide. Als Ausgangs-
plasmid diente der ,,Klonierungsvektor®, der ebenfalls mit Pstl/Smal geschnitten und mit dem
PCR-Fragment ligiert wurde. Auch fiir die HypD [G146A], [F147Y], [E148A], [E148Q] und
[T150V]-Mutagenese wurde die direkte PCR eingesetzt. Die PCR-Fragmente wurden mit
Smal/BstEIl geschnitten und mit dem Smal/BStEIl geschnittenem pJA103[C72A]-Plasmid
ligiert, wodurch die kodierende Sequenz fiir den Austausch [C72A] entfernt wurde. Die
mutierten, hypD Gene tragenden Plasmide (siche Tabelle 2) wurden in den Stamm DHP-D
gebracht und auf ihre in vivo Funktion getestet. Dies geschah durch Untersuchung der
Prozessierung von Hydrogenase 2 (Daten nicht gezeigt) und 3 durch Westernblotanalyse,
Nachweis der Hydrogenase-Aktivititen in nicht-denaturierenden SDS-Gelen und durch
Uberschichtungstests von Kolonien sowie Wasserstoffbildung der Hydrogenase 3 (Daten
nicht gezeigt). Zusétzlich wurde durch Westernblotanalysen die Proteinmenge der HypD-
Varianten bestimmt und mit der fir den Wildtyp charakteristischen Menge verglichen.

Tabelle 7 fasst die Ergebnisse zusammen.

-63-



ERGEBNISSE

TABELLE 7: Phanotypische und biochemische Eigenschaften von

Transformanten mit mutierten hypD Allelen

Variante Gas—‘ Hydrogengs?.l und  Prozessierung Zellulii.re HypD-
produktion 2 Aktivitét von HycE Proteinmenge
HypD ++ + ++ hoch
HypD[C41A] - +/- (Hyd 1) - hoch
HypD[H44A] ++ n.g. + leicht verringert
HypD[C69A] - n.g. - leicht verringert
HypD[C69S] - n.g. - leicht verringert
HypD[P70A] +++ + + hoch
HypD[V71A] +++ n.g. + hoch
HypD[CT72A] - - - hoch
HypD[P75A] -+ n.g. + leicht verringert
HypD[G146A] + n.g. + leicht verringert
HypD[F147Y] + n.g. + hoch
HypD[E148A] + n.g. + leicht verringert
HypD[E148Q)] + n.g. ++ leicht verringert
HypD[T150V] + n.g. + hoch
HypD[H175A] - - - nicht detektierbar
HypD[H201A] ++ + + hoch
HypD[C323A] - - - verringert
HypD[C336A] - - - verringert
HypD[C343A] - n.g. - verringert
HypD[C360S] - n.g. - nicht detektierbar

n.g. nicht getestet
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Der Austausch der C-terminalen Cysteine (C323, C336, C343 und C360) fiihrte zu einer
geringen Proteinmenge, was wohl auf Instabilitit der Proteine zuriickzufiihren ist. Die
Variante HypD[C360S] konnte in Immunoblotanalysen nicht nachgewiesen werden. Dement-
sprechend konnte der DHP-D Stamm nicht komplementiert werden, und die verdnderten
Proteine fiihrten weder zur Reifung noch zur Aktivitit der Hydrogenasen. Die Mutante
HypD[H175] wurde ebenfalls untersucht: auch hier war kein Protein nachweisbar, und somit
keine Komplementation von DHP-D mdoglich. Die Austausche der Cysteine im GPGCPVC
Motiv (C69 und C72) resultierte in normalen bzw. leicht reduzierten Proteinmengen, die
jedoch nicht funktionsfahig waren. Das konservierte Cystein C41 schien ebenfalls fiir die

Aktivitdt von HypD notwendig zu sein, wohingegen H44 ersetzbar war. Die meisten der
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anderen Aminosdureaustausche, wie im GFETT Motiv oder konservierte Histidin- (H201)
und Prolinreste (P70, P75) beeinflussten die Aktivitdt wenig oder gar nicht.

Um C-terminal verkiirzte HypD-Proteine herzustellen, wurden die Plasmide pJA103
[S203STOP] und pJA103 [D317STOP] entworfen, die das HypD-Protein bis zu Aminosaure
Serin 203 bzw. Aspartat 317 kodieren. Dies geschah durch PCR mit den Primern S203Stop
bzw. D317Stop & HypDC41H44inv. und pJA103 als Matrize. Die PCR-Fragmente wurden
mit Dralll geschnitten, mit dem Dralll/Nrul-geschnittenem pJA103-Plasmid ligiert und auf
Ihre Richtigkeit getestet (Kolonie-PCR und Sequenzierung). Da die verkiirzten HypD-
Proteine in Westernblotanalysen nicht nachgewiesen werden konnten (Instabilitdt der mRNA

oder des Proteins), war die Komplementation des DHP-D Stammes nicht moglich.

2.9. Charakterisierung von Strep-HypD Varianten

Um Hinweise auf die Funktion von HypD zu erhalten, wurden einige der Varianten als Strep-
TaglI®-Fusion gereinigt. Hierzu wurden entsprechende DNA Abschnitte aus den pJA103[xx]-
Plasmiden ausgeschnitten und an die korrespondierende Stelle des Plasmid pIBAS-hypD
gebracht. Es resultierten die Plasmide pStrepD[C41A], [C69A], [C69S], [CT2A], [G146A],
[C323A] und pStrepD[C343A].

Die Reinigung der Strep-HypD-Varianten sollte wie fiir das Waildtyp-Protein
beschrieben durchgefiihrt werden. Dies war nur fiir die Varianten [C41A] und [C72A]
moglich, da alle anderen hochgradig unldslich waren. Das UV-VIS Spektrum von Strep-
HypD[C41A] unterschied sich nicht von dem des Wildtyp-Proteins (Daten nicht gezeigt).
Nach den Ergebnissen der Eisen- und Schwefelanalysen (Tabelle 6) scheinen beide Varianten
noch das FeS-Cluster zu enthalten. Die geringeren Werte fiir Strep-HypD[C72A] konnen an
teilweise ungefaltenem Protein liegen (auch dieses Protein war schlecht 16slich).

Um zu untersuchen ob HypD aus Methanocaldococcus jannaschii evtl. besser 16slich
und einfacher zu reinigen ist, wurde das hypD Gen durch PCR mit den Primern IBAS5-
hypDup-M.j. und IBAS5-hypDdown-M.j. und chromosomaler DNA von M. jannaschii
amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde mit Bsal geschnitten und mit dem Bsal-geschnittenen
pASK-IBAS Vektor ligiert (resultierendes Plasmid: pIBA-Mj-hypD). Die Komplementation
des Stammes DHP-D gelang durch pIBA-Mj-hypD nicht. Strep-HypDw ;. konnte schwach
{iberproduziert und iiber Strep-Tactin® Sepharose isoliert werden. Dennoch war die Ausbeute
zu gering, um weitere Versuche durchfiihren zu kénnen (Daten nicht gezeigt). Ein Grund fiir
die geringe Produktion des Strep-HypDwmj Proteins in E. coli liegt sicherlich an dem
unterschiedlichen Kodon-Gebrauch beider Organismen.
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3. EinfluB des Carbamoylphosphat-Mangels auf die Hydrogenase-Reifung
Arbeiten unserer Gruppe (Paschos et al., 2001; Reissmann et al., 2003) hatten gezeigt, dass
Carbamoylphosphat das Edukt des diatomaren Liganden CN ist. Hinweise hierfiir kamen von
Untersuchungen an E. coli Mutanten mit defekter Carbamoylphosphat-Synthese (Jef-8,
ACarAB) in denen die Reifung der Hydrogenasen blockiert war (Paschos et al., 2001). Zuvor
war nur bekannt gewesen, dass Carbamoylphosphat in E. coli fiir die Synthese von Arginin
und Pyrimidinen benétigt wird (Ubersichtsartikel: Cunin et al., 1986). In der vorliegenden
Arbeit wurde der ACarAB Stamm ausgiebig untersucht, da erwartet wurde, dass sich unter
Mangelbedigungen Reifungsintermediate anhdufen.

Zundchst wurde untersucht, ob im ACarAB Stamm Nickeleinbau in die Hydrogenasen
erfolgt oder die Blockade der Reifung davor stattfindet. Zu diesem Zweck wurden die
Staimme ACarAB und der Wildtyp MC4100 einer in vivo Markierung mit ®*Ni unterzogen. Die

Hydrogenasen im Stamm ACarAB enthielten kein Nickel (Daten nicht gezeigt).

3.1. Citrullin Zufutterungsversuche

In der ACarAB Mutante liegen die groBen Untereinheiten der Hydrogenasen 2 und 3 in
unprozessierter Form vor. Das Fehlen der Carbamoylphosphat Synthetase kann durch
Citrullin-Fiitterung partiell kompensiert werden (Paschos et al., 2001). Abbildung 18 zeigt die
Kinetik der Reifung nach Zugabe von Citrullin.

— + 1030 60 90 (min)

! ..!“-: IpreHch

HypC x preHycE
- - HycE

Abbildung 18: Reifung der grofRen Untereinheit der Hydrogenase 3 in Abhangigkeit von
der Inkubationsdauer in Gegenwart von Citrullin. Rohextrakte (40 pg) wurden durch 10 %-
ige, nicht-denaturierende Gele aufgetrennt, die Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran trans-
feriert und die Wanderungsformen von HycE durch polyklonales Antiserum sichtbar gemacht.
Der Stamm ACarAB wurde ohne (Spur 1) und mit 200 pg/ml Citrullin (Spur 2) in TGYEP-
Medium angezogen. In die Kulturen der Extrakte der Spuren 3 bis 6 wurde zum Zeitpunkt 0
Citrullin (200 pg/ml) zugegeben und wie angegeben weiter inkubiert.
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Die verschiedenen Wanderungsformen von HycE im nicht-denaturierenden Gelsystem sind in
Abbildung 18 zu sehen. Man kann HycE-Vorlduferformen (preHycE) als diffus wandernden
Pool, den HypC x preHycE-Komplex und prozessiertes HycE unterscheiden. Die Zugabe von
Citrullin resultiert zunédchst in der Anhdufung des HypC x preHycE Komplexes (Abb. 18,
Spur 3), der durch ldngere Inkubation zu Gunsten von reifem HycE aufgeldst wird (Spuren 5
und 6). Es kann jedoch kein unmittelbarer Ubergang vom HypC x preHycE Komplex zum
reifen HycE beobachtet werden. HypC wird zunichst vom Komplex gelost und HycE wieder
dem preHycE Pool zufiigt. Dass reifes HycE nicht direkt aus dem HypC x preHycE Komplex
entsteht, wurde auch durch in vitro Ansétze gezeigt (Magalon und Bock, 2000b).

Versuche, bei denen die de novo Proteinsynthese durch Chloramphenicol gehemmt

wurde, ergaben im Wesentlichen das gleiche Ergebnis (Blokesch und Bock, 2002a).

Aus dem zeitlichen Ablauf der HycE-Prozessierung ist ersichtlich, dass Citrullin eine
schlechte Quelle fiir CP ist. Dies ging auch aus dem Einfluss verschiedener Konzentrationen
von Citrullin auf die Reifung hervor (Abb. 19). Das Ergebnis zeigt, dass mindestens 50 pg/ml

Citrullin im Medium notwendig ist, um detektierbare HycE-Prozessierung zu beobachten.

0 1 25 5 25 50 100 200 pg/ml [Citrullin]

preHycE

— — — i . 1: HypC x preHycE
HycE

Abbildung 19: Abhangigkeit der HycE-Reifung von der Citrullinkonzentration. Der
ACarAB Stamm wurde in TGYEP-Medium angezogen. Die Citrullinkonzentrationen der
Kulturen sind iiber der Abbildung angegeben. Die Proteine (40 ug aus S13-Rohextrakten)
wurden in 10%-igen nicht-denaturierenden-Gelen aufgetrennt und einer Westernblot Prozedur
mit a-HycE Serum unterzogen. Die verschiedenen Wanderungsformen von HycE sind durch
Pfeile gekennzeichnet.
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3.2. Effekt der Uberproduktion der Ornithin Transcarbamoylase

Der Grund fiir die schlechte Verwertung von Citrullin als alternative CP-Quelle kann einmal
an einer unzureichenden Aufnahme von Citrullin liegen oder daran, dass das Gleichgewicht
der Ornithin Transcarbamoylase Reaktion (CP + Ornithin — Citrullin + P;) auf Seiten des

Produkts liegt (Cunin et al., 1986).

Eine Moglichkeit die effektive Citrullinkonzentration zu verringern, bestand somit in der
Uberproduktion der Ornithin Transcarbamoylase (OTCase; argl kodiert). Fast alle
anabolischen OTCasen sind fihig, beide Richtungen der Reaktion durchzufiihren (Legrain et
al., 1977). Hierzu wurde das argl Gen mit den Primern ArglupVspl & ArgldownECcoRI und
chromosomaler DNA als Matrize amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde mit den ECORV-
geschnittenen Vektoren pACYC184 und pBR322 ligiert, woraus die Plasmide pAargl und
pBargl resultierten. Es wurde erneut die zur Prozessierung von HycE notwendige minimale

Citrullinkonzentration ermittelt (Abb. 20).

0 0.010.050.1 02505 1 pg/ml[Citrullin]

- ' l ' ' preHycE

T - m— - WD —
HypC HycE
kL Y 1 T REEt i

1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 20: Bestimmung der minimalen Citrullinkonzentration zur Kompensation der
Carbamoylphosphat-Defizienz. Die Transformante ACarAB/pBargl wurde in WM-Medium
mit unterschiedlichen Citrullinkonzentrationen angezogen (siche Tabelle {iber der Abbildung).
Die Analyse der HycE-Formen erfolgte wie fiir Abbildung 19 beschrieben.

Wurde die Transformante ACarAB/pBargl in TGYEP-Medium angezogen, lag die grof3e
Untereinheit von Hydrogenase 3 (HycE) bereits in prozessierter Form vor (Daten nicht
gezeigt). Um die Prozessierung direkt der Citrullinmenge zuordnen zu konnen, wurden die
Versuche in Werkman-Minimalmedium (WM) durchgefiihrt. Die zur Reifung von HycE not-
wendige Menge an Citrullin lag durch Uberproduktion der Ornithin Transcarbamoylase bei
nur 0.01 pg/ml (Abb. 20). Die schlechte Verwertung von Citrullin im ACarAB Stamm ohne

argl Uberexpression lag somit nicht am Transport von Citrullin.
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Der Versuch (Abb. 20) zeigt auch, dass nicht Citrullin per se fiir die Hydrogenase-Reifung
notwendig ist, sondern das Produkt der thermodynamisch weniger favorisierten, reversen
Reaktion der Ornithin Transcarbamoylase (Cunin et al., 1986), Carbamoylphosphat.

Dass die Reaktionssequenz von Citrullin — CP — Cyanid (Reissmann et al., 2003) und
dessen Einbau in die grofle Untereinheit der Hydrogenasen vor dem Nickeleinbau erfolgt,
wurde durch in vitro Versuche gezeigt. Hierzu wurde der Stamm DCarAG (AcarAB AargG;
siche unten) anaerob mit und ohne Citrullin in nickelverarmtem Minimalmedium angezogen.
Die Rohextrakte wurden der in vitro Prozessierung durch Zugabe von Nickel unterworfen.
Die Ergebnisse zeigten, dass die Insertion des aus dem Citrullin-stammenden Cyanids bereits

vor der Nickelinsertion stattgefunden hatte (Daten nicht gezeigt; Blokesch und Bock, 2002a).

3.3. Deletion des Argininosuccinat Synthetase-Gens
Eine Moglichkeit Citrullin besser fiir die Reifung der Hydrogenasen nutzen zu kénnen, sollte
auch durch Deletion des argG Gens erreicht werden. ArgG kodiert die Argininosuccinat
Synthetase, ein Enzym das Citrullin + Aspartat + ATP in Argininosuccinat umwandelt (Cunin
et al., 1986). Das argG Gen wurde durch PCR mit den Primern ArgGupBamHI & ArgGdown
HindIIl und chromosomaler DNA des Stammes MC4100 als Matrize amplifiziert und das
PCR-Fragment mit dem ECORV-geschnittenen Vektor pACYC184 ligiert (= pAargG). Die
Deletion des argG Gens erfolgte durch inverse PCR mit den Primern delargGupNdel &
delargGdownNdel; das PCR-Fragment wurde religiert (= pADargG). Das verkiirzte AargG
Gen wurde mit BamHI herausgeschnitten und mit dem BamHI-geschnittenen pMAK700
Vektor ligiert (= pMDargG). Der Austausch von AargG von pMDargG gegen das chromo-
somale argG Gen erfolgte nach Hamilton et al. (1989). Die resultierenden Stimme waren
DCarAG (AcarAB AargG), DDCG (AhypD AcarAB AargG), DECG (AhypE AcarAB AargG),
DACG (SMP101 AcarAB AargG), DCar705AG (AhycE AcarAB AargG), DARGG (AargG),
DFCG (AhypF AcarAB AargG) und DBGCG (AhybG AcarAB AargG). Die argG Deletion in
DARGG wirkte sich nicht negativ auf die Hydrogenase-Reifung aus (Daten nicht gezeigt).
Die Stamme sollten nun genutzt werden, um den Einbau von ['*C]-Citrullin in vivo zu
verfolgen. Die Anzuchten erfolgten hierzu ebenfalls in Minimalmedium (WM, M9 oder
MOPS), die Markierungen wurde durch Zugabe von 1 pg/ml [*C]-Citrullin durchgefiihrt. Die
Deletion des argG Gens sollte hierbei die Umwandlung in ['*C]-Arginin vermeiden. Es ergab
sich jedoch, dass der Einbau relativ unspezifisch in zahlreiche Makromolekiile erfolgte. Der

Ansatz wurde deswegen nicht weiter verfolgt.
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3.4. Anhaufung des HypC x HypD Komplexes im ACarAB Stamm

Um den Einfluss des Carbamoylphosphat-Mangels auf die Reifungskaskade weiter zu
studieren, wurden die akzessorischen Proteine nun ebenfalls genauer untersucht. Hierzu
wurden Rohextrakte der Ahyp Stamme, ACarAB und von Nickeltransport-Mutanten auf das
Wanderungsverhalten der Proteine im nicht-denaturierenden Gel durch Westernblotanalysen
gegen HypB, HypC, HypD, HypE und HypF durchgefiihrt. Dabei wurde ein verdndertes
Wanderungverhalten von HypC und HypD im ACarAB Stamm bemerkt (Abb. 21; Blokesch
und Bock, 2002a). Die Signale im Westernblot wanderten auf gleicher Hohe und deuteten auf
die Existenz eines Proteinkomplexes zwischen HypC und HypD hin. Dieser Komplex sollte

nun genauer untersucht werden.
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Abbildung 21: Anh&ufung eines HypC x HypD Komplexes im Stamm ACarAB. Die
Stdimme Hyd723, SMP101, DHP-B, DHP-C, DHP-D, DHP-E, DHP-F und ACarAB (siche
Genotyp iiber der Abbildung) wurden anaerob in TGYEP-Medium angezogen. Die Proteine der
Rohextrakte (je 40 pg pro Spur) wurden durch ND-PAGE (10%-iges Gel) aufgetrennt und einer
Westernblotanalyse mit a-HypC Antiserum unterzogen. Freies HypC, der HypC x HypD und
der HypC x preHycE Komplex sind durch Pfeile markiert. * weist auf eine Kreuzreaktion des
Antiserums hin.
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4.  Der HypC x HypD Komplex

Vom HypC-Protein war bereits bekannt, dass es einen Komplex mit der groBen Untereinheit
der Hydrogenase 3 (HycE) eingeht (Drapal und Bock, 1998; Magalon und Bock, 2000a).
Dieser Komplex wird vor der C-terminalen Prozessierung wieder aufgelost (Magalon und
Bock, 2000b). Seine Menge unterschiedet sich deutlich in den Mutanten: er hauft sich
besonders in den Stammen Hyd723 (nik’), SMP101 (HypA defizient) und DHP-B (AhypB) an,
aber nur wenig in den Stimmen DHP-D (AhypD), DHP-E (AhypE) und DHP-F (AhypF)
(siche Abb. 21). Auffillig ist die in Abbildung 21 gezeigte extra Bande von HypC im
ACarAB Stamm. Diese konnte dem HypC x HypD Komplex zugeschrieben werden, da auch

ein verdndertes Laufverhalten von HypD gefunden wurde (Daten nicht gezeigt).

4.1. Auflosung des HypC x HypD Komplex durch Citrullin-Zufitterung

Der HypC x HypD Komplex hiufte sich spezifisch im ACarAB Stamm an. Ob er ein
Reifungszwischenprodukt darstellt, war unklar. Falls ja, sollte er nach Zugabe von Citrullin
als alternativer CP-Quelle wieder aufgelost werden. Die Existenz des HypC x HypD
Komplexes wurde dazu in ACarAB-Zellen bei Zugabe von Citrullin verfolgt (Abb. 22).

~ + 1030 60 90 (min)

T Pl
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Abbildung 22: Auflésung des HypC x HypD Komplexes in vivo nach Zugabe von
Citrullin. Proteine (80 pg Rohextrakt) wurden in einem 10%-igen Gel durch ND-PAGE
aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert und mit o-HypC Antiserum
behandelt. Der Stamm ACarAB wurden ohne (Spur 1) und mit 200 pg/ml Citrullin (Spur 2) in
TGYEP-Medium angezogen. In die Kulturen der Extrakte der Spuren 3 bis 6 wurde Citrullin
(200 pg/ml) zugegeben und wie angegeben weiter inkubiert.
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Der HypC x HypD Komplex wurde durch Zugabe von Citrullin aufgelost (Abb. 22). Da dies
mit der Prozessierung von HycE einhergeht (Abb. 18), kann der Komplex als Zwischenpro-

dukt der Reifung angesehen werden.

Als Rolle des Komplexes in der Reifung ist eine Transferfunktion des HypC-Proteins
ausgehend von HypD zur groBen Untereinheit der Hydrogenase (HycE) naheliegend. Dies
sollte mit Hilfe des Stammes DCar705 (AcarAB AhycE) getestet werden, da hier der
potentielle Akzeptor des HypC-Proteins, HycE fehlt. Tatsdchlich erfolgte in diesem Fall keine
Auflésung des HypC x HypD Komplexes nach Citrullinzugabe (Abb. 23). Vielmehr erschien
eine zweite Form des Komplexes, die auch im carAB"™ Stamm HD705 (AhycE) zu sehen ist
(Abb. 23, Spur 4).

Abbildung 23: Detektion einer zweiten ;
Wanderungsform des HypC x HypD Citrullin
Komplexes. Die Proteine (80 ug Rohextrakt)
wurden durch 10%-ige nicht-denaturierende Gele
aufgetrennt. Der Nachweis des HypC-Proteins
erfolgte mit a-HypC-Serum nach Transfer auf
eine  Nitrocellulose-Membran. Gezeigt sind
Extrakte der Stimme DCar705 (AcarAB AhycE,
Spuren 1 und 2), ACarAB/ pJA16 (Spur 3) und
HD705/pJA16 (AhycE, Spur 4). Das Plasmid
pJA16 tragt die Gene hypB-E. Der Anzucht der in
Spur 2 gezeigten Extrakte wurde zusétzlich
Citrullin (200 pg/ml) zugegeben. Die zwei
Laufformen des HypC x HypD Komplexes und - W e= e 4— HypC
freies HypC sind durch Pfeile gekennzeichnet.

§  — ™ |§ HypC x HypD

Der HypC x HypD Komplex wird also in Abwesenheit von HycE durch Citrullinzugabe nicht
aufgelost, sondern in eine zweite, im nicht-denaturierenden Gel langsamer laufende Form

umgewandelt. Der Grund dieser Verdnderung war zu diesem Zeitpunkt unklar.

4.2. Konstruktion von AcarAB Ahyp Doppelmutanten

Ob auch andere Hyp-Proteine an der Bildung dieses Komplexes beteiligt sind, sollte mit Hilfe
von Ahyp/Ahyb/Ahyc AcarAB-Doppelmutanten festgestellt werden. Die Herstellung erfolgte
durch Transformation der Ausgangsstimme mit dem Plasmid pMACarAB (Paschos et al.,
2001) und Austausch von AcarAB mit dem chromosomalen carAB Operon (Hamilton et al.,

1989). Da eine zweite Form des Komplexes in Abwesenheit der groen Untereinheit der
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Hydrogenase 3 (HycE) existiert, wurden auch folgenden AhycE Stimme hergestellt:
SMP101Acar705, DHP-CAcar705, DHP-EAcar705, DHP-FAcar705, DCar705 und
DCar705AG (siehe Tabelle 1). Dies geschah durch Austausch des verkiirzten AhycE Gens
von Plasmid pMSD705 (Sauter et al., 1992) mit dem chromosalen hycE Gen. Die resultieren-
den Stimme wurden auf Vorhandensein des HypC x HypD Komplexes durch Westernblot-

analysen untersucht (siche Tabelle 8).

TABELLE 8: Detektion des HypC x HypD Komplex in den
Ahyp/Ahyc/Ahyb AcarAB Mutanten

Stamm Genotyp HypC x HypD Komplex
SMP101Acar hypA (ATG —-TAA ) AcarAB vorhanden
SMP101Acar705 hypA (ATG —TAA ) AcarAB AhycE  vorhanden
DHP-BAcar AhypB AcarAB vorhanden
DHP-CAcar AhypC AcarAB fehlt
DHP-CAcar705 AhypC AcarAB AhycE fehlt
DHP-DAcar AhypD AcarAB fehlt
DHP-EAcar AhypE AcarAB fehlt
DHP-EAcar705 AhypE AcarAB AhycE fehlt
DHP-FAcar (Paschos, 2003) AhypF AcarAB fehlt
DHP-FAcar705 AhypF AcarAB AhycE fehlt
DHB-GAcar AhybG AcarAB vorhanden (*)
Hyd723Acar Hyd723, AcarAB vorhanden
DCar705 AhycE AcarAB vorhanden
DCar705AG AhycE AcarAB AargG vorhanden

* starke Akkumulation

Es zeigte sich, dass der HypC x HypD Komplex unabhingig von der Anwesenheit von Nickel
oder der Hyc-Proteine, wie der groen Untereinheit von Hydrogenase 3 (HycE), gebildet

wird.
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Der Komplex haufte sich besonders im Stamm DHB-GAcar an, da hier das zu HypC-
homologe Protein HybG fehlt. In Kompetitionsversuchen mit plasmidkodiertem hybG
(pBHBG-Strep) und somit iiberstochiometrisch vorhandenem HybG, wurde der HypC x
HypD Komplex nicht detektiert. Es kam stattdessen zur Bildung eines HybG-Strep x HypD
Komplexes, was durch nicht-denaturierende Gelelektrophoresen und Westernblotanalysen
nachgewiesen wurde (Daten nicht gezeigt; Blokesch und Bock, 2002). Tabelle 8 zeigt auch,
dass der HypC x HypD Komplex in Extrakten von Zellen ohne HypE und HypF nicht

nachgewiesen werden kann.

4.3. Abhéngigkeit der Komplexbildung von HypE und HypF

Durch die Arbeiten von Paschos et al. (2002) und Reissmann et al. (2003) war bekannt, dass
HypF den Carbamoylrest aus CP auf HypE iibertrdgt. Somit reagieren HypE und HypF direkt
mit Carbamoylphosphat. Unerwartet war demnach, dass der HypC x HypD Komplex sich
spezifisch im ACarAB Stamm und nicht auch im DHP-E und DHP-F Stamm ansammelt
(Abb. 21). Das Gegenteil war sogar der Fall: In den Mutanten DHP-EAcar und DHP-FAcar
konnte kein Komplex detektiert werden. Ob dies tatsdchlich am Fehlen von HypE und HypF
liegt, sollte durch Komplementation der Stamme mit hypE bzw. hypF tragenden Plasmiden

getestet werden (Abb. 24).

DHP-FAcar DHP-EAcar
LI T A

’

fRSSiee wee | 4— HypC-Strep x HypD
— — e — Hpr
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Abbildung 24: Abhéangigkeit der Bildung des HypC x HypD Komplexes von der
Anwesenheit von HypE und HypF in vivo. Westernblotanalyse mit o-HypC Antiserum zur
Detektion von HypC in Rohextrakten. Die Stimme DHP-FAcar (Spuren 1 und 2) und DHP-
EAcar (Spuren 3 und 4) wurden auf Vorhandensein des HypC x HypD Komplexes untersucht.
Spur 1: DHP-FAcar/pJA36 (hypB-E)/pACYC184, Spur 2: DHP-FAcar/pJA36 (hypB-E)/pAF1
(hypF), Spur 3: DHP-EAcar/pBhypC (hypC)/pJA103 (hypD) und Spur 4: DHP-EAcar/pBhypC
(hypC)/pJA11 (hypDE). Freies HypC und der HypC x HypD Komplex sind durch Pfeile
gekennzeichnet.
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Abbildung 24 ist zu entnehmen, dass es in Abwesenheit von HypE und HypF nicht zur
Ausbildung des HypC x HypD Komplexes kommt (Spuren 1 und 3). Nach Komplementation
der AhypF bzw. AhypE Deletionen mit den Wildtyp-Genen konnte der HypC x HypD
Komplex wieder detektiert werden (Abb. 24).

Es besteht somit unter anaeroben Bedingungen in vivo eine Abhéngigkeit der
Komplexbildung von den Proteinen HypE und HypF. Dies erklért den unterschiedlichen
Phénotyp der Stimme ACarAB und DHP-E bzw. DHP-F in Bezug auf die Akkumulierung des

HypC x HypD Komplexes.

4.4, Die Rolle des N-terminalen Cysteins von HypC

HypC interagiert mit der groBen Untereinheit der Hydrogenase 3, wozu sein N-terminaler
Cysteinrest essentiell ist (Magalon und Bock, 2000a). Entsprechend benétigt HybG das N-
terminale Cystein zur Interaktion mit der groen Untereinheit der Hydrogenase 1 und 2
(Daten nicht gezeigt; Blokesch, 2000; Blokesch et al., 2001). Ob dieses Cystein auch fiir die
Interaktion mit HypD notwendig ist, sollte im ndchsten Versuch getestet werden. Hierzu
wurde der DHP-CAcar Stamm (AhypC AcarAB) mit Plasmid pJA31 (hypDE) transformiert.
Ein zweites Plasmid kodierte jeweils fiir HypC oder dessen Varianten (Abb. 25).

18 —

o e @ | < HypC x HypD

-— s a» <4— HypC

Abbildung 25: Fahigkeit von HypC-Varianten zur Interaktion mit HypD. Rohextrakte (80
pg) wurden durch nicht-denaturierende PAGE (10%-iges Gel) aufgetrennt, die Proteine auf eine
NC-Membran transferiert und das Wanderungsverhalten von HypC durch a-HypC Antiserum
sichtbar gemacht. Spur 1: DHP-CAcar (AhypC AcarAB), Spuren 2 bis 7: DHP-CAcar/pJA31
(hypDE)/pJA1021, wobei die Aminosdureaustausche in HypC iiber der Abbildung angegeben
sind. Freies HypC und der HypC x HypD Komplex sind durch Pfeile markiert. *weist auf
unspezifische Kreuzreaktionen des Antiserums hin.
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Aus den Spuren 3 bis 5 der Abbildung 25 ist ersichtlich, dass die HypC x HypD Komplex-
bildung ebenfalls von der Anwesenheit des N-terminalen Cysteins abhdngt. Austausche des
konservierten Prolins an Position 6 verdndern zwar das Wanderungsverhalten von freiem

HypC, fiir die Bildung des Komplexes ist es jedoch nicht essentiell (Abb. 25, Spuren 6 und 7).

4.5. Auswirkungen weiterer Aminosaureaustausche in HypC auf die Funktion

Neben dem auffilligen Motiv MC(L/I/V)(G/A)(L/I/V)P am N-Terminus (das Methionin wird
posttranslational abgespalten; Magalon und Bock, 2000a) ist auch ein Histidinrest an Position
51 konserviert. Dieser wurde gegen die Aminosduren Alanin, Phenylalanin und Arginin
ausgetauscht. Dies geschah mittels inverser PCR (Primer: HypCHS51A bzw. HypCHS1F bzw.
HypCH51R & HypCHS5linv.) und pJA1021 als PCR-Vorlage. Die Plasmide wurden
pJA1021[H51A], pJA1021[H51F] und pJA1021[H51R] benannt und auf Ihre Richtigkeit
iiberpriift (Restriktionsanalyse und Sequenzierung). Untersuchungen der Transformanten des
Stammes DHP-C durch Gastests, Prozessierung von HycE in Westernblotanalysen und
Uberschichtungstest ergaben, dass keines der mutanten Proteine Hydrogenase 3-Reifung
durchfiihren kann (Daten nicht gezeigt). Wurden jedoch hypD und hypE koexprimiert (durch
Plasmid pJA31), konnte der DHP-C Stamm durch pJA1021[H51A] und pJA1021[H51F]
komplementiert werden; HycE lag dann komplett prozessiert vor (Abb. 26). Das Protein

HypC[H51R] erwies sich auch in diesem genetischen Hintergrund als funktionsunfahig.
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Abbildung 26: Komplementation von DHP-C/pJA31 durch pJA1021[H51A] und pJA1021
[H51F]. Proteine aus Zell-Lysaten (0.06 ODgg-Einheiten) anaerob angezogener Bakterien
wurden durch 10%-ige SDS-Gele aufgetrennt, auf eine NC-Membran transferiert und die grof3e
Untereinheit der Hydrogenase 3 wurde durch Westernblotanalyse mit a-HycE Antiserum
detektiert. Spur 1: MC4100, Spur 2: DHP-C, Spur 3: DHP-C/pJA31 (hypDE), Spuren 4 bis 6:
DHP-C/pJA31/pJA1021 [XX], wobei XX die iiber der Abbildung angegebenen Aminoséure-
austausche angibt. Die verschiedenen Formen von HycE sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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In der Fahigkeit zur Komplexbildung mit HypD und HycE waren sowohl HypC[HS51A] als
auch HypC[HS51F] aktiv, jedoch in verminderter Menge. HypC[HS51R] war so gut wie nicht
zur Komplexbildung fahig (Daten nicht gezeigt).

Entsprechende Versuche wurden auch mit dem HypC-homologen Protein HybG
durchgefiihrt. Die Proteinsequenz wurde durch Austausche des konservierten Cysteins 2
(Blokesch et al., 2001), Aspartats 15 und Histidins 52 verdndert. Auch hier wurden die
veranderten HybG-Proteine plasmidkodiert exprimiert durch pPBHBG-Strep[C2A], pPBHBG-
Strep[C2S], pBHBG-Strep[D15L], pBHBG-Strep[D15N], pBHBG-Strep[H52F] und
pBHBG-Strep[H52R]. Die Plasmide wurden durch inverse PCR (Primer siche Tabelle 4) und
pBHBG-Strep als Matrize erhalten und auf Ihr Richtigkeit getestet (Restriktion und
Sequenzierung). Eine Komplementation des DHB-G Stamms (AhybG; Blokesch et al., 2001)
war nur bei Verdnderung des Aspartats moglich, wie Westernblotanalysen (Daten nicht
gezeigt) und Aktivitatsfairbungen (Abb. 27) zeigten. Die Stabilitit der Proteine wurde durch
Westernblotanalyse mit o-Strep-tagll® polyklonalem Antiserum (IBA GmbH, Géttingen)
untersucht. Alle Varianten aufler HybG-Strep[D15L] waren stabil (Daten nicht gezeigt);

trotzdem reichte die verringerte Proteinmenge zur Komplementation aus (Abb. 27).
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Abbildung 27: Untersuchung von HybG-Varianten durch Detektion der Hydrogenase-
Aktivitaten in Gelen. Der Stamm DHB-G (AhybG) und dessen Transformanten wurden
anaerob in TGYEP Medium mit Glyzerin und Fumarat angezogen. Nach Aufbruch der Zellen
und Herstellung des Rohextraktes, wurden die Proteine (30 pg) durch 10%-ige nicht-
denaturierende SDS Gele aufgetrennt. Spur 1: DHB-G, Spur 2 bis 8: DHB-G/pBHBG-Strep,
wobei die Aminosdureaustausche in HybG {iiber der Abbildung angegebenen sind. Die
Aktivititen der Hydrogenasen 1 und 2 sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Die HybG-Varianten wurden auf lhre Komplexbildung mit der groBen Untereinheit der
Hydrogenase 2 (HybC) untersucht (Tabelle 9).
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TABELLE 9: Komplexbildung der HybG-Varianten mit der
grofl3en Untereinheit der Hydrogenase 2 (HybC)

HybG-Varianten =~ WT [C2A] [C2S] [DI5L] [DI5N] [H52F] [H52R]

Komplex mit HypC =~ + - - + + + +

Vergleichbar zu HypC sind auch die HybG-Varianten mit ausgetauschtem Cystein inaktiv. Es
ist keine Komplexbildung mit der groen Untereinheit der Hydrogenase 2 mdglich (Blokesch
etal., 2001). Auch das konservierte Histidin erscheint wichtig fiir die Funktion von HybG.

4.6. Auswirkung von Aminosaureaustauschen in HypD auf die Komplexbildung

Um die Komplexbildung zwischen HypC und HypD besser verstehen zu konnen, wurden die
unter Punkt 2.8. beschriebenen HypD-Varianten auf Ihr Féhigkeit mit HypC zu interagieren,
getestet. Dies geschah durch Westernblotanalysen gegen HypC und HypD nach Auftrennung
der Rohextrakte der Transformante DHP-CAcar/pBhypC/pJA103 [XX] (XX steht fiir die
entsprechenden Aminosédureaustausche) in nicht-denaturierenden Gelen (siche Tabelle 10). Es
wurde gefunden, dass den konservierten Cystein-Resten an den Positionen 41, 69 und 72 und

im C-terminalen Quartett eine Rolle in der Interaktion mit HypD zukommt.

TABELLE 10: Komplexbildung der HypD-Varianten mit HypC

HypC x HypD [xx] -
Komplex

deutlich detektierbar [WT], [P70A], [V71A], [P75A], [E148Q], [H201A]

[C41A], [C69A], [CT2A]*, [C69S], [H175A],
[C323A], [C336A], [C343A],

schwach detektierbar [E148A]

HypD-Varianten

nicht detektierbar

* Ergebnis nicht eindeutig; eventuell schwache Komplexbildung vorhanden

Ob diese Reste direkt an der Komplexbildung mit HypC beteiligt sind oder aber eine
Konformationsdnderung des Proteins bewirken, kann durch diese Versuche nicht geklart

werden.
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4.7. Koelution von HypC-Strep und HypD in der Affinitatschromatographie

Bisher erfolgte der Nachweis des HypC x HypD Komplexes durch Komigration von HypC
und HypD im nicht-denaturierenden Gel. Da dies zwar auf einen Komplex hindeutet, diesen
aber nicht beweist, sollte seine Existenz durch zusitzliche Experimente verfestigt werden.
Hierzu wurde die Strep-tagIl® Sequenz (WSHPQFEK; IBA GmbH, Géttingen) C-terminal an
das HypC-Protein angehidngt. Das Fusionsprotein HypC-Strep wurde von den Plasmiden
pAhypCStrep und pBhypCStrep kodiert, die nach Ligation eines 498 bp PCR-Fragments
(Primer HypCupAatll & HypCStrepll; DNA-Vorlage: pJA36) mit dem ECORV-geschnittenen
Vektoren pACYC184 bzw. pBR322 erhalten wurden.

Nach Anzucht der Transformante DHP-CAcar/pAhypCStrep (hypC-Strep)/pJA31
(hypDE), Aufbrechen der Zellen und Herstellung des Rohextraktes, wurde eine
Affinititschromatographie an einer Strep-Tactin® Sepharose Saule durchgefiihrt. Die
Elutionsfraktionen wurden nach Auftrennung der Proteine in nicht-denaturierenden Gelen und
Westernblotanalyse mit a-HypC bzw. a-HypD spezifischen Antikérpern auf die Anwesenheit
von HypC und HypD getestet. Beide Proteine befanden sich in den gleichen
Elutionsfraktionen und liefen im Gel auf Hohe des postulierten HypC x HypD Komplexes.

Um groBlere Mengen des HypC x HypD Komplexes isolieren zu konnen, sollten beide Gene
Seite an Seite liberexprimiert werden. Dies geschah mit Hilfe des Plasmids pT-hypDCStrep
(siehe 2.2.), das ein artifizielles Operon aus den Genen hypD und hypC-Strep enthélt. Die
Uberexpression erfolgte unter aeroben Bedingungen in der Transformante BL21(DE3)/pT-
hypDCStrep. Nach Aufbruch der Zellen, Herstellung des S30-Extraktes und Affinitéts-
chromatographie (Strep-Tactin® Sepharose), wurde sowohl HypC-Strep als auch der HypC-
Strep x HypD Komplex in groBer Menge eluiert (Abb. 28). Die Elutionsfraktion erschien
gelblich und wies somit auf die Anwesenheit des [4Fe-4S]-Clusters hin.

Da in diesem Experiment beide Proteine iiberproduziert wurden, waren HypE und

HypF nicht notwendig.
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Abbildung 28: Reinigung des HypC x HypD Komplexes aus dem Uberexpressionsstamm
BL21(DE3)/pT-hypDCStrep. (A) 15% SDS-Gel. Spur 1: Standardproteine, Spur 2: S30-
Extrakt, Spur 3: Durchfluss der Strep-Tactin Sepharose Saule, Spur 4: erster Waschschritt, Spur
5: letzter Waschschritt (incl. 0.5 M NaCl), Spur 6: vereinte Elutionsfraktionen. (B) Ansteigende
Menge der eluierten Proteine. Die Auftrennung erfolgte in 10%-igen Gelen durch nicht-
denaturierende Gelelektrophorese. Die Proteine in beiden Gelen wurden mit Coomassie gefarbt.
Die Pfeile markieren HypC-Strep, HypD und den Komplex beider Proteine.

Als Kontrollexperiment wurde der Rohextrakt des Stammes BL21(DE3)/pT-hypDC der
Affinitdtschromatographie unterzogen; weder HypC noch HypD eluierten von der Strep-
Tactin® Sepharose Siule. HypD konnte also nur durch Komplexbildung mit HypC-Strep an

die Saule binden.

Die Uberproduktion konnte auch unter anaeroben Bedingungen durchgefiihrt werden, wobei
dem TGYEP Medium meist 1 uM FeCl, (zur Synthese des Eisen-Schwefel-Clusters in HypD)
zugesetzt wurde. Um diese Uberproduktion auch in Abwesenheit bestimmter Hyp-Proteine
unter anaeroben Bedingungen durchfiihren zu konnen, wurden die Stimme DHP-F2(DE3),
DHP-CAcar705(DE3) und DHP-EAhypF(DE3) durch Integration des Phagen Lambda DE3
konstruiert. Die Uberexpression gelang allerdings in keinem dieser Stimme im gleichen

Ausmal} wie in BL21(DE3) (Daten nicht gezeigt).
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4.8. Interaktionsstudien mit Hilfe des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems

Mit Hilfe von Zwei-Hybrid Systemen kdnnen Proteininteraktionen in vivo detektiert werden.
Das von Karimova et al. (1998) beschriebene bakterielle Zwei-Hybrid-System (B2H) basiert
auf der Rekonstitution des cAMP Signaltransduktionsweges in E. coli. Hierbei werden cya
Staimme von E. coli verwendet. Die potentiell interagierenden Proteine werden an zwei
Fragmente, T25 und TI18, fusioniert, die zusammen die katalytische Doméne der
Adenylatcyclase von B. pertussis CyaA bilden (Ladant und Ullmann, 1999). Interaktion der
Proteine bewirkt den Kontakt der T25 und T18 Doménen und somit die Synthese von cAMP.
Dieses aktiviert die Transkription der katabolischen Operone (zum Beispiel fiir Laktose und
Maltose), wodurch Proteininteraktionen in vivo erkannt und selektiert werden konnen. Der

Grad der Interaktion kann durch Messung der -Galaktosidase Aktivitdt bestimmt werden.

Zur Durchfiihrung des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems wurden das hypC und hypD Gen
durch PCR amplifiziert (Primer siche Tabelle 4) und die PCR-Fragmente mit den Smal-ge-
schnittenen Vektoren pUT18 und pKT25 (Karimova et al., 2001) ligiert. Die daraus resul-
tierenden Plasmide pUT-hypC und pKT25-hypD wurden durch Restriktionsanalyse und
Sequenzierung auf Thr Richtigkeit getestet. Sie kodieren fiir das HypC-Protein mit C-terminal
fusioniertem T18-Fragment (HypC-T18) und das HypD-Protein mit N-terminalem T25-Frag-
ment (T25-HypD). Die Expression der Gene hypC-T18 und T25-hypD und Stabilitdt der
Proteine wurde durch Westernblotanalysen nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Der DHP-D
Stamm konnte durch pKT25-hypD komplementiert werden (starke Gasbildung; HycE
Prozessierung), der DHP-C Stamm jedoch nur zu sehr geringem Malle durch pUT-hypC
(leichte Gasbildung, HycE-Prozessierung gerade noch detektierbar).

Der Zwei-Hybrid Stamm BTHI0l wurde mit den entsprechenden Plasmiden
transformiert und die Transformanten auf MacConkey Agar ohne Laktose aber mit 1%
Maltose ausgestrichen. Die Kolonien der Transformante BTH101/pUT-hypC/pKT25-hypD
erschienen tiefrot, was auf eine starke Interaktion hinweist. Der Kontrollstamm (BTHI101
ohne Plasmide) und die Vektorkontrolle (BTH101/pUT18/ pKT25) erschienen weil} bis gelb
(Daten nicht gezeigt). Zur Quantifizierung wurde die p-Galaktosidase-Aktivitit gemessen.
Als Positivkontrolle diente der Stamm BTHI101/pUTC-zip/pKT25-zip (Karimova et al.,
1998). Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 zu sehen.

-81-



ERGEBNISSE

5000 - Positiv-
+ HypC / HypD kontrolle
4000 - “V “V
é 3517 P
= 3000 4
-]
=
2
= 2000
=
+HypD  +HypC
1000 | B2H-
Stamm T
157 655
46 =
0
1 2 3 4 5

Abbildung 29: Nachweis der Interaktion von HypC und HypD durch ein bakterielles
Zwei-Hybrid System. B-Galaktosidase-Werte des Zwei-Hydrid Stammes BTH101 (Spur 1)
und dessen Transformanten. Spur 2: BTH101/pUT18-hypC/pKT25-hypD, Spur 3: BTH101/
pUT18C-zip/pKT25-hypD, Spur 4: BTHI101/pUT18-hypC/pKT25-zip, Spur 2: BTH101/
pUT18C-zip/pKT25-zip. Die Werte sind in ,,Miller Units“ angegeben .

Der Versuch wurde auch mit HypA und HypB durchgefiihrt. Hierzu wurden die Plasmide
pUT18-hypA und pKT25-hypB auf gleiche Weise wie fiir hypC und hypD beschrieben,
konstruiert. Eine Interaktion dieser Proteine wurde nicht beobachtet. Da es jedoch Probleme
mit den Original-Stimmen des Institut Pasteurs gab, konnten diese Versuche nicht

reproduziert werden.

4.9. Bestimmung der Stéchiometrie von HypC und HypD im Komplex

Um die Funktion des HypC-Strep x HypD Komplexes zu verstehen, war die Kenntnis der
Stochiometrie der beiden Proteine im Komplex wichtig. Da dies durch Gelfiltration nicht
durchfithrbar war, wurden die Untersuchungen in Kooperation mit E. Hochleitner der AG
Lottspeich (Max-Planck Institut fiir Biochemie, Abteilung Proteinchemie, Martinsried)
durchgefiihrt. Nach Affinititschromatographie an einer Strep-Tactin®-Séule, Auftrennung der
Proteine der Elutionsfraktion im nicht-denaturierenden Gel und Anfarben mit waissriger
Coomassielosung, wurde die Bande des HypC-Strep x HypD Komplexes aus dem Gel
geschnitten. Die Proteine wurden in situ mit der Endoprotease Lys-C gespalten und die
Peptide durch HPLC getrennt. Die Markierung erfolgte mit einem Fluoreszenzfarbstoff; die
Peptide wurden durch MALDI Massenspektrometrie und Tandem Massenspektrometrie

identifiziert (Abb. 30).
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Ein molares Verhiltnis von 2.2 : 1 fiir HypC-Strep zu HypD wurde aus den Flachen der
Peptidpeaks im Fluoreszenzchromatogramm errechnet. Somit binden zwei HypC-Strep-
Proteine an ein HypD-Protein. Dabei wird davon ausgegangen, dass die Peptide komplett aus
dem Gel eluiert wurden, und kein Verlust bei der Ankonzentrierung entstand (E. Hochleitner;

personliche Mitteilung).
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Abbildung 30: Bestimmung der Stochiometrie im HypC x HypD Komplex. (A)
Chromatogramm der Fluoreszenz-Detektion des gespaltenen HypC-Strep x HypD Komplexes.
Die Peptide von HypC-Strep und HypD wurden durch Massenspektrometrie identifiziert: (B)
zeigt das Massenspektrum von Peptid 90-97 (m/z 1398.5 des fluoreszenz-markierten Peptids)
von HypC-Strep, (C) zeigt das Massenspektrum von Peptid 131-139 von HypD (m/z 1396.5 des
fluoreszenz-markierten Peptids). Die Identitdt der Peptide wurden durch Tandem Massen-
spektrometrie bestétigt. Der verbreitete Peak des HypC-Strep-Peptides 90-97 kann durch par-
tielle Oxidation des N-terminalen Tryptophan erklart werden (E. Hochleitner; pers. Mitteilung).

Im diesem Zusammenhang wurde auch festgestellt, dass eine Modifikation am N-terminalen
Cystein von HypC stattgefunden hat. Die Spaltung mit der Endoprotease Lys-C (sieche
Anhang AIIl.) ergab ndmlich nicht das erwartete N-terminale Peptid der Masse 1770. Seine
Masse unterschied sich um +26, seltener um +12 (oder +42, +54, +72, +126). Die Aminso-
sduren in den C-terminalen Fragmenten ergaben ein identisches Muster, die b-lonen wichen
jedoch in der Massendifferenz ab, was auf eine Modifikation des N-Terminus hinweist (E.
Hochleitner; personliche Mitteilung). Um einen Aminosdureaustausch ausschlieen zu
konnen, wurde auch die N-terminale Sequenz bestimmt. Die erste Aminosdure war Cystein,

es hatte also kein Aminosédureaustausch stattgefunden.
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Um festzustellen, ob diese Modifikation ein Zwischenprodukt der Hydrogenasereifung
darstellt oder unspezifisch in der Zelle oder bei der Reinigung erfolgte, wurde das HypC-
Strep Protein aus unterschiedlichen Mutanten gereinigt und die N-terminale Modifikation von
E. Hochleitner untersucht. Die Uberexpression erfolgte aerob in der Transformante
BL21(DE3)/pT-hypCStrep (hypC-Strep-Gen durch PCR amplifiziert und mit dem Vektor
pT7-7 ligiert) und anaerob in den Transformanten DHP-F2/pUhypCStrep (hypC-Strep Gen
mit Shine-Dalgarno Sequenz durch PCR amplifiziert und mit dem Vektor pUCI19 ligiert),
ACarAB/pUhypCStrep, DHP-D/pUhypCStrep und HD705/pUhypCStrep. Die Anzuchts- und
Reinigungsbedingungen sind im Material und Methoden-Teil beschrieben. Alle isolierten
HypC-Strep-Proteine zeigten in der Gelfiltration das gleiche Elutionsprofil. Die Ergebnisse

der N-terminalen Massen sind in Tabelle 11 gezeigt.

TABELLE 11: Massen des N-terminalen Peptids des HypC-Strep-Proteins

Masse — [ 1770* 1782 1796 1812 1823 1842 1896
(+12)  (+26) |(+42)  (+54)  (+72)  (+126)

HypC-Strep x HypD + + ++ k.A. k.A. k.A. k.A.

J HypC-Strep aus Stamm

BL21(DE3) - aerob + + ++ + - -

DHP-F2 - anaerob + + ++ + + + +
ACarAB - anaerob + + ++ k.A. + + k.A.
DHP-D - anaerob + + ++ k.A. ++ ++ k.A.
HD?705 - anaerob + + ++ k.A. ++ ++ k.A.

* das Peptid der Masse 1770 wurde als Referenz verwendet
k.A. =keine Angaben

Peptid (-) fehlt; (£) ist weniger als Peptid 1770; (+) ist vorhanden; (++) ist verstarkt vorhanden

Es stellte sich heraus, dass in allen Proben das Peptid der Masse 1770 (,,normales* N-
terminales Peptid), das der Masse 1782 (in verringerter Menge) und dominant das Peptid
1796 vorhanden war. Die Peptide mit weiteren Massen (1812, 1823, 1842, 1896) wurden bei
der Analyse des HypC-Strep x HypD Komplexes nicht beachtet. Es stellte sich heraus, dass es
sich hierbei auch um Modifikationen des N-Terminus handelt, da Ihr Fragmentmuster in der
y-lonen Serie mit dem des 1770 Peptids iibereinstimmten (E. Hochleitner; personliche
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Mitteilung). Besonders auffillig waren die Peptide der Masse 1823 und 1842 in den
gereinigten HypC-Strep-Proteinen aus den Stimmen DHP-D und HD705 (siehe Tabelle 11).

Die modifizierten Peptide sind vermutlich aus der Reaktion des N-terminalen Cysteins mit
Acetaldehyd (+26) oder Formaldehyd (+12), gefolgt von einem Ringschluss (Thiazolidinring)
entstanden. Auch in Cystein-Uberproduktionsstimmen wird freies Cystein durch spontane
Kondensation mit Pyruvat als 2-Methyl-2,4-thiazolidin-Dicarboxylsdure maskiert (Dassler et
al., 2000). Leider konnte im Zuge dieser Arbeit nicht festgestellt werden, ob diese

Modifikationen einen Teil des Reifungsprozesses darstellen.

4.10.  Invitro Komplexbildung
Der HypC x HypD Komplex wurde also in vivo nachgewiesen, aus Extrakten anaerob an-
gezogener Zellen eluiert und aus HypC-Strep und HypD-iiberproduzierenden Zellen aerob
isoliert. Als nédchstes sollte die in vitro Komplexbildung aus den einzelnen Bestandteilen
versucht werden. Hierzu wurden gereinigtes Strep-HypD (im Anaerobenzelt gereinigt und in
50% Glyzerin unter N,-Atmosphire gelagert) und gereinigtes HypC-Protein verwendet. Die
Proteine wurden in F-Puffer in verschiedenen Verhéltnissen gemischt und fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die Auftrennung in 10%-igen, nicht-denaturierenden
Gelen und Westernblotanalyse mit Antikorpern gegen HypC. Da HypC im nicht-denaturieren-
den Gel sowohl als Monomer als auch als Dimer und Multimer lduft (Drapal und Bock, 1998)
und auch HypD als ,,Proteinschmier detektiert wird, wurde den Ansédtzen DTT zugegeben.
Der Komplex zwischen HypC und HypD konnte dadurch als scharfe Bande detektiert werden.
Eine Steigerung der Strep-HypD Menge ging mit vermehrter HypC x Strep-HypD Komplex-
bildung einher. Eine Abnahme des Signals von freiem HypC war nicht erkennbar. Die
Komplexbildung war unabhingig von der Anwesenheit zusdtzlicher Proteine, wurde aber
durch HypE und HypF nicht unterbunden (Abb. 31).
S
Abbildung 31: In vitro Komplexbildung aus «,:’ S b
gereinigten Proteinen. Die Proteine HypC und

Strep-HypD wurden im Verhiltnis 1:5 (Spur 1),
1:10 (Spur 2) und 1:15 (Spur 3) mit | mM DTT, |

HypE und HypF (ca. in 0.5-fache Menge von
HypC) fiir 30 min bei RT inkubiert. Es folgte die “
e

Auftrennung durch 10%-ige nicht-denaturierende 4— HypC x Strep-HypD
Gele und Westernblotanalyse mit a-HypC Anti-
serum. Freies HypC und der HypC x Strep-HypD

Komplex sind durch Pfeile markiert. < HypC
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Das HypC Protein wurde durch Zugabe von Strep-HypD ,,geshiftet und im HypC x Strep-
HypD Komplex wieder gefunden. Die Menge dieses Komplexes nahm zu, je mehr Strep-
HypD im Ansatz vorhanden war. Dass Strep-HypD im starken Uberschuss notwendig war,

liegt vermutlich an der Instabilitit oder dem Redoxzustand des Eisen-Schwefel-Clusters.

4.11.  Quervernetzungsversuche

Zur weiteren Untersuchung des HypC x HypD Komplexes und zur Identifizierung von
interagierenden Aminosduren sollten Quervernetzungsversuche durchgefiihrt werden. Die
hierzu verwendeten Reagenzien konnen in zwei Gruppen aufgeteilt werden, ndmlich thiol-
und primére amine-spezifische Agentien. Die Quervernetzung mit DTSSP (Dithiobis-sulfo-
succinimidyl Propinat), einem homobifunktionalen Crosslinker der primire Amine vernetzt,
ist in Abbildung 32 als Beispiel dargestellt. Durch das Vorhandenein einer Disulfidbriicke in

der Verbindung, kann die Quervernetzung anschlieBend wieder gespalten werden.

— + x-linker
T 4V prr
116—| =
66 —| =
45 —| =~ - = 4— HypC-Strep x HypD
@ @ | < HypD
35—| - 0. P
25 —| -
1 2 3 4 5

Abbildung 32: Stabilitdt und Quervernetzung des HypC-Strep x HypD Komplexes. Der
eluierte Komplex wurde gegen Kalium-Phosphat Puffer pH 8.0 dialysiert. Der HypC-Strep x
HypD Komplex wurde ohne (Spuren 2 und 3) und mit dem ,,Crosslink“-Reagenz DTSSP (4
mM) (Spuren 4 und 5) fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Uberschiissiges Reagenz
wurde anschlieBend durch Zugabe von 4 mM Tris/Cl pH 7.5 fiir 15 min inaktiviert. Das
Gemisch wurde weiter ohne (Spuren 2 und 4) und mit (Spuren 3 und 5) DTT inkubiert. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte im nicht-denaturierenden SDS-Gel bei Raumtemperatur, die
Anfarbung mit Coomassie. Spur 1: Proteinstandard, Spur 2: HypC-Strep x HypD Komplex
ohne DTT, Spur 3: HypC-Strep x HypD Komplex mit DTT, Spur 4: HypC-Strep x HypD
Komplex mit DTSSP ohne DTT, Spur 5: HypC-Strep x HypD Komplex mit DTSSP und DTT.
Das HypD Protein und der HypC-Strep x HypD Komplex sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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Unbehandelt wandert HypD als Monomer im nicht-denaturierenden SDS-Gel (Abb. 32, Spur
2), wobei ein Teil auch nach der Elektrophorese noch den Komplex mit HypC-Strep eingeht.
Dieser wird durch Zugabe von DTT (Spur 3) gespalten, einhergehend mit der Freisetzung von
HypD. Die Quervernetzung der Proteine ist in den Spuren 4 und 5 der Abb. 32 zu sehen: Nach
Quervernetzung liegt HypD vollstindig im Komplex mit HypC-Strep vor (Spur 4; durch
Westernblot bestdtigt). Durch Spaltung der Disulfidbriicke des Crosslinkers, wird HypD
wieder als Monomer detektiert (Spur 5)

In Zusammenarbeit mit E. Hochleitner (AG Lottspeich) sollten die an der Quervernetzung
beteiligten Aminoséuren identifiziert werden. Hierzu wurde der Komplex durch DTBP
vernetzt und mit DTT wieder getrennt. Es folgten die Spaltung der Proteine mit der Endo-
protease Lys-C, die chromatographische Auftrennung der erhaltenen Peptide und deren
Identifikation durch Massenspektrometrie (Daten nicht gezeigt). Als Kontrolle diente der
Komplex ohne Quervernetzung. Die zu erwartenden Peptide sind im Anhang (AIIL. und AIV.)
beschrieben. Es wurde herausgefunden, dass das N-terminale Peptid des HypC-Strep-Proteins
(Masse 1770 /1796) nach Spaltung des quervernetzten Komplexes mit Lys-C fehlte. Da Lys-C
an modifizierten Lysinen nicht bzw. schlecht spaltet, wurde dieses Lysin vermutlich mit
HypD vernetzt (E. Hochleitner; personliche Mitteilung). Somit interagiert wahrscheinlich der
N-Terminus von HypC mit HypD. Die daran beteiligte Aminosiduren oder Peptide in HypD

konnten nicht identifiziert werden.
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5. Untersuchungen zur Synthese und dem Transfer des Cyanid-Liganden

Dass die HypC x HypD Komplexbildung in vivo von der Anwesenheit der Proteine HypE und
HypF abhéngt, wurde bereits gezeigt. Der Grund hierfiir war unbekannt, obwohl Arbeiten
unserer Gruppe die Funktionen von HypE und HypF entschliisselt hatten. Das HypF Protein
spaltet ndmlich Carbamoylphosphat unter Freisetzung von Pj, bindet vermutlich den
Carbamoylrest als Carbamoyladenylat (Paschos et al., 2002) und iibertrdgt ihn auf das C-
terminale Cystein von HypE (Reissmann et al., 2003). Am HypE Protein erfolgt anschlieSend
eine Dehydratisierung der Carboxamidogruppe durch ATP-abhidngige Aktivierung des
Sauerstoffs und Dephosphorylierung resultierend im HypE-thiocyanat. Um nun die Ab-
hingigkeit der HypC x HypD Komplexbildung von den Proteinen HypE und HypF zu
verstehen, wurden zundchst die von Reissmann et al. (2003) beschriebenen Reaktionsansitze

optimiert.

5.1. Optimierung der **C-Markierung und der Produktdifferenzierung

Bisher war die Unterscheidung von HypE-thiocarboxamid (HypE-CONH,) und HypE-
thiocyanat (HypE-CN) nur mittels Massenspektrometrie moglich (Reissmann et al., 2003).
Bei der Entwicklung einer weniger aufwendigen Methode wurde die Beobachtung ausgenutzt,
dass die HypE-CN-Form im SDS-Gel in Anwesenheit von DTT schlechter aufgelost wird als
die HypE-CONH;-Form (Reissmann et al., 2003). Bei der Optimierung wurden nun folgende
Verdnderungen in der Probenbehandlung und Auftrennung der Proteine im Vergleich zu den
Angaben von Reissmann et al. (2003) durchgefiihrt: (1) die Proteine wurden sowohl durch
SDS-Gelelektrophorese (in den folgenden Figuren Teil A) als auch durch nicht-denaturie-
rende PAGE (in den folgenden Figuren Teil B) aufgetrennt; (2) der Probenpuffer der SDS-
Gelelektrophorese enthielt 100 mM statt I mM DTT und (3) die Proben wurden nicht fiir 15
min bei 40°C sondern fiir 10 min bei 56°C erhitzt. Da zusétzlich der Elektrophoreselauf im
Kiihlraum bei maximal 110 Volt stattfand, wurde diese Methode entgegen der ,,normalen*
SDS-PAGE nach Laemmli (1970) als ,,mild“-denaturierend beschrieben (Blokesch et al.,
2004a).

Abbildung 33 zeigt einen Versuch, in dem [*C]-markiertes Carbamoylphosphat und
die gereinigten Proteine HypE und HypF inkubiert wurden. In Anwesenheit von ATP oder
ADP-CH,-P (einem ATP-Analogon) wird die Carbamoylgruppe von HypF auf das C-
terminale Cystein von HypE {ibertragen (Transcarbamoylierung). Die Umwandlung von
HypE-CONH, zum HypE-CN (Dehydratisierung) bendtigt ATP und wird durch ADP-CH,-P

nicht katalysiert (Reissmann et al., 2003).
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Die Proteine wurden wie oben beschrieben behandelt und durch ,,mild*“-denaturierende SDS-

PAGE (Abb. 33A) bzw. nicht-denaturierende PAGE (Abb. 33B) aufgetrennt.

Abbildung 33: Differenzierung von HypE-thio-
carboxamid und HypE-thiocyanat durch Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese und Autoradio-
graphie. Protein HypE (2 uM) wurde mit Protein A &
HypF (0.5 pM), ["*C]-CP (100 uM) und 100 pM
ATP (Spur 1) oder ADP-CH,-P (Spur 2) fiir 10
min bei 25 °C inkubiert. Die Proteine wurden
durch 10%-ige ,,mild“-denaturierende SDS- (A) B |
oder nicht-denaturierende- (B) Polyacrylamidgele
aufgetrennt. Der Auftragspuffer der SDS-Gele
enthielt 100 mM DTT, die Proben wurden fiir 10
min bei 56 °C erhitzt. Nach Transfer der Proteine
auf Nitrocellulose-Membranen erfolgte die Auto-
radiographie. HypE-CONH, und HypE-CN sind
durch Pfeile markiert. Die radioaktive Markierung
wird hier und im Folgenden durch ein Sternchen
dargestellt. 1 2

+ ATP
+ ADP-CH,-P

- wiss| ¢—HypE-*CONH,

- | € HypF x HypE*

| 4= HypE - *CN

In den verwendeten Gelsystemen ist die HypE-CN-Form unter nicht-denaturierenden
Bedingungen stabil (Abb. 33B, Spur 1), wohingegen die Denaturierung in Anwesenheit von
hohen DTT-Konzentrationen die Abspaltung der Cyanidgruppe bewirkt (Abb. 33A, Spur 1).
Die HypE-CONH,-Form dagegen zerfillt unter nicht-denaturierenden Bedingungen (Abb.
33B, Spur 2). Der Zerfall der Carboxamidogruppe ist abhidngig von der nativen Faltung des
Proteins, da sie unter denaturierenden Bedingungen stabil ist (Abb. 33A, Spur 2). Dass diese
Instabilitdt mit dem alkalischen pH-Wert des Gels in Zusammenhang steht, wurde durch eine
pH-Reihe nachgewiesen (Daten nicht gezeigt; Blokesch et al., 2004a). Der zugrunde

liegenden chemischen Reaktion wurde jedoch nicht weiter nachgegangen.

5.2. Kinetik der Transcarbamoylierung

In dem von Reissmann et al. (2003) publizierten Transcarbamoylierungs-/Dehydratisierungs-
ansatz waren die Mengen an HypE und HypF nahezu gleich. Damit war keine Aussage
mdglich, ob das HypF-Protein mehrere Zyklen durchlaufen kann, oder nach Ubertragung der
Carboxamidogruppe inaktiviert vorliegt und nur in der Zelle regeneriert werden kann. Zu
diesem Zweck wurde die Markierung des HypE-Proteins durch Ubertragung der '*C-
Carboxamidogruppe mit stark unterstochiometrischen HypF-Mengen (1:100 verdiinnt)

getestet. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen, die ablaufende Reaktion
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wurde unterbrochen und die stattgefundene HypE Markierung iiberpriift (Abb. 34). Falls
HypF nicht mehrere Zyklen vollziehen kann, wire die Reaktion nach kurzer Zeit beendet und

das markierte HypE schwach oder nicht detektierbar.

1 25 5 75 10 15 20 25 30 Zeit[min]

< HypE - *CN

S ﬁg!m ﬁw

Abbildung 34: Kinetik der Transcarbamoylierungsreaktion von HypF und der ATP-
abhéngigen Dehydratisierung durch HypE. Das HypE Protein (2 uM) wurde mit ATP (100
uM), ['*C]-CP (100 uM) und HypF im Verhiltnis 100 : 1 gemischt und bei 25°C inkubiert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und die Reaktion wurde durch Zugabe
von Auftragspuffer und Temperaturdnderung auf 4°C gestoppt. Die Proteine aller Proben
wurden anschlieBend in einem 10%-igen Gel durch ND-PAGE aufgetrennt, auf eine NC-
Membran transferiert und die '*C-Markierung durch Exposition einer Tritiumscreen-Kassette
bestimmt. Das '*C-markierte HypE-Protein wird durch einen Pfeil angezeigt.

Wie Abbildung 34 zu entnehmen ist, nimmt die Markierung von HypE jedoch stetig zu; erst

nach etwa 20 min stellt sich eine Séttigung ein.

5.3. HypE und HypF Interaktion

Das radioaktive Material im oberen Teil von Abbildung 33B, wird als HypE x HypF Komplex
bezeichnet, da es vom Laufverhalten im nicht-denaturierenden Gel mit Signalen im Western-
blot mit anti-HypE und anti-HypF Antikdrpern {ibereinstimmt (Daten nicht gezeigt). Um diese
Annahme zu erhirten, wurde die Transcarbamoylierungs- und Dehydratisierungsreaktion mit

verschiedenen Mengenverhiltnissen zwischen HypE und HypF durchgefiihrt (Abb. 35).

Bei anndhernd stochiometrischem Verhéltnis zwischen HypE und HypF, wurde die meiste
Radioaktivitit (des HypE-*CN) auf Hohe des HypE x HypF Komplexes detektiert (Abb. 35,
Spur 1). Bei Verringerung der HypF Menge wurde die Wanderungsposition von HypE
weniger ,,geshiftet”, bis hin zur freien Form von HypE-*CN. Diese Form ist dominant, wenn

HypE im Uberschuss vorliegt (Abb. 35, Spuren 8 und 9).
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Abbildung 35: Wanderungsverhalten von HypE im nicht-denaturierenden Gel in
Abhéngigkeit von HypF. Reaktionsansidtze mit 2 uM HypE und HypF von 0.2 bis 2 uM
wurden mit ['*C]-CP und ATP zur Durchfithrung der Transcarbamoylierung/Dehydratisierung
fiir 30 min bei 25°C inkubiert. Die Mengenverhiltnisse zwischen HypE und HypF sind {iber
jeder Spur angegeben. Die Identitét der durch Pfeile markierten Signale als HypE und HypE x
HypF Komplex wurde durch Westernblotanalyse bestitigt (Daten nicht gezeigt).

Dieser Versuch zeigt, dass die HypE-Wanderung im nicht-denaturierenden Gel vom HypF
Protein beeinflusst wird, und dass sowohl eine funktionelle (Ubertragung der Carbamoyl-

gruppe), als auch direkte Interaktion stattfindet.

5.4. HypE-Monomer als Akzeptor der Carbamoylgruppe

Wurde das Elutionsprofil von HypE in der Gelfiltration mit dem von Standardproteinen ver-
glichen, so befand es sich hauptsidchlich in der Position eines Monomers (Daten nicht
gezeigt). Ein Teil eluierte jedoch stets als Homodimer, ein Befund der auch nach Auftrennung
in SDS-Gelen mit geringer DTT-Konzentration gezeigt wurde (Reissmann et al., 2003). Ob
die HypE Proteine im Homodimer durch eine Disulfidbriicke verkniipft sind, wurde im
ndchsten Versuch getestet (Abb. 36). Hierflir wurden die gereinigten Proteine HypE (WT),
HypE[D83N] (ohne ATPase-Aktivitit; siche unten) und HypEA (HypEACys336; Reissmann
et al., 2003, darin als Cys332 benannt) verwendet. Sie wurden ohne und mit 50 mM DTT
inkubiert und anschlieBend durch nicht-denaturierende SDS-PAGE bei Raumtemperatur
aufgetrennt (Abb. 36 A). Zusitzlich wurde mit ['*C]-CP und Filterbindung getestet, ob die
HypE-Varianten von HypF carbamoyliert werden konnen (Abb. 36B).
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Abbildung 36: HypE-Monomer als Akzeptor der Carbamoylgruppe. (A) Die Proteine (je
12 uM) HypE (Spuren 2 und 3), HypE[D83N] (Spuren 4 und 5) und HypEAcys (Spuren 6 und
7) wurden mit (Spuren 2, 4 und 6) und ohne DTT (Spuren 3, 5, und 7) inkubiert und
anschlieBend auf ihr Laufverhalten im SDS-Gel (A) und die Fihigkeit, die '‘C-
Carbamoylgruppe von HypF zu akzeptieren (B) analysiert. (A) Die Proteine wurde durch 10%-
ige nicht-denaturierende SDS-Gele aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Die monomere und
dimere Form von HypE und dessen Varianten sind durch Pfeile gekennzeichnet. Spur 1:
Proteinstandard. (B) Die Proteine wurden nach Vorinkubation mit und ohne DTT zur
Durchfiihrung der Transcarbamoylierung und Dehydratisierung mit HypF, ATP und ['*C]-CP
versetzt. Die '*C-Markierung wurde durch Filterbindungstests bestimmt und auf die eingesetzte
Proteinmenge umgerechnet. Die Werte zeigen den Durchschnitt aus drei unabhingigen
Messung + Standardabweichung.

Man sieht, dass das HypE-Dimer durch Inkubation mit DTT gespalten wird (Abb. 36A,
Spuren 2 und 4); die HypEAcys-Variante liegt auch in Abwesenheit von DTT als Monomer
vor (Abb. 36A, Spur 7). Die Fahigkeit von HypE, die ['*C]-Carbamoylgruppe von HypF zu
akzeptieren, wurde durch Vorinkubation mit DTT verdreifacht (Abb. 36B); die HypEAcys

Mutante kann nicht markiert werden (36B und Reissmann et al., 2003).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Dimer aus disulfidisch verkniipften HypE
Proteinen besteht, wobei die Disulfidbriicke aus den C-terminalen Cysteinen gebildet wird.
Die Ubertragung der Carbamoylgruppe erfolgt auf die Thiolgruppe des C-terminalen

Cysteins, wozu die monomere Form erforderlich ist.

5.5. ATPase-Aktivitat von HypE

Die Sequenz des HypE-Proteins weist Ahnlichkeit zu denjenigen von Thiaminmonophosphat-
Kinase (ThiL), zur Selenophosphat-Synthetase (SelD) und zur Aminoimidazol Ribonukleotid-
Synthetase (PurM) auf (Li et al., 1999). Fiir PurM (Schrimsher et al., 1986), SelD (Ehrenreich
et al., 1992) und ThiL (Imamura und Nakayama, 1982) war bekannt, dass sie ATP umsetzen

(Li et al., 1999), fiir das HypE Protein wurde dies erstmals in der Diplomarbeit von A. Bauer
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gezeigt (Bauer, 2002). Hieraus wurde postuliert, dass HypE eine ATP-abhingige Dehydrati-
sierung der Carboxamidogruppe durchfiihrt, dhnlich der Reaktion des PurM-Proteins. Dass
dies wirklich der Fall ist, wurde spiter gezeigt (Reissmann et al., 2003). Die Ahnlichkeit von
HypE zu PurM bezog sich besonders auf einige Positionen bzw. Sequenzabschnitte, die zur
ATP- oder Mg”"-Bindung notwendig sind (Li et al., 1999). Die Untersuchungen der ATPase-
Aktivitdit von HypE durch A. Bauer ergaben, dass HypE ATP in ADP und anorganisches
Phosphat spaltet (Bauer, 2002). Die Hydrolyse wird nicht durch Carbamoylphosphat beein-
flusst (Bauer, 2002 und S. Reissmann; personliche Mitteilung). Die ATPase-Aktivitidt wurde
im Zuge dieser Arbeit weiter untersucht und die kinetischen Konstanten wurden bestimmt.
Dies geschah mit Hilfe von y-markiertem [**P]-ATP (siche Material und Methoden). Die
Reaktion fand bei 25°C statt, vergleichbar den Transcarbamoylierungs-/Dehydratisierungs-
reaktionen von HypF und HypE. Aus den erhaltenen Daten wurde ein Lineweaver-Burk
Diagramm erstellt (Daten nicht gezeigt). Der K,-Wert des HypE-Proteins lag bei 25 uM
(Durchschnitt aus fiinf unabhidngigen Messungen). Parallel hierzu wurden auch die
kinetischen Konstanten der HypE-Varianten bestimmt (siehe 5.6.). Dabei stellte sich heraus,
dass die HypE[D83N]-Variante keine ATPase-Aktivitit aufweist (Abb. 37), was auch fiir das
HypE[A76V D83N]-Protein gefunden wurde (Daten nicht gezeigt). Durch Deletion des C-
terminalem Cysteins (HypEA) reduzierte sich die ATPase-Aktivitit (Abb. 37); der erhaltene
Kin-Wert lag bei 47 uM.
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Abbildung 37: Freisetzung von P; aus ATP durch das HypE Protein und dessen
Varianten. 2 uM HypE, HypEA oder HypE[D83N] wurden mit ATP (40 uM; Gemisch aus
kaltem und y-markiertem [**P]-ATP) inkubiert und das freigesetzte P; wurde bestimmt.
Legende: ® HypE, AHypEA, m HypE[D83N].
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Da die HypE[D83N]-Variante keine ATPase-Aktivitit besitzt wird angenommen, dass der
Aspartat 83-Rest, vergleichbar zum PurM-Protein (Li et al., 1999), tatséchlich an der Bindung
des Mg*"-Tons beteiligt ist.

Versuche mit den ATP-Analoga AMP-CH,-PP und ADP-CH,-P (AMP-P-CH,-P) zeigten,
dass in Anwesenheit von ADP-CH,-P der Transfer der Carbamoylgruppe vom HypF zum
HypE Protein noch moglich ist; AMP-CH,-PP lieB3 keinen Transfer mehr zu (Reissmann et
al., 2003). Da das HypF Protein in Anwesenheit von Carbamoylphosphat ATP in AMP und
PP; spaltet (Paschos et al., 2002), waren diese Ergebnisse erwartungsgeméal. HypE hingegen
hydrolysiert ATP in ADP + P;, kann somit das ATP-Analogon ADP-CH,-P nicht als Substrat
verwenden und keine Dehydratisierung der von HypF-erhaltenen Carboxamidogruppe zur
Cyanogruppe durchfiihren (Reissmann et al., 2003). Die Frage, ob HypE das ATP Analogon
AMP-CH,-PP nutzen kann, sollte nun geklart werden.

Hierzu wurden die Proteine HypF und HypE zunéchst mit ADP-CH,-P und ["*C]-CP
zur Durchfiihrung der Transcarbamoylierung inkubiert und anschlieend wurde AMP-CH,-PP
zur Dehydratisierung von -CONH; zum —CN zugegeben. Die Proben wurden durch die unter
Punkt 5.1. beschriebenen Elektrophoresebedingungen aufgetrennt, um zwischen HypE
-CONH; und HypE-CN unterscheiden zu konnen. Die Carbamoylgruppe wurde zwar von
HypF auf HypE iibertragen (wie schon durch Massenspektrometrie gezeigt; Reissmann et al.,
2003), HypE konnte das ATP-Analogon AMP-CH,-PP jedoch nicht zur Dehydratisierung
nutzen (Daten nicht gezeigt).

Dies kann zwei Griinde haben: AMP-CH,-PP kann entweder nicht gebunden oder
nicht hydrolysiert werden. Um zwischen diesen Mdglichkeiten unterscheiden zu konnen,
wurde die Transcarbamoylierungs-/Dehydratisierungsreaktion als Kompetitionsexperiment
zwischen ATP und AMP-CH,-PP durchgefiihrt (Abb. 38). Dabei wurde die ATP-
Konzentration konstant gehalten (100 uM), die AMP-CH,-PP Konzentrationen jedoch variiert
(25 bis 2000 pM).

Es stellte sich heraus, dass die ATP-abhéngige Konversion des HypE-thiocarboxamids
zum HypE-thiocyanat durch Anwesenheit von AMP-CH,-PP inhibiert wird; je groBer der
Uberschuss an AMP-CH,-PP gegeniiber ATP war, desto mehr HypE enthielt die Carbox-
amidoform und desto weniger HypE-*CN konnte detektiert werden (Abb. 38).
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Abbildung 38: Hemmung der ATP-abhangigen Dehydratisierung durch HypE in An-
wesenheit von AMP-CH,-PP. HypE (2 pM) und HypF (0.2 uM) wurden mit ['*C]-CP (100
uM) und ATP (100 uM; nicht in Spur 2) inkubiert. AMP-CH,-PP war in den Proben der Spuren
2 bis 9 in der angegebenen Konzentration vorhanden. Die Auftrennung der Proteine erfolgte
wie in Abb. 33 beschrieben durch ,,mild“-denaturierende SDS- (A) bzw. nicht-denaturierende
PAGE (B). Die Signale von HypE-CONH, und HypE-CN sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Die Daten sprechen dafiir, dass AMP-CH,-PP von HypE gebunden wird und mit der ATP-
Bindung kompetitiert, eine mit der Dehydratisierung einhergehende Hydrolyse von AMP-
CH,-PP jedoch nicht méglich ist. Es kann jedoch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden,
dass AMP-CH,-PP unspezifisch an HypE bindet und dadurch die ATP-Bindung oder
Hydrolyse stort.

5.6. Analyse von HypE-Varianten

Ein Sequenzvergleich zwischen HypE Proteinen verschiedener Organismen zeigte, dass das
C-terminale PRIC-Motiv konserviert ist (Reissmann et al., 2003). Da mittlerweile bekannt ist,
dass die Cyanidliganden am C-terminalem Cystein (Cys 336 in E. coli) synthetisiert werden,
ist die Notwendigkeit des Cysteins einleuchtend. Trotzdem wurde die von S. Reissmann
gereinigte HypEA-Variante, die kein C-terminales Cystein mehr besitzt, in den weiteren
Untersuchungen mitgefiihrt. Die ebenfalls untersuchten HypE-Varianten waren HypE[D83N]
und HypE[A76V D83N]. Sowohl die Konstruktion der Uberexpressionsplasmide als auch die
Uberproduktion und Reinigung wurden von A. Paschos und E. Zehelein durchgefiihrt.
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Die vorhergehenden Ergebnisse zusammenfassend ist bisher iiber das HypEA-Protein
bekannt, dass es keine Homodimere bildet, im Vergleich zum WT-HypE-Protein verringerte
ATPase-Aktivitit besitzt und durch ['*C]-CP in der Transcarbamoylierungs-/Dehydrati-
sierungsreaktion keine '*C-Markierung erhilt. Die HypE[D83N]-Variante weist dagegen
keine ATPase-Aktivitdt auf, bildet vergleichbar dem WT-HypE-Protein Homodimere durch
disulfidische Verkniipfung der C-terminalen Cysteine und kann C-terminal carbamoyliert
werden. Ob HypE[D83N] trotz fehlender ATPase-Aktivitdt die Dehydratisierung der Carbox-
amido- zur Cyanogruppe durchfiihren kann, sollte herausgefunden werden. Parallel hierzu
wurde die ebenfalls ATPase negative HypE[A76V D83N]-Variante getestet (Abb. 39). Hierzu
wurde HypE oder seine Varianten mit HypF, ['*C]-CP und ATP oder dem ATP-Analogon
ADP-CH;-P inkubiert und durch SDS- bzw. ND-PAGE auf das Vorhandensein von HypE-
thiocarboxamid und HypE-thiocyanat untersucht (Abb. 39).
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Abbildung 39: Aktivitat von HypE und dessen Varianten in der Transcarbamoylierungs-
und Dehydratisierungsreaktion. Jeweils 4 uM gereinigtes HypE (Spuren 1 und 2), HypEA
(Spuren 3 und 4), HypE[D83N] (Spuren 5 und 6) und HypE[A76V D83N] (Spuren 7 und 8)
wurden mit 0.5 pM HypF, ['*C]-CP (100 uM) und ATP (100 uM, Spuren 1, 3, 5, 7) oder ADP-
CH,-P (100 pM, Spuren 2, 4, 6, 8) fiir 30 min bei 25 °C inkubiert. Die Reaktionsprodukte
wurden wie in Abb. 33 angegeben durch SDS- (A) oder ND-PAGE (B) aufgetrennt und
autoradiographiert. HypE-CONH, bzw. HypE-CN sind durch Pfeile gekennzeichnet.

In Ubereinstimmung mit den zuvor geschilderten Ergebnissen, sind die HypE-Varianten
[D83N] und [A76V D83N] nicht in der Lage, den Carboxamidorest zu dehydratisieren; es

kann keine Cyanogruppe gebildet werden.
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5.7.  HypE-Markierung durch [**C]-Citrullin

Da nun eine gute Detektion von HypE-*CN durch ND-PAGE und Autoradiographie moglich
war, wurde die in vivo Markierungen mit ['*C]-Citrullin nochmals iiberdacht. Durch eine
Kombination aus in vitro und in vivo Versuch sollte iiberpriift werden, ob ["*C]-Citrullin zur
4C-Markierung brauchbar ist (Abb. 40). Hierzu wurden Zellen des Stammes ACarAB mit und
ohne Plasmid pBargl in Minimalmedium oder TGYEP (T) angezogen. Die gewonnenen
Rohextrakte wurden mit ['*C]-Citrullin fiir 10 min bei 37°C inkubiert, da in Anwesenheit der
Ornithin Transcarbamoylase ['*C]-CP aus ["*C]-Citrullin entstehen sollte. Nach Zugabe von
gereinigtem HypE, HypF und ATP wurden die Ansétze erneut fiir 20 min bei Raum-
temperatur inkubiert, bevor die Proteine durch ND-PAGE aufgetrennt und auf eine NC-

Membran transferiert wurden.

<4— HypE - *CN

1 23 45 6 7 8

Abbildung 40: In vitro Markierung von HypE durch [**C]-Citrullin. Rohextrakte (100 pg)
von Zellen mit oder ohne iiberproduzierter Ornithin Transcarbamoylase wurden mit 200 uM
['*C]-Citrullin fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Die Proteine HypE bzw. HypEA (6 uM) und
HypF (2 uM) sowie ATP (200 uM) wurden zugegeben und fiir 20 min bei 22°C inkubiert. Die
Auftrennung erfolgte durch ND-PAGE, die Detektion durch Autoradiographie. Spur 1:
ACarAB/pBargl + HypE + HypF, Spur 2: ACarAB/pBargl + HypEA + HypF, Spur 3:
ACarAB/pBargl + HypE, Spur 4: HypE + HypF, Spur 5: ACarAB + HypE + HypF, Spur 6:
ACarAB/pBargl (T) + HypE + HypF, Spur 7: DHP-FAcar/pBargl (T) + HypE + HypF, Spur 8:
DHP-FAcar/pBargl (T) + HypE. (T) weist auf Anzucht der Transformanten in TGYEP hin.

Das Ergebnis dieses Versuchs zeigt, dass ['*C]-Citrullin durch die Ornithin Trans-
carbamoylase in vitro umgesetzt und das entstandene ['*C]-CP genutzt wird. Eine direkte
Markierung mit ["*C]-Citrullin war nicht méglich. Ein Zusammenhang der in vivo Versuche
durch Citrullin-Zufiitterung (siehe 3.1.), der Uberproduktion der Ornithin Transcarbamoylase
(siche 3.2.) und der hier gezeigten in vitro Markierung von HypE ist ersichtlich. Sowohl in
vivo als auch in vitro bedarf es der reversen Reaktion der Ornithin Transcarbamoylase um CP

aus Citrullin herzustellen, das anschlieBend von HypF erkannt und {ibertragen wird.
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Doch welche Rolle spielt nun der HypC x HypD Komplex hierbei, der sich in CP defizienten

Stammen anhauft?

5.8. Transfer des Cyanids auf den HypC x HypD Komplex

Uber den HypC x HypD Komplex war bisher bekannt, dass er sich in einer AcarAB Mutante
ansammelt (siehe 3.5.) und durch Zugabe von Citrullin als alternativer Quelle fiir CP,
einhergehend mit der Reifung der groBen Untereinheit der Hydrogenase 3 (siehe 3.1.), wieder
aufgelost wird (siehe 4.1.). In Abwesenheit von HycE entsteht eine modifizierte Form des
HypC x HypD Komplexes (siche 4.1.). Ist dies ein Hinweis, dass das am HypE-Protein aus
CP synthetisierte Cyanid auf den HypC x HypD Komplex und von dort weiter zur grof3en

Untereinheit {ibertragen wird?

Um dieser Vermutung nachzugehen wurde der HypC-Strep x HypD Komplex wie unter 4.7.
beschrieben durch Affinititschromatographie (Strep-Tactin®) isoliert. Nach Vorinkubation
der Proteine HypE und HypF in Gegenwart von ['*C]-CP und ATP, zur Herstellung von
HypE-*CN, wurde der HypC-Strep x HypD Komplex dem Ansatz zugegeben. Durch
Auftrennung der Proteine im Polyacrylamid-Gel, Transfer auf eine NC-Membran und Auto-
radiographie konnte festgestellt werden, dass HypE nicht mehr markiert vorliegt. Stattdessen
konnte eine zusitzliche Bande detektiert werden (Abb. 41A), die liber einen Westernblot dem

HypC-Strep x HypD Komplex zugeordnet werden konnte (Abb. 41B).

Somit konnte gezeigt werden, dass in vitro eine Ubertragung der '*C-Markierung von HypE

auf den HypC x HypD Komplex mdglich ist.

Folgende Voraussetzungen waren dazu notig:

- Der HypC x HypD Komplex musste anaerob {iiberproduziert werden; bei aerober
Uberproduktion war keine eindeutige Ubertragung méglich.

- Der HypC x HypD Komplexes musste ,,frisch* isoliert werden; die Lagerung in Glyzerin

unter Luft- oder N>-Atmosphére inaktivierte den Komplex.
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Abbildung 41: *C-Markierung des HypC-Strep x HypD Komplexes in vitro. Die gereinig-
ten Proteine HypE und HypF wurden mit ['*C]-CP und ATP bei 25 °C inkubiert, was in
markiertem HypE-*CN resultierte (Autoradiographie in A, Spur 1). Es folgte die Zugabe des
HypC-Strep x HypD Komplexes (A, Spur 2). Die Auftrennung der Proteine erfolgte in 10%-
igen Gelen durch nicht-denaturierende SDS-PAGE. Dem Auftragspuffer wurde weder DTT
noch 2-ME zugesetzt und die Proben wurden nicht erhitzt. Der Elektrophorese erfolgte im
Kithlraum. Die im Ansatz von Spur 2 (A) enthaltenen Proteine wurden durch
Westernblotanalyse (B) auf IThr Wanderungsverhalten im 10%-igen nicht-denaturierende SDS-
Gel untersucht. Die verwendeten Antiseren waren o-HypE (Spur 1), a-HypC (Spur 2) und a-
HypD (Spur 3). Die Proteine HypC, HypD, HypE, sowie der HypC-Strep x HypD Komplex
(HypCD) sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Die Markierung des HypC-Strep x HypD Komplexes war auch nach nicht-denaturierender
PAGE in der Autoradiographie detektierbar (Abb. 42). Die radioaktive Markierung von HypE
wurde durch Zugabe einer zunehmenden Menge des HypC-Strep x HypD Komplexes
vollkommen auf den Komplex iibertragen (Abb. 42).

Ein Kinetikexperiment zeigte, dass dieser Transfer bereits nach wenigen Minuten (<5

min) vollstidndig abgelaufen war (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 42: Verlagerung der cC- - Ix 2x 4x  HypC-Strep x HypD Menge
Markierung von HypE auf den HypC-
Strep x HypD Komplex. Autoradiographie
der Markierung von HypE durch HypF,
["C]-CP und ATP (Spur 1). Nach Zugabe
steigender Mengen des HypC-Strep x HypD
Komplexes (Spuren 2 bis 4), verschwand die
Radioaktivitit von HypE und konnte am
HypC-Strep x HypD Komplex detektiert
werden. HypE-CN und der markierte HypC-
Strep x HypD Komplex (HypCD) sind durch
Pfeile gekennzeichnet.

| 4— HypE - *CN
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-99.



ERGEBNISSE

Dass es sich um eine Ubertragung der CN-Gruppe von HypE zum Komplex handelt und nicht
um eine Neusynthese, wurde durch folgendes Experiment bestdtigt: Die Trans-
carbamoylierungs- und Dehyratisierungsreaktion wurde durch HypF und HypE mit ['*C]-CP
und ATP durchgefiihrt. AnschlieBend folgte die Zugabe eines 100-fachen Uberschusses an
nicht radioaktivem CP zusammen mit dem HypC-Strep x HypD Komplex. Auch hier fand
eine Ubertragung der '*C-Markierung von HypE zum HypC-Strep x HypD Komplex statt
(Daten nicht gezeigt). Eine Neusynthese kann somit ausgeschlossen werden.

Dass die Ubertragung auch unabhiingig von ATP stattfindet, wurde durch das in
Abbildung 43 dargestellte Experiment gezeigt: Zunichst wurde erneut HypE-*CN in vitro
synthetisiert. Der Reaktionsansatz wurde anschlieBend durch Filtration (Nanosep;
AusschlussgroBe 10 kDa) von den Substraten ATP und ["*C]-CP getrennt. Eine Hilfte der
makromolekularen Fraktion wurde mit dem HypC-Strep x HypD Komplex, die andere Hélfte
als Kontrolle mit Puffer inkubiert (Abb. 43).

58
Abbildung 43: Transfer des C-Cyanids ohne 7R
Neusynthese und unabhéngig von ATP. HypE-*CN wurde
durch Transcarbamoylierung mittels HypF und ATP-
abhéngiger Dehydratisierung durch HypE hergestellt und die
Substrate  ATP und ["*C]-CP wurden durch Filtration
entfernt. Die noch vorhandene Proteine HypF und HypE-
*CN wurden weiter mit Puffer (Spur 1) oder mit dem HypC-
Strep x HypD Komplex (Spur 2) inkubiert und anschlieBend
durch ND-PAGE aufgetrennt und auf eine NC-Membran
transferiert. Die Detektion erfolgte durch Autoradiographie.
HypE-CN und der markierte HypC-Strep x HypD Komplex
(HypCD) sind durch Pfeile gekennzeichnet.

b |4« HypE - *CN
< HypCD*

Obgleich ein Verlust an Radioaktivitét stattgefunden hat, konnte eindeutig auch ein Transfer
festgestellt werden (Abb. 43, Spur 2). Somit steht fest, dass eine direkte Ubertragung der "*C-
Markierung von HypE-"*CN zum HypC-Strep x HypD Komplex stattfindet und kein weiteres
Substrat dazu notwendig ist.

Nachdem geklirt war, dass eine Ubertragung der Cyanidgruppe von HypE zum HypC-
Strep x HypD Komplex in vitro stattfindet, stellte sich die Frage ob auch die Carboxamido-
gruppe iibertragen werden kann. Da die groBen Untereinheiten der [NiFe]-Hydrogenasen zwei
Cyanid- und einen CO-Liganden enthalten, wére in diesem Fall die Synthese von CO aus der
Carboxamidogruppe am HypC x HypD Komplex denkbar. Um dies zu testen wurde HypE-
CONH; iiber zwei Wege hergestellt: durch Inkubation in Gegenwart von ADP-CH,-P (siehe
Abb. 33) und durch Inkubation mit der HypE[D83N]-Variante (siche Abb. 39). AnschlieBend
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wurde der HypC-Strep x HypD Komplex zugegeben, und die potentielle Ubertragung durch
Polyacrylamid-Gelelektrophorese getestet (Abb. 44).
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v S =
| 1T 1T |
- + - 4+ - +  HypCD-Komplex
A z S P

'*"“--_:* vy mwwm 4—HypE—*CONH2
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.| — HypCD*

Abbildung 44: Ausschluss einer Ubertragung der 14Carboxamidogruppe von HypE auf
den HypC-Strep x HypD Komplex. Autoradiographie der Proteine nach in vitro Markierung
und Auftrennung durch ein 10%-iges SDS-Gel (A) oder 10%-iges nicht-denaturierendes-Gel
(B; vgl. Abb. 33) und Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran. Spur 1: HypE (4 uM) wurde
mit HypF (1 uM) und 100 pM [14C]—CP und ATP inkubiert; Spur 2: zu dem Gemisch aus Spur
1 wurde zusétzlich der HypC-Strep x HypD Komplex zugegeben; Spur 3: HypE[D83N] (4
uM), HypF (1 pM), [*C]-CP (100 uM) und ATP (100 uM) wurden gemischt; Spur 4: wie Spur
3 plus HypC-Strep x HypD Komplex.; Spur 5: Inkubation von HypE (4 uM), HypF (1 uM),
["“C]-CP (100 uM) and ADP-CH,-P (100 pM); Spur 6: wie Spur 5 plus HypC-Strep x HypD
Komplex.

Wie in Abbildung 44 zu sehen ist, findet keine Ubertragung der Carboxamidogruppe statt. Die
Radioaktivitét befindet sich weiterhin am HypE-Protein.

5.9. Der HypC x HypD x HypE Komplex
Aus den bisherigen Ergebnissen ging ein Zusammenwirken zwischen HypE und dem HypC x
HypD Komplex hervor: In vivo unter anaeroben, nicht-iiberproduzierenden Bedingungen war
HypE zur Ausbildung des Komplexes notwendig; in vitro wurde der Cyanidrest vom C-
terminalen Cystein auf den HypC x HypD Komplex iibertragen, was eine Interaktion
voraussetzt. Ob diese drei Proteine auch einen ternidren Komplex ausbilden, wurde als
néchstes untersucht.

Dazu musste ein Plasmid hergestellt werden, das die Proteine HypC-Strep, HypD, HypE
und HypF kodiert und deren Uberproduktion erméglicht. Hierzu wurde das hypE Gen durch
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PCR mit den phosphorylierten Primern hypEBamHIup & hypEBamHIdown und pTE-C2 als
Vorlage amplifiziert. Dieses wurde mit dem Eco47111-geschnittenem Plasmid pT-hypDCStrep
ligiert (= Plasmid pT-hypDECStrep). Durch eine fehlerhafte PCR-Reaktion entstand auch das
Plasmid pT-hypDE[Mut]CStrep, wobei das hypE[Mut] Gen fiir eine HypE-Variante mit
verdandertem C-Terminus kodiert (PRLCY statt PRIC). Das Plasmid pT-hypDECStrep wurde
anschlieBend mit HindIII-geschnitten und mit einem das hypF Gen enthaltendem, HindIII-
geschnittem PCR Fragment ligiert. Die entsprechende PCR wurde mit den Oligonukleotiden
hypFHindIIlup & hypFHindIlldown und pUCF18 als Matrize durchgefiihrt. Das erhaltene
Plasmid pT-hypDEFCStrep enthielt somit ein artifizielles Operon mit den Genen hypD, hypE,
hypC-Strep und hypF.

Der Stamm BL21(DE3) wurde mit den Plasmiden pT-hypDECStrep bzw. pT-
hypDEFCStrep transformiert, die Transformanten wurden anaerob angezogen und die Gene
mit IPTG induziert. Nach Aufbruch der Zellen und Herstellung des S30-Extraktes wurde das
HypC-Strep-Protein durch Affinititschromatographie an einer Strep-Tactin® Sepharose Siule
herausgezogen. Die koeluierten Proteine wurden durch SDS-PAGE analysiert (Abb. 45).

Es zeigte sich, dass nicht nur das HypD Protein zusammen mit HypC-Strep von der
Strep-Tactin® Sepharose Séule eluiert wurde, sondern auch HypE (Abb. 45). Somit besteht

ein Komplex aus den Proteinen HypC-Strep, HypD und HypE, allerdings mit einem geringen

Anteil an HypE.
A 116 —| == B — C

06 Strep-Tactin® H%PD
45 —| -

@& |« HypD 1
35 =w ¢ H <— HypD

ypE yp. _
! « HypE Strep-Tagll
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Abbildung 45: Koelution des Heterotrimers aus HypC-Strep, HypD und HypE.
Rohextrakte der Stdmme BL21(DE3)/pT-hypDECStrep (A) und BL21(DE3)/pT-
hypDEFCStrep (B) wurden einer Affinititschromatographie unterzogen. Die Elution von der
Strep-Tactin Sepharose Séule erfolgte durch Desthiobiotin. Die eluierten Proteine wurden durch
SDS-PAGE (10%-ige Gele) aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt. Spuren 1 und 3:
Proteinstandard, Spuren 2 und 4: Elutionsfraktionen nach der Strep-Tactin Sepharose Séule. Die
Proteine HypD und HypE sind durch Pfeile gekennzeichnet. Das HypC Protein kann in 10%-
igen SDS-Gelen nicht detektiert werden (~10 kDa). (C) Schematische Darstellung der
Koelution. Die genaue Stochiometrie ist unbekannt.
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Vergleicht man die Elutionsfraktionen aus Abb. 45A (Ausgangsstamm: BL21(DE3)/pT-
hypDECStrep) und Abb. 45B (Ausgangsstamm: BL21(DE3)/pT-hypDEFCStrep), so fillt auf,
dass groBere Mengen an HypE koeluiert werden, wenn hypF von dem Plasmid koexprimiert
wird. Ob dies am Vorhandensein des HypF Proteins an sich liegt oder ob durch Addition des
hypF Gens eine Stabilisierung der mRNA erfolgte ist unklar.

Allgemein war die Uberexpression von hypE von den Plasmiden pT-hypDECStrep und pT-
hypDEFCStrep schlecht, da das hypE Gen mit einem GTG Kodon beginnt und die HypE-
eigene Shine-Dalgarno-Sequenz nicht auf dem Plasmid enthalten ist.

Das HypF Protein scheint nicht am HypC-Strep x HypD x HypE Komplex beteiligt zu
sein, da keine Koelution von HypF erfolgte. Dies wurde in Abbildung 45B, Spur 4 und

zusitzlich durch Westernblotanalysen gezeigt.

Ob auch eine Koelution von HypC-Strep und HypE in Abwesenheit des HypD-Proteins
stattfindet, wurde als néchstes untersucht. Hierzu wurde aus dem hypD Gen der Plasmide pT-
hypDECStrep und pT-hypDEFCStrep ein BsaBI-Fragment herausgeschnitten und das rest-
liche Plasmidfragment religiert. Das AhypD-Gen der Plasmide pTADEC-Strep und
pTADEFC-Strep kodiert fiir ein stark verkiirztes HypD-Protein (ca. 18 kDa), dem sédmtliche
wichtigen Motive (CGxHxH, GPGCPVC, GFETT) fehlen. Die Durchfiihrung der Affinitits-
chromatographie mit Rohextrakten der Transformanten BL21(DE3)/pTADEC-Strep und
BL21(DE3)/pTADEFC-Strep ergab, dass HypE nicht mit HypC-Strep koeluiert. Somit ist das
HypD Protein notwendig, um eine Koelution von HypC-Strep und HypE zu erzielen (Daten
nicht gezeigt).

5.10.  Funktionalitat des HypC x HypD x HypE Komplexes

Obwohl eine Interaktion zwischen HypE und dem HypC x HypD Komplex durch Koelution
in der Affinitdtschromatographie gezeigt wurde, konnte dieser trimere Komplex in ND-Gelen
nicht mit Sicherheit aufgelost werden. Es sollte deswegen durch '*C-Markierung getestet
werden, ob der HypC x HypD x HypE Komplex funktionsfdhig ist. Hierzu wurde gereinigtes
HypF Protein mit eluierten HypC-Strep x HypD x HypE Komplex in Anwesenheit von ATP
und ["*C]-CP bei 25°C inkubiert und die Produkte wurden durch ND-PAGE und
Autoradiographie bestimmt. Abbildung 46 zeigt, dass die Markierung auf den HypC-Strep x
HypD Komplex iibertragen wird.
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% % Abbildung 46: Funktionalitdét von HypE im HypC x
5 % HypD x HypE-Komplex. Das HypF Protein wurde
A s ) zusammen mit dem eluierten HypC x HypD x HypE-
Komplex, ['“C]-CP und ATP inkubiert (Spur 2). Die
s Transcarbamoylierung, Dehydratisierung und die Uber-
| HypE - *CN tragung auf den HypC-Strep x HypD Teil des HypC-Strep x
Bes Ty HypD x HypE-Komplexes wurde durch Auftrennung der
P * Proteine im 10%-igen nicht-denaturierenden Gel und Auto-
| 4 HypCD radiographie gegeigt. Als Kontrolle diente der
Standardansatz von HypF und HypE (Spur 1). Die Signale
von HypE-CN und des HypC-Strep x HypD-Komplexes
(HypCD*) sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Da eine Markierung des HypC-Strep x HypD-Komplexes durch HypF in Abwesenheit von
HypE nicht moglich war (Daten nicht gezeigt), muss aktives HypE Protein im trimeren

Komplex vorliegen (Abb. 46).

5.11. HypC x HypD Komplex mit mutantem HypE
Wie unter 5.9. beschrieben, wurde bei der Klonierung des pT-hypDECStrep Plasmids ein
hypE Allel erzeugt (pT-hypDE[Mut]Cstrep), dessen kodierte HypE-Variante (im weiteren als
HypE[Mut] genannt) C-terminal mit den Aminosduren PRLCY statt PRIC endet. Da der C-
Terminus in HypE-Proteinen einiger Organismen als PRVC (in Archaea; zum Beispiel in
Methanocaldococcus jannaschii oder Methanosarcina mazei G61) oder PRLC (zum Beispiel
Bacillus anthracis oder B. cereus) vorliegt, sollte der Austausch [I335L] der HypE[Mut]-
Variante keinen Funktionsverlust bewirken. Das zusitzlich kodierte Tyrosin (Y337) nimmt
dem Cystein allerdings seine C-terminale Position. Sollte diese Variante noch aktiv sein, ist
die Carboxygruppe des Cysteins fiir dessen Akzeptorfunktion und die Dehydratisierung
unnotig.

Auch sollte mit Hilfe dieser Mutante untersucht werden, ob der Besitz des C-
terminalen Cysteins zur Komplexbildung von HypE mit HypC x HypD notwendig ist (Abb.
47).
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Abbildung 47: Koelution von HypE bzw.

HypE[Mut] mit HypC-Strep und HypD. Die > §
Transformanten =~ BL21(DE3)/pT-hypDE[Mut]Cstrep $ &

(Spur 2) und BL21(DE3)/pT-hypDECStrep (Spur 3)

wurden unter aeroben Bedingungen angezogen und die 116 —| ==

entsprechenden Rohextrakte einer Affinitdtschromato- 66 — | -

graphie unterworfen. Zusammen mit dem HypC-Strep-

Protein konnten HypD und die HypE [Mut]-Variante 45 — | -

(Spur 2) bzw. das HypE-WT Protein (Spur 3) koeluiert HvpD
werden. Die eluierten Proteine wurden in einem 10%- B - ”:: H%E / [Mut]
igen Gel durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit

Coomassie angefarbt. Die Proteine HypD und HypE 25— |-

bzw. HypE[Mut] sind durch Pfeile angezeigt. 1 2 3

Die Uberproduktion der HypE[Mut]-Variante im Stamm BL21(DE3)/pT-hypDE[Mut]CStrep
war vergleichbar mit der Uberproduktion des Wildtyp-HypE-Proteins in der Transformante
BL21(DE3)/ pT-hypDECStrep. Das Protein HypE[Mut] war stabil und konnte zusammen mit
HypC-Strep und HypD von der Strep-Tactin® Sepharose Séule eluiert werden (Abb. 47).

Versuche zur Transcarbamoylierung, Dehydratisierung und zum Cyanid-Transfer im
trimeren Komplex HypC-Strep x HypD x HypE[Mut] zeigten dagegen keine "*C-Markierung
(Daten nicht gezeigt). Wurde diesem Ansatz (HypF, ATP, ['*C]-CP und HypC-Strep x HypD
x HypE[Mut]) zusdtzlich Wildtyp-HypE zugegeben, erfolgte dessen Markierung und der
Transfer auf den vorhandenen HypC x HypD Komplex (Daten nicht gezeigt).

Es muss gefolgert werden, dass das HypE[Mut]-Protein die '*C-Carbamoylgruppe von HypF

nicht akzeptieren oder sie nicht zu CN dehydratisieren kann.

5.12.  Inhibition des Cyanid-Transfers

Wie bereits beschrieben, bedarf es zweier wichtiger Voraussetzungen, damit der '*C-Cyanid-
rest von HypE auf den HypC x HypD Komplex iibertragen werden kann: Der HypC x HypD
Komplex sollte erstens aus anaerob angezogenen Zellen stammen und zweitens frisch isoliert
sein. Diese Bedingungen deuteten darauf hin, dass der Redoxzustand des Eisen-Schwefel-
Clusters fiir die Ubertragung von Bedeutung ist. Um dieser Vermutung nachzugehen, wurde
das Cluster durch Zugabe von Ferricyanid (Kaliumhexacyanoferrat (III); Ks;[Fe(CN)g])
oxidiert (Abb. 48). Ferricyanid ist ein gingiges Oxidationsmittel fiir Eisen-Schwefel-Cluster
(Sridhar et al., 1998).
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Abbildung 48: Hemmung der *CN-Ubertragung von
HypE zum HypC x HypD Komplex durch
Kaliumhexacyanoferrat (111). Autoradiographie der
Proteine nach in vitro Markierung und Auftrennung
durch nicht-denaturierende PAGE. HypE, HypF, ATP
und [“C]-CP wurden inkubiert um HypE-*CN zu
erhalten. Parallel wurde der HypC x HypD x HypE
Komplex mit Kaliumhexacyanoferrat (III) (Spur 1) oder
als Kontrolle mit Kaliumhexacyanoferrat (II) (Spur 2)
inkubiert und anschlieBend mit HypE-*CN vereint. Die
markierten Proteine sind durch Pfeile gekennzeichnet.

«— HypE - *CN
4— HypCD*

Das Ergebnis zeigt, dass der '*C-Cyanidrest nicht von HypE auf den HypC x HypD Komplex
ibertragen werden kann, wenn dieser zuvor mit Kaliumhexacyanoferrat (III) behandelt wurde
(Abb. 48). Als Kontrolle sieht man in Spur 2, dass im Gegensatz hierzu, Kaliumhexacyano-
ferrat (II) keine Hemmung der Ubertragung verursacht.

Eine Umkehrung des Ferricyanid-Effekts durch Titration mit Ferrocyanid war nicht
moglich (Daten nicht gezeigt). Ob das Eisen-Schwefel-Cluster in HypD durch Ferricyanid
oxidiert, zum [3Fe-4S]-Cluster umgewandelt oder komplett zerstort wurde, ist noch offen und

bedarf weiterer Untersuchungen.

Eine Hemmung der Ubertragung der '*C-CN-Gruppe wurde auch durch sulfhyryl-
modifizierende Reagenzien, zum Beispiel DTNB, lodacetamid und lodessigsdure bewirkt.
Die meisten Versuche wurden mit DTNB durchgefiihrt. Hierzu wurden verschiedene
Bedingungen getestet: Zunédchst wurde die Transcarbamoylierung und Dehydratisierung
durch HypF und HypE mit ATP und ["*C]-CP durchgefiihrt. War zu diesem Zeitpunkt bereits
DTNB im Ansatz enthalten, kam es zu keiner 14C-Markierung, da in diesem Fall das C-
terminale Cystein von HypE blockiert wird. Wurde der HypC x HypD Komplex parallel mit
DTNB inkubiert und anschlieBend mit dem HypF/HypE-'*CN-Ansatz gemischt, wurde die
"“CN-Gruppe nicht iibertragen (Abb. 49A).
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Abbildung 49: Hemmung des *Cyanid-Transfers durch DTNB. Autoradiographie der
Proteine nach in vitro Markierung und Auftrennung durch nicht-denaturierende PAGE in 10%-
igen Gelen. HypE-'*CN wurde zunichst durch Inkubation der gereinigten HypF und HypE
Proteine plus ATP und ["*C]-CP hergestellt (A, Spur 1). Es folgte die Zugabe des eluierten
HypC-Strep x HypD (A, Spur 2) bzw. HypC-Strep x HypD x HypE Komplexes (B, Spur 1). In
den restlichen Spuren wurde der Komplex mit 10 mM DTNB vorinkubiert und anschlieSend
mit dem HypF/HypE-'*CN Ansatz vereint (A, Spur 3; und B, Spuren 2 bis 8). (B) In den
Ansitzen der Spuren 2 bis 8 war zusétzlich DTT in angegebener Konzentration enthalten. Die
Proteine HypE-CN und der HypC-Strep x HypD Komplex sind durch Pfeile markiert. Das mit
“1“ markierte '*C-Signal konnte auf einen HypCDE-CN Komplex hindeuten (siehe
Diskussion).

Wurde der HypC x HypD Komplex zuerst mit HypF/HypE-"*CN vereint und anschlieBend
mit DTNB behandelt, hatte dies keinen Einfluss auf die Markierung der HypC x HypD-Bande
(Daten nicht gezeigt).

Um festzustellen, ob die DTNB Markierung der Cysteine reversibel ist, wurde den
Ubertragungsansitzen DTT zugegeben (Abb. 49B). DTT sollte mit gebundenem und freiem
DTNB interagieren und die Proteine regenerieren. Wie man Abb. 49B entnehmen kann,
konnte tatsichlich die Ubertragung der "*CN-Gruppe auf den HypC x HypD Komplex wieder
stattfinden (Spur 2 bis 8). Ob und wenn ja welche notwendigen Cysteinen DTNB in HypD

oder HypC blockiert konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr analysiert werden.
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Die Untersuchung der Synthese von Metall enthaltenden Enzymen hat in den letzten Jahren
viele liberraschende Ergebnisse gebracht. Von den ,einfacheren” Metallkofaktoren, den
Eisen-Schwefel-Clustern, bis hin zu komplizierten Metalloenzymen wie der Nitrogenase, der
CO-Dehydrogenase, Acetyl-CoA Synthase oder der Urease bendtigen sie alle zur korrekten
Assemblierung in der Zelle Hilfs- oder Gertistproteine. Es ist also nicht verwunderlich, dass
auch die Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen einen komplizierten Prozess durchlduft. Die
beteiligten Hilfs- oder akzessorischen Proteine werden durch die hyp Gene kodiert (hypA-E
und hypF; Lutz et al., 1991; Maier et al., 1996). Zusitzlich werden die Genprodukte des nik
Operons bendtigt (Wu und Mandrand-Berthelot, 1986; Wu et al., 1991; Navarro et al., 1993),
um die hochaffine Nickelaufnahme zu gewihrleisten (Ubersichtsartikel: Eitinger und
Mandrand-Berthelot, 2000; Mulrooney und Hausinger, 2003). Die Expression des nik
Operons wird vom FNR Protein gesteuert (Wu und Mandrand-Berthelot, 1986) und ist
deshalb auf anaerobe Wachstumsbedingungen angewiesen. Liegt Nickel in hoher Konzen-
tration im Medium vor, wird die Expression des nik Operons unterdriickt (Wu und Mandrand-
Berthelot, 1986; Wu et al., 1989) und die Nickelaufnahme erfolgt unspezifisch iiber CorA, ein
Magnesiumaufnahmesystem (Park et al., 1976; Smith und Maguire, 1998). Neben dem hyp
und nik Operon bedarf es auch der Produkte des carAB Operons, das die Carbamoylphosphat
Synthetase (CPSase) kodiert (Barrett et al., 1984; Paschos et al., 2001). Uber Carbamoyl-
phosphat war zuvor bekannt, dass es nur fiir die Synthese von Arginin und Pyrimidinen not-
wendig ist. Die Regulation der Transkription und die allosterische Kontrolle der CPSase
(durch Ornithin, UMP, IMP) stellt einen komplexen Prozess dar. Es wurde kiirzlich gezeigt,
dass sogar Purine eine Repression der Expression des carAB Operons bewirken, um ein
Gleichgewicht an Pyrimidinen und Purinen in der Zelle zu gewéhrleisten (Devroede et al.,

2004).

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse liefern Informationen iiber die Funktion einiger
Hyp Proteine. Abbildung 50 zeigt ein gegeniiber dem in Abb. 7 dargestellten aktualisiertes
Reifungsschema, das die Daten dieser Arbeit beinhaltet. Anhand dieser Skizze sollen die

untersuchten Punkte beschrieben und diskutiert werden.
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Abbildung 50: Reifungsmodel der Hydrogenase 3 von E. coli im Jahr 2004. Die Ergebnisse
dieser Arbeit wurden in die Abbildung integriert. Folgende Teilreaktionen finden statt: I)
Transcarbamoylierung, 1I) Dehydratisierung, III) Cyanid-Ubertragung, IV) postulierte
Ubertragung des Eisen-Zentrums V) Nickeleinbau, VI) C-terminale Prozessierung. Erliuter-
ungen siehe Text. Der graue Kubus stellt das Eisen-Schwefel-Zentrum von HypD dar.

1. Das HypD Protein

Wie in Abbildung 50 dargestellt, besitzt das HypD Protein ein Eisen-Schwefel-Cluster, was
schon friither postuliert wurde, da gereinigtes HypD Protein braunlich erschien (Drapal, 1998),
und 3.8 (Jacobi, 1994) bzw. 3.3 (Drapal, 1998) Eisen pro HypD nachgewiesen wurden. Von
N. Drapal in Kooperation mit S. P. J. Albracht (Swammerdam Institut fiir Life Science in
Amsterdam) durchgefiihrte EPR Messungen an aerob gereinigtem HypD Protein ergaben
wenig Information (Drapal, 1998). Man fand nur Signale eines weit unterstochiometrisch
vorhandenen [3Fe-4S]-Clusters (ca. 1% der Proteinmenge). In der hier vorliegenden Arbeit
wurde die Art des Eisen-Schwefel-Clusters mit Hilfe von Madssbauer-Spektroskopie

bestimmt. Die erhaltenen Parameter des Spektrums waren typisch fiir [4Fe-4S]-Cluster. Da
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sich das Zentrum im Zustand 2+ befand und die zwei Spinsysteme antiparallel gekoppelt
waren, resultierte ein Gesamtspin von 0. Somit ist das Eisen-Schwefel-Cluster ,,EPR-silent*.
Dies erkldrte, warum keine Signale in den von B.F. Matzanke ebenfalls durchgefiihrten EPR-
Messungen an gereinigtem Strep-HypD entdeckt wurden und weshalb nur ein unterstochio-
metrisch vorhandenes [3Fe-4S]-Cluster von N. Drapal und S. P. J. Albracht gefunden wurde.

Auch im UV-VIS Spektrum von gereinigtem Strep-HypD deutet eine Absorptions-
schulter um 400 nm auf ein [4Fe-4S]*"-Cluster hin (Sweeney und Rabinowitz, 1980). Diese
Schulter lieB sich durch einen 500-fachen Uberschuss an Dithionit verringern, was auch von
A. Jacobi beschrieben (Jacobi, 1994), von N. Drapal jedoch nicht gezeigt werden konnte
(Drapal, 1998).

Der Versuch, das [4Fe-4S]*"-Cluster zu reduzieren, blieb auch in den EPR Proben von
B. F. Matzanke (personliche Mitteilung) und N. Drapal erfolglos (Drapal, 1998).

Ahnlich wie der Kofaktor in HypD erwies sich auch das Eisen-Schwefel-Cluster der
Endonuclease III als schwer reduzierbar. Hier war keine Reduktion mit Dithionit moglich;
durch Photoreduktion jedoch wurde das [4Fe-4S]*'- zu einem [4Fe-4S]""-Cluster reduziert
(Cunningham et al., 1989). Man postulierte, dass diese Reduktion in vivo keine Rolle spielt,

da ein Reduktionspotential von weniger als — 600 mV fiir das [4Fe-4S]*""

Redoxpaar
bestimmt wurde. Dem FeS-Cluster der Endonuclease III wurde demgemiB eine rein
strukturgebende Funktion zugeschrieben (Fu et al., 1992).

Auch das Verhalten des Eisen-Schwefel-Clusters des FNR Proteins dhnelt demjenigen
des HypD-Proteins: Nach der Rekonstitution des Proteins unter anaeroben Bedingungen
wurden zwei [4Fe-4S]-Cluster pro Dimer nachgewiesen. Das Eisen-Schwefel-Cluster befand
sich ebenfalls im Zustand 2+ und war somit ,,EPR-silent”. Vergleichbar zu den Ergebnissen
dieser Arbeit konnten trotz der Verringerung der Eisen-Schwefel-Schulter im UV-VIS durch
100-fachen Dithionit-Uberschusses, keine Signale im EPR detektiert werden. Aufgrund der
Schwierigkeiten bei der Reduktion in ein paramagnetisches [4Fe-4S]"-Cluster wurde ein
tiefes Reduktionspotential postuliert, das in vivo unwahrscheinlich ist (Green et al., 1996).

Sehr @hnlich zum HypD Protein verhielt sich weiterhin das Ni-Ni-[4Fe-4S]-Cluster
(A-Cluster) der Acetyl-CoA Synthase von C. hydrogenoformans (Svetlitchnyi et al., 2004).
So wies das UV-VIS Spektrum eine Absorptionsschulter zwischen 350 und 550 nm auf,
woraus auf ein [4Fe-4S]*"-Cluster geschlossen wurde. Die Behandlung mit einem 400-fachen
Uberschuss an Dithionit lieB diese Eisen-Schwefel Schulter, vergleichbar zu den HypD-
Spektren, abnehmen (Svetlitchnyi et al., 2004). Auch diec EPR Spektren waren dhnlich: sie
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zeigten Signale bei g = 4.3 und g = 2.03, 2.02 und 1.99. Diese Signale wurden Fe’* und einem
oxidierten [3Fe-4S]-Cluster als Zerfallsprodukt des [4Fe-4S]-Cluster zugeschrieben
(Svetlitchnyi et al., 2004). Auch nach Reduktion mit Dithionit war die Acetyl-CoA Synthase
zwischen 10 und 130 K ,,EPR-silent”; daraus wurde von der Gruppe um O. Meyer
geschlossen, dass eine mogliche Spininteraktion zwischen dem reduzierten, paramagnetischen
[4Fe-4S]'"-Cluster und Ni'" besteht (Svetlitchnyi et al., 2004). Die fiir HypD gemessenen
EPR-Signale waren g = 4.3 und g = 2.02, wobei das zweite Signal durch Anheben der
Temperatur genauer untersucht wurde und in g-Werten von 1.982, 1.998 und 2.026 resultierte.
Die Signale wurden ebenfalls unspezifisch gebundenem Fe(Ill) und einem zu 1%
vorliegendem [3Fe-4S]-Cluster zugeordnet (Drapal, 1998 in Kooperation mit S. P. J.
Albracht). Das isolierte Strep-HypD Protein zeigte die gleichen EPR-Komponenten bei g = 2
und bei g = 4.3 (ubiquitdres "rhombisches" Eisen; B. F. Matzanke, personliche Mitteilung).
Nach Reduktion des EPR-stillen [4Fe-4S]*"-Clusters mit Dithionit war ebenfalls kein EPR-
Signal detektierbar. Ist HypD somit eine Art Acetyl-CoA Synthase, die fiir die CO-Synthese
notwendig ist?

Durch Aminosédureaustausch der konservierten Reste in HypD wurde festgestellt, dass
die Cysteine im C-terminalen Motiv Cx;,Cx¢Cx16C wichtig fiir die Stabilitidt des Proteins
sind. Sowohl die komplette Deletion des C-Terminus als auch der Austausch von je einem
dieser Cysteine bewirkten eine betrdchtliche Instabilitdt des HypD Proteins. Diese Resultate
unterstiitzen die Hypothese, dass Cys323, Cys336, Cys343 und Cys360 die Liganden des
FeS-Clusters darstellen. Die HypD-Varianten mit Aminosdureaustauschen im GFETT Motiv
waren alle aktiv, wenn auch in reduziertem MafBle (besonders Gly 146). Somit kann die
Beteiligung dieser Reste an einem katalytisch ablaufenden Prozess ausgeschlossen werden.
Nahezu so aktiv wie das Wildtyp-HypD Protein waren die Prolin-Varianten P70A und P75A,
sowie das Protein mit der Substitution V71A im GPGCPVC Motiv.

Zum potentiellen Metallbindemotiv CGxHxH ist zu sagen, dass das Histidin (His 44)
kaum notwendig war, auch wenn dessen Austausch die Proteinmenge leicht reduzierte.
Cystein 41 hingegen erschien essentiell, da ein Austausch das Protein inaktiv und die
Interaktion mit HypC unmdglich machte. Strep-HypD[C41A] enthielt jedoch noch das Eisen-
Schwefel-Zentrum, was durch die Farbe des Proteins, Eisen- und Schwefelbestimmungen und
ein zum Wildtyp-HypD identischem UV-VIS-Spektrum gezeigt wurde. Es stellt somit einen
Kandidaten fiir die Interaktion mit HypC dar. Auch eine Beteiligung am Cyanid-Transfer von

HypE ist denkbar.
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Das letzte und eventuell wichtigste Motiv in HypD stellt das ,,Glutaredoxin“-Motiv
GPGCPVC dar. Durch ortsspezifische Mutagenese wurde gezeigt, dass beide Cysteine essen-
tiell sind. Selbst der Austausch von Cystein 69 zu Serin hinterlie keine Restaktivitit. Die
Strep-HypD-Varianten [C69A/S] und [C72A] waren aufgrund der geringen Uberproduktion
und hohen Unlgslichkeit schwierig zu reinigen. Dennoch wurde Eisen in der [C72A]-Variante
nachgewiesen. Obwohl nur 2.9 Eisen pro Strep-HypD[C72A] gefunden wurden, weist das
Verhiltnis zu sdurelabilen Schwefel (2.7 £ 0,9) auch hier auf ein [4Fe-4S]-Cluster hin. Bei
Westernblotanalysen zur Detektion des HypC x HypD Komplexes verhielt sich die HypD
[C72A]-Variante ungewohnlich: Zwar konnte eine Interaktion mit HypC nicht eindeutig be-
jaht werden, das Laufverhalten von HypC im nicht-denaturierenden Gel erschien jedoch
verandert. Die zusitzliche HypC Bande lief auf Hohe des HypC x HycE Komplexes und
wurde deswegen nicht ndher beachtet (Daten nicht gezeigt).

Interessanterweise wurde nach der Reinigung von Strep-HypD[C72A] durch
Affinitdtschromatographie und Gelfiltration ein zusétzliches Protein eluiert (ca. 70-80 kDa).
In Westernblotanalysen reagierte es mit a-HypD Antiserum, weshalb es sich vermutlich um
einen HypD x ,ProteinX“ Komplex handelte (Daten nicht gezeigt). Besonders stabil war
dieser Komplex im SDS-Gel in Abwesenheit von DTT und 2-ME. Dass ein Aminosdure-
austausch, der das ,,Dithiol“- (GPGCPVC) in ein ,,Monothiol“- Motiv umwandelt (wie
C72A) zu einem inaktiven Protein fiihrt, das noch ein Disulfid mit seinem Reaktionspartner
eingehen aber nicht mehr auflésen kann, ist vielfach fiir Proteine die mit Thioredoxin oder
Glutaredoxin reagieren gezeigt worden (Ubersichtsartikel: Carmel-Harel und Storz, 2000).
Leider war bisher keine Untersuchung des Proteinpartners moglich. Durch Western-
blotanalysen konnte jedoch ausgeschlossen werden, dass es sich um disulfidisch-verkniipftes
HypC, HypE oder HypF handelt.

Somit wire fiir HypD auch eine zweifache Funktion denkbar: Elektroneniibertragung
durch das Eisen-Schwefel-Cluster und Reduktion von Disulfidbriicken eines potentiellen
Reaktionspartners durch Bildung einer internen Disulfidbriicke aus Cystein 69 und 72. Diese
Kombination wurde auch fiir die Ferredoxin:Thioredoxin Reduktase (FTR) in Chloroplasten
von Synechocystis sp. PCC6803 beschrieben (Dai et al., 2000). Sie katalysiert die Reduktion
des Disulfids der Thioredoxine durch zwei Elektronen, die von Ferredoxin geliefert werden.
Daran beteiligt ist ein [4Fe-4S]-Cluster und ein benachbartes aktives Zentrum aus zwei
Cysteinen (Dai et al., 2000). Durch ortsspezifische Mutagenese dieser Cysteine wurde
gezeigt, dass FTR gleichzeitig Kontakt zu Ferredoxin und Thioredoxin eingeht (Glauser et al.,

2004).
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Zusammenfassend kann {liber das HypD Protein gesagt werden, dass es ein schwer
reduzierbares [4Fe-4S]-Cluster im Zustand 2+ besitzt. Die Funktion dieses Cluster ist unklar.
Hierzu wiren weitere Untersuchungen notwendig: Ist das Cluster durch Ti-(III)-Citrat oder
Photoreduktion reduzierbar? Zerfillt es durch Oxidation oder wird es in ein [3Fe-4S]-Cluster
umgewandelt? Wird es, wie postuliert, durch vier Cysteine ligandiert, oder ist eine Ecke des
Kubus ,,frei* (vgl. Aconitase; Beinert et al., 1996)? Gehen die konservierten Cysteine 69 und
72 Disulfidbriicken mit anderen Proteinen ein oder ligandieren sie eventuell weitere Metalle
wie das Di-Nickel-Zentrum der Acetyl-CoA Synthase? Die meisten dieser Fragen konnen nur
durch EPR, FTIR, Madssbauer-Spektroskopie oder Kristallisation des HypD Proteins
beantwortet werden, was derzeit von Noemi Fukuhara aus der Gruppe von J.-C. Fontecilla-
Camps in Grenoble versucht wird. Dass das Eisen-Schwefel-Cluster jedoch nicht nur
strukturgebende Funktion besitzt, kann aus den Versuchen zum Cyanid-Transfer geschlossen

werden (siehe unten).

2. Ein Gerustkomplex zur Ligandensynthese

Im vorgschlagenen Reifungsablauf der [NiFe]-Hydrogenasen (Abb. 50) werden zunichst die
Liganden des aktiven Zentrums, CO und CN, synthetisiert. Dies geschieht unabhingig von
der Vorlauferform der groBen Hydrogenase-Untereinheit (pre-HycE) und wird vermutlich
durch die Proteine HypC, HypD, HypE und HypF katalysiert. Fiir die Synthese des Cyanids
(Schritt I und II in Abb 50) wurde dies bereits durch Reissmann et al. gezeigt (2003), fiir die
Synthese von CO ist es rein spekulativ. Dass HypC, HypD, HypE und HypF eine Art
Synthesekomplex bilden, ist nicht bewiesen, jedoch schlagen es Ergebnisse dieser Arbeit vor.
So wurde gezeigt, dass HypE und HypF fiir die in vivo Komplexbildung zwischen HypC und
HypD unter anaeroben Bedingungen notwendig sind. Zusétzlich wurde nicht nur die Existenz
des HypC x HypD Komplexes bewiesen, sondern auch ein Komplex zwischen HypC, HypD
und HypE isoliert. Die HypC x HypD x HypE Komplexbildung wurde durch Koiiber-
expression des hypF Gens verstirkt. Ob dieser Effekt das HypF Protein per se betrifft ist
bisher unklar; das HypF Protein selbst konnte durch Affinititschromatographie nicht koeluiert
werden. Dass trotzdem eine Interaktion stattfinden muss, konnte durch Transcarbamoylierung
und Dehydratisierung von HypE im HypC x HypD x HypE Komplex gezeigt werden. Das mit
HypC und HypD koeluierte HypE Protein besal noch die Carbamoylgruppen-Akzeptor-
funktion und dehydratisierte die CONH,-Gruppe zur Cyanidgruppe. In Koelutions-

experimenten von Strep-HypF und HypE aus Rohextrakten liberproduzierender Zellen konnte
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S. Reissmann zeigen, dass beide Proteine schwach interagieren. In vivo konnte kein HypE x
HypF Komplex nachgewiesen werden, obwohl diese Interaktion in H. pylori durch ein Zwei-
Hybrid-System postuliert wurde (Rain et al., 2001). In der hier vorliegenden Arbeit wurde die
HypE x HypF Komplexbildung mit gereinigten Proteinen weiter untersucht. Dies geschah
tiberwiegend durch Westernblotanalysen nach nicht-denaturierender Gelelektrophorese
(Daten nicht gezeigt). Hierbei konnte zwar eine Verschiebung der HypE-Wanderung durch
HypF gezeigt werden, da die Proteine allerdings meist als ,,Proteinschmier” und nicht als
scharfe Banden liefen, war dies kein absoluter Beweis. Aus diesem Grund wurde das
Zusammenspiel von HypE und HypF durch 14C-Markierung gezeigt (Abb. 35): Liegen HypE
und HypF anndhernd im Verhiltnis 1:1 vor, wird markiertes HypE-CN deutlich im Gel
»geshiftet”. Ist HypF unterstochiometrisch vorhanden, lduft HypE-CN als freies Protein.
Somit kann eine Interaktion von HypF + HypE und folglich auch mit dem HypC x HypD x
HypE Komplex als sicher angenommen werden.

Stellt somit der HypC x HypD x HypE (x HypF) Komplex tatsachlich eine Art Gertist-
komplex fiir die Synthese des Eisenzentrums (Fe mit zwei CN und einem CO Liganden) dar?
Ein Vergleich mit anderen Systemen zeigt, dass dies durchaus vorstellbar ist. So wird zum
Beispiel der Eisen-Molybdin-Kofaktor der Nitrogenase an einem Proteinkomplex aus NifE
und NifN synthetisiert, bevor er in das Molybdidn-Eisen Protein (NifDK) eingebaut wird
(Brigle et al., 1987; Dean et al., 1993). Die Ubertragung des Kofaktors von NifEN zu NifDK
wird vermutlich von NifY durchgefiihrt (Schmid et al., 2001; siche unten). Ein weiteres
Beispiel stellt die Synthese von Eisen-Schwefel-Clustern dar, wie schon in der Einleitung
beschrieben. Hier dient NifU/IscU als Geriistprotein, an dem das Cluster vorsynthetisiert
wird. Dieses ,,transiente* Cluster wird dann auf den Akzeptor, im Fall von NifU das Eisen-

Protein der Nitrogenase, iibertragen. Die genaue Ubertragung ist bisher unbekannt.

3. Der Cyanidtransfer

Die Ubertragung der Cyanidgruppe vom HypE Protein auf den HypC x HypD Anteil des
trimeren Komplexes aus HypC, HypD und HypE ist im Schritt III der Abbildung 50
dargestellt. Doch was spricht dafiir, dass dieser Schritt tatséchlich stattfindet und dass nicht
ein direkter Transfer des Cyanids vom HypE Protein auf den Vorlidufer der groBlen
Hydrogenaseuntereinheit (pre-HycE) erfolgt?

Hierzu bedarf es zunichst der Analyse des HypC x HypD Komplexes. Die Verkniipfung
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zwischen HypC und HypD konnte nicht eindeutig gekliart werden. Obwohl gezeigt wurde,
dass das N-terminale Cystein von HypC fiir die Komplexbildung notwendig ist und auch
Austausche von Cysteinen im HypD Protein die Komplexbildung verhindern (zum Beispiel
Cys41l, Cys69 und eventuell Cys72), handelt es sich wahrscheinlich nicht um einen

disulfidisch verkniipften Komplex. Die Griinde fiir diese Annahme sind:

- Der HypC x HypD Komplex konnte durch Cystein-spezifische ,,Crosslinker” vernetzt
werden.

- Die in vitro Komplexbildung konnte in Anwesenheit von DTT durchgefiihrt werden.

- Bei der Analyse des HypC x HypD Komplexes wurde von E. Hochleitner festgestellt,

dass der N-Terminus von HypC modifiziert vorliegt.

Dennoch wird angenommen, dass der N-Terminus von HypC (wenn auch nicht disulfidisch)
mit HypD interagiert, da nach der Quervernetzung von HypC und HypD kein N-terminales
HypC-Fragment nach Lys-C Behandlung detektiert werden konnte. Dies ldsst sich nur
dadurch erkldren, dass das N-terminale Lysin (Lys 17) von HypC mit dem HypD Protein
verkniipft und durch Lys-C nicht mehr gespalten wurde. Ein Gegenstiick im HypD Protein
konnte nicht identifiziert werden, da die Peptide nach Lys-C Spaltung zu grof3 waren.

Dass der HypC x HypD Komplex iiber das Eisen-Schwefel-Cluster verbunden ist,
kann ebenfalls ausgeschlossen werden. Die Griinde hierfiir sind, dass das Eisen-Schwefel-
Cluster auch ohne HypC in Strep-HypD nachweisbar war. Mdoglich ist jedoch, dass ein
zusitzliches Eisen zwischen HypC und HypD gebunden wird. Dieses Eisen kdnnte von
Cystein- und Histidin-Resten beider Proteine koordiniert werden. Eine Beteiligung des
Histidins 51 von HypC wire hierbei denkbar. Es gibt somit also bisher keinen Beweis iiber
die genaue Verkniipfung von HypC und HypD. Der Befund, dass zwei HypC-Molekiile mit
einem HypD interagieren, erschwert es zusitzlich einen Vorschlag fiir die Art der
Verkniipfung vorzulegen.

Der HypC x HypD Komplex reichert sich speziell in Carbamoylphosphat defizienten
Zellen an. Da HypF Carbamoylphosphat bindet und die Carbamoylgruppe auf HypE
ibertrdgt, wurde vermutet, dass es in den Stimmen DHP-E (AhypE) und DHP-F (AhypF)
ebenfalls zur Anhdufung des HypC x HypD Komplexes kommt. Dies war jedoch nicht der
Fall; im Gegenteil, in dieser Arbeit wurde gezeigt, dass HypE und HypF fiir die HypC x
HypD Komplexbildung in vivo notwendig sind. Dass der HypC x HypD Komplex trotzdem
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ein Zwischenprodukt der CP-abhdngigen Hydrogenasereifung ist, wurde durch dessen
Auflésung nach Citrullin-Zugabe als alternative CP-Quelle gezeigt.

In in vitro Studien konnte in Abwesenheit von HypE der angereicherte HypC x HypD
Komplex nicht mit ['*C]-CP mit oder ohne HypF markiert werden (Daten nicht gezeigt).
Hieraus wurde gefolgert, dass zunidchst HypF und HypE mit CP reagieren und dass deren
Produkt auf den HypC x HypD Komplex {ibertragen wird. Diese Behauptung wurde durch in
vivo Versuche unterstiitzt: erfolgte die Zufiitterung von Citrullin als CP-Lieferant in
Abwesenheit der groBBen Hydrogenase-Untereinheit HycE, wurde der HypC x HypD Komplex
nicht aufgeldst; es entstand eine zweite, vermutlich durch das CP-Produkt (heute als CN
bekannt; Reissmann et al., 2003) modifizierte Form. In einem carAB" hycE~ Stamm (HD705)
wurde ausschlieBlich diese Form des HypC x HypD Komplexes detektiert. Ubernimmt somit
der HypC x HypD Komplex tatsdchlich die Cyanidgruppe vom HypE Protein?

Die Antwort hierauf ist ja, wie in dieser Arbeit durch in vitro Experimente mit ['*C]-
CP gezeigt wurde: Nach der Transcarbamoylierung und Dehydratisierung konnte die am
HypE-Protein detektierte und dort als HypE-'"*CN vorliegende '*C-Markierung auf den HypC
x HypD Komplex iibertragen werden. Der Transfer war allerdings von der Priparation des
Komplexes abhingig: Die Uberproduktion musste unter anaeroben Bedingungen erfolgt sein
und der Komplex durfte nicht gelagert werden. Obwohl der HypC x HypD Komplex aus
aerob angezogenen Zellen ebenfalls das Eisen-Schwefel-Cluster enthielt (was anhand der
gelben Farbe der Proteinlosung und durch Mossbauerspektren von aerobem Strep-HypD
gezeigt wurde) war kein Transfer moglich. Zusammen mit Ergebnissen aus
Westernblotanalysen (Daten nicht gezeigt) wurde das in Abbildung 51 dargestellte
Arbeitsmodel erstellt.

Wie in der Abbildung dargestellt, wird die obere '*C-Bande (II) in den
Autoradiogrammen vermutlich durch eine Verschiebung von HypE-*CN (I) durch Interaktion
mit dem HypC x HypD Komplex bewirkt. Dafiir spricht, dass diese Bande auch detektiert
werden kann, wenn der HypC x HypD Komplex aus aeroben Zellen isoliert wurde, wobei
keine Ubertragung auf HypC x HypD stattfindet (Daten nicht gezeigt). Genauso verhilt es
sich bei Zugabe von DTNB-vorinkubiertem HypC x HypD Komplex: Das HypE-*CN wird
teilweise ,,geshiftet*, jedoch kann die '*Cyanidgruppe nicht iibertragen werden (Abb. 49).
Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass das Signal durch Zugabe von gerinigtem HypE-Protein

zunimmt, was in Abwesenheit des HypC x HypD Komplex nicht moglich war. Erst im
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ndchsten Schritt erfolgt der komplexinterne Transfer der Cyanidgruppe auf den HypC x
HypD Part (Abb. 50/51 III).

4 | 4—HypCDE - *CN

HypE - *CN
| & H5En

*CN *CN

Abbildung 51: Autoradiographie und Model des HypCDE-*CN Komplexes. (A) Ausschnitt
aus Abb. 49. und Bezeichnung der Signale als I) HypE-*CN, II) HypCDE-*CN und III)
HypCD#* zur Erklirung von B. (B) Model der Reaktion. '*C-markiertes HypE-*CN (I) reagiert
mit dem HypC x HypD Komplex, was einen ,,shift* des '*C-Signals bewirkt (II). Es wird
angenommen, dass in dieser Form das '*CN noch am C-terminalen Cystein von HypE hingt.
Nach interner Ubertragung von "“CN auf HypCD, dissoziiert HypE mit freiem Cystein oder als
disulfdisch-verkniipftes Dimer ab und hinterldsst den markierten HypC x HypD Komplex (III).
Dass die iibertragenen Cyanidreste am Eisen-Schwefel-Cluster von HypD im Komplex binden
(I1I), ist rein spekulativ.

Es wurde gezeigt, dass die Cyanidgruppe nicht mehr iibertragen wird, wenn der HypC x
HypD Komplex mit Ferricyanid (Hexacyanoferrat (II1); Ey’ II/III = +360mV; Unden et al.,
1990) vorinkubiert wurde. Bei der Oxidation des [4Fe-4S]*"-Clusters der Endonuclease III
durch Ferricyanid wurde der Verlust eines Eisen Atoms zum [3Fe-4S]'"-Cluster bewirkt
(Cunningham et al., 1989), genau wie bei der Oxidation des Ferredoxin I von A. vinelandii
(Sridhar et al., 1998). Dagegen bewirkte die Oxidation von FNR mit Ferricyanid einen
kompletten Zerfall des Clusters, bei dem Fe (III) freigesetzt wurde (Jordan et al., 1997). In
dem hier durchgefiihrtem Experiment konnte nicht unterschieden werden, ob durch Zugabe
von Ferricyanid die Umwandlung zum [3Fe-4S]""-Cluster oder ein kompletter Zerfall des
Eisen-Schwefel Zentrums erfolgte. Dennoch zeigt der Versuch, dass die Anwesenheit des

reduzierten [4Fe-4S]-Clusters fiir die Ubertragung notwendig ist.

-117-



DISKUSSION

Der Transfer der '*CN-Gruppe auf die einzelnen Bestandteile des Komplexes, sprich
auf die gereinigten Proteine HypC oder Strep-HypD war nicht moglich. Auch das spricht
dafiir, dass die Ubertragung auf den HypC x HypD Komplex katalytisch und nicht rein
chemisch ablduft. Jedoch, an welche Gruppe des HypC x HypD Komplexes wird das Cyanid
gebunden? Kann das detektierte '*C-Signal nach der Ubertragung noch *Cyanid zugewiesen
werden, oder wurde es zu '*CO umgewandelt?

Diese Fragen konnen noch nicht beantwortet werden und lassen somit Freiraum fiir
Spekulationen. Nach Ubertragung des '*Cyanids auf den HypC x HypD Komplex wird das
14C-Signal im Gel stets nur auf Hohe der Komplexform detektiert, und nie auf Hohe der freien
Proteine HypC und HypD, die unter anderem durch Zerfall des Komplexes entstehen. Nach
Auftrennung in denaturierenden SDS-Gelen nach Laemmli (1970) war keine 14C-Markierung
mehr vorhanden. Diese Stabilititsdaten des markierten Komplexes weisen darauf hin, dass
keine Protein-Thiocyanat Bindung am HypC x HypD Komplex vorliegt, wie es beim HypE
Protein der Fall ist. Die Vorstellung, dass der Komplex somit das Geriist fiir die Synthese des
Fe(CN),CO-Zentrums darstellt und das Cyanid von HypE direkt auf das Eisen im HypC x
HypD Komplex iibertragen wird (Eisen des FeS-Clusters oder zusédtzlich enthaltenes Fe), ist
somit naheliegend. Dieser Teil des aktiven Zentrums wird anschlieBend zur grofBen

Untereinheit der Hydrogenase libergeben (Abb. 50 IV).

4. Die Ubertragung des Eisenzentrums durch HypC

Wie in Abbildung 50 Schritt IV gezeigt, wird eine Ubertragung des ligandierten Eisens durch
HypC postuliert. Welche Tatsachen weisen darauf hin? Dass das HypC Protein mit dem
Vorldufer der groBen Untereinheit der Hydrogenase interagiert, ist schon seit lingerem
bekannt (Drapal und Bock, 1998; Magalon und Bock, 2000a). Dass HypC auch mit dem
HypD Protein interagiert, wurde im Laufe dieser Arbeit herausgefunden (Blokesch und Bock,
2002a). Wurde Citrullin als alternative Quelle fiir CP in vivo zugegeben, verschwand der
HypC x HypD Komplex. In einem nik, carAB defizienten Stamm akkumulierte sich der HypC
x HypD Komplex ebenfalls, wobei HypC nach Citrullin-Zugabe im HypC x preHycE
Komplex wiedergefunden wurde (Blokesch und Bock, 2002a). Somit ist eine Transfer-
funktion von HypC naheliegend. Ahnliches wurde fiir das NifY/NafY Protein in der Nitro-
genase-Reifung beschrieben. NifY (ca. 20 kDa) von Klebsiella pneumoniae wurde zusammen

mit der Apodinitrogenase (NifDK) gereinigt (White et al., 1992). Bei in vitro Reifung der
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Aponitrogenase durch Zugabe des FeMo-Kofaktors dissoziierte NifY (Homer et al., 1993), in
Ubereinstimmung mit dem Befund, dass NifY kein Bestandteil der reifen Nitrogenase
darstellt (White et al., 1992). Man nahm an, dass NifY die Aponitrogenase in einer
Konformation hilt, die den Einbau des FeMo-Kofaktors erlaubt (Homer et al., 1993). Die
Charakterisierung des homologen Proteins von A. vinelandii, NafY oder y Protein (Homer et
al., 1995) ergab, dass es drei Formen dieses Proteins gibt, die durch nicht-denaturierende
(native) Gelelektrophorese und Westernblotanalysen identifiziert wurden: Eine mit der Apo-
nitrogenase assoziierte Form, die durch Zugabe des FeMo-Kofaktors dissoziierte (vgl. NifY
von K. pneumoniae), eine ,,freie”, dimere Form des y Proteins und eine dritte Form, die den
FeMo-Kofaktor bindet (Homer et al., 1995). Das y Protein wurde dadurch als Chaperon-
Insertase beschrieben, die die Insertion des FeMo-Kofaktors in die Aponitrogenase verein-
facht und anschlieend abdissoziiert. Dieser Schlufl wurde auch von Rubio et al. gezogen,
nachdem das y Protein (hier als NafY bezeichnet) gereinigt wurde (2004). Es wurde gezeigt,
dass NafY den FeMo-Kofaktor mit sehr hoher Affinitit bindet (K4 = 60 nM) und dass von den
konservierten Histidin- und Cysteinresten nur Histidin 121 an der Bindung des Kofaktors
beteiligt ist (Rubio et al., 2004). Eine dhnliche Funktion wire fiir HypC denkbar: zunéchst
bindet es an HypD bzw. HypD und HypE und {ibernimmt dort das Eisen mit den diatomaren
Liganden [Fe(CN),CO], das es zum Vorldufer der groBen Untereinheit der Hydrogenase 3
(pre-HycE) transportiert. Dort dient es als chaperonartiges Protein indem es pre-HycE in einer
Konformation hilt, die den Nickel-Einbau erlaubt (Drapal und Bock, 1998; Magalon und

Bock, 2000a) und dissoziiert ab bevor die Endoprotease den C-Terminus prozessiert.

5. Der Nickeleinbau

Der Vorldufer der Hydrogenase 3 ist in allen hyp Stimmen frei von Nickel (Jacobi et al.,
1992; Maier et al., 1993; Jacobi, 1994; Hube et al., 2002). Durch in vitro Reifungsstudien
konnte gezeigt werden, dass der Nickeleinbau (Abb. 50 V) erst nach dem Eiseneinbau erfolgt
(Rossmann et al., 1994; Maier und Bock, 1996a). Als direkt beteiligtes Protein fiir den
Nickeleinbau wurde das HypB Protein vorgeschlagen (Maier et al., 1993; Maier et al., 1995).
Dafiir spricht auch, dass die Hydrogenasen im DHP-B (AhypB) Stamm mit hohen externen
Nickelkonzentrationen teilweise gereift werden (Waugh und Boxer, 1986). Zusétzlich wurde
eine direkte Nickelbindung durch das HypB Protein von B. japonicum und R. leguminosarum
gezeigt (Rey et al., 1994; Fu et al., 1995; Olson und Maier, 2000). Dagegen fand keine
Nickelbindung der HypB Proteine von H. pylori und E. coli statt (Maier, 1997; Mehta et al.,
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2003). Neueste Erkenntnisse gehen davon aus, dass nicht HypB Nickel bindet, sondern HypA
bzw. das homologe Protein in der E. coli Hydrogenasse 1 und 2-Reifung, HybF (Hube et al.,
2002; Mehta et al., 2003). Um dies zu beweisen, wurden auch im Laufe dieser Arbeit
Versuche mit HybF durchgefiihrt. So war eine partielle Kompensation mit externem Nickel
nicht nur im DPABF (HypA AhybF) Stamm moglich (Hube et al., 2002), sondern auch in
der ,,Nickel-Insertions-Mutante* (NIM; HypA AhybF AhypB; Blokesch et al., 2004b). Durch
in vitro Versuche wurde demonstriert, dass der Nickeleinbau auch ohne HypA/HybF und
HypB stattfinden kann. Es wird angenommen, dass diese Proteine in vivo den Nickeleinbau
vereinfachen und die Zelle vor den toxischen Effekten des Nickels schiitzen. Diese
Funktionen iibernehmen auch die sogenannten Metallochaperone. Die wohl am besten
untersuchten sind hierbei die Kupfer-Chaperone (O'Halloran und Culotta, 2000). Deren
Notwendigkeit wurde an Hefe gezeigt, wo die Menge an freiem Kupfer im Cytoplasma
bestimmt wurde und 10"® M betrug (Rae et al., 1999). Das entsprach weniger als einem
Kupferatom pro Zelle, wodurch eine spontane Einverleibung von Kupfer durch die Superoxid
Dismutase ausgeschlossen wurde (Rae et al., 1999). Geht man auch in anderen Organismen
von diesem ,,no free metal* Prinzip aus, miissen auch fiir den Nickeleinbau Metallochaperone
gefordert werden.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte die Nickelbindung durch HybF aus E. coli
gezeigt werden. Hierfiir ist primér das Histidin an Position 2 der Aminosdurekette notwendig,
wohingegen die konservierten Cysteine das Zink binden. Dieses Zink scheint strukturell von
Bedeutung zu sein. Das stimmt mit der Aussage von Vallee und Auld iiberein: demnach ist
Zink, das von vier Liganden koordiniert wird, eher strukturgebend, wohingegen Zink in
katalytischen Zentren nur von drei Proteinliganden gebunden wird (Vallee und Auld, 1992).
Die HybF-Strep[H2Q]-Variante zeigte entgegen der HypA[H2A]-Mutante aus H. pylori noch
eine Restaffinitit zu Nickel, was zu den chemischen Eigenschaften der Aminosiure-Seiten-
ketten passt. So wurde auch beim Austausch des konservierten Histidins 90 zu Glutamin der
Protease Hycl, die inkorporiertes Nickel in der groBen Hydrogenase-Untereinheit erkennt,
noch eine Restaktivitdt beobachtet (Theodoratou et al., 2000a).

Es konnte gezeigt werden, dass HybF und somit auch das homologe Protein HypA
Nickel binden. Das aufgestellte Modell in Abbildung 50 zeigt im Schritt V, dass HypA und
HypB am Nickeleinbau beteiligt sind. Entgegen den Quervernetzungsversuchen von Mehta et
al. (2003) konnte im Laufe dieser Arbeit keine direkte Interaktion zwischen HypA/HybF und

HypB gezeigt werden. Dies wurde durch Quervernetzungsversuche mit gereinigten Proteinen,
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mit Hilfe des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems, durch Koelutionsversuche und nicht-denatu-
rierende PAGE untersucht (Daten nicht gezeigt). Es muss jedoch zumindest von einer
funktionellen Interaktion ausgegangen werden.

HypA und HypB iibernechmen in H. pylori eine Doppelrolle: sie sind sowohl fiir die
Reifung der Hydrogenase als auch der Urease notwendig (Olson et al., 2001). Auch bei der
Reifung von anderen Nickelenzymen sind mindestens zwei Proteine am Nickeleinbau
beteiligt: UreE & UreG bei der Urease (Lee et al., 1993; Mobley et al., 1995; Moncrief und
Hausinger, 1997) und CooJ & CooC bei der CO-Dehydrogenase (Kerby et al., 1997; Jeon et
al., 2001). Auch fiir die Reifung der Acetyl-CoA Synthase aus Clostridium thermoaceticum
wurde ein CooC-homologes Protein gefunden, AcsF, das als Nickel-Insertase bezeichnet
wurde (Loke und Lindahl, 2003). Das UreG Protein aus K. aerogenes wies 25 % Identitét zu
dem HypB Protein aus E. coli auf (Wu, 1992), und vergleichbar der DHP-B Kompensation
durch Nickel in vivo war dies auch im P. mirabilis ureE Deletionsstamm mdoglich
(Sriwanthana et al., 1994). Zusitzlich wurden chaperonartige Proteine beschrieben, die den
Vorldufer in einer offenen Konformation halten, vergleichbar der postulierten Rolle von
HypC in der Hydrogenase-Reifung (Drapal und Bock, 1998; Magalon und Bdéck, 2000a):
UreD fiir die Urease (Park et al., 1994) und CooT fiir die CO-Dehydrogenase (Kerby et al.,
1997).

Nach dem Nickeleinbau in den Vorldufer der groBen Untereinheit von Hydrogenase 3
dissoziiert HypC ab (Magalon und Bock, 2000b), bevor die Protease Hycl bindet und die C-
terminalen 32 Aminosédure abspaltet (Abb. 50 VI). Das 16st vermutlich eine Konformations-
dnderung des Proteins aus, wodurch das aktive Zentrum geschlossen wird und in das Innere
des Proteins gelangt. Die reife grofe Untereinheit interagiert anschlieend mit der kleinen
Untereinheit HycG und bildet einen Teil des Formiat-Hydrogen-Lyase Komplexes aus (Bock
und Sawers, 1996; Sawers et al., 2004).

6. Uberlegungen zur Synthese von CO
Wie wird CO in E. coli und auch in anderen Bakterien synthetisiert? Bei dieser Frage stoft
man unweigerlich auf die CO-Dehydrogenase (CO-DH) und Acetyl-CoA Synthase. Doch
besitzt E. coli eine CO-DH?

Sucht man nach #hnlichen Proteinen wie der CO-DH von Carboxydothermus
hydrogenoformans in einer E. coli Datenbank, so erhélt man an erster Stelle das Genprodukt

des ybjW Gens (Colibri; http://genolist.pasteur.fr/Colibri/index.html). Ein Sequenzvergleich
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des YbjW-Proteins mit der CO-DH von Rhodospirillum rubrum (CooS) zeigte ein gewisse
Ahnlichkeit (23%), vor allem in der C-terminalen Region. In diesem Bereich befinden sich
die koordinierenden Reste des C-Clusters der CO-Dehydrogenase, H265, C338, C451, C481
und C531 (Drennan et al., 2001). Drei dieser Aminosduren (C451, C481, C531) sind auch im
YbjW Protein enthalten. Der Vergleich der YbjW-Sequenz mit der CO-DH von C.
hydrogenoformans zeigte ebenfalls eine Ahnlichkeit von 21%. Hier sind im YbjW-Protein
vier der fiinf Liganden des C-Clusters vorhanden (C333, C446, C476 und das Nickel-
koordinierende C526; Dobbek et al., 2001). Aufgrund dieser Ahnlichkeiten wurde eine
Deletion des ybjW Gens durchgefiihrt. Dies geschah durch Amplifikation von Teilen des ybjW
Gens durch ,,zwei-Schritt-iiberlappende” PCR (sieche Abb. 8), BamHI-Restriktion und
Ligation mit dem BamHI-geschnittenem Vektor pMAK700 (= pMDybjW). Durch chromo-
somalen Austausch nach der Methode von Hamilton et al. (1989) wurde der Stamm DYBJW
erhalten (Daten nicht gezeigt). Der Stamm wurde auf Hydrogenase-Aktivitit durch
Wasserstoffproduktion, Uberschichtungstest, Hydrogenase-Aktivititsmessung des Roh-
extraktes in anaeroben Kuvetten und Analyse der HycE Prozessierung mittels Westernblot
untersucht. In keinem Fall konnte ein Unterschied zum Wildtyp MC4100 beobachtet werden.
Auch Wachstumskurven von géirenden (Glukose/Formiat) und anaerob-atmenden (Glyzerin/
Fumarat) DYBJW- und MC4100-Zellen waren nahezu gleich. Somit konnte ausgeschlossen
werden, dass das ybjW Gen fiir die Hydrogenasereifung von Bedeutung ist.

Im Nachhinein betrachtet ist das nicht verwunderlich: mittlerweile ist bekannt, dass
das ybjW Gen das Hybrid-Cluster-Protein (HCP; frither als ,,Prismane® bezeichnet) kodiert
(van den Berg et al., 2000). Als physiologische Rolle des HCP von E. coli wurde postuliert,
dass es giftige Beiprodukte im Nitrat Metabolismus entsorgt (Wolfe et al., 2002). Dies wurde
dadurch begriindet, dass das HCP besonders unter anaeroben Bedingungen in Anwesenheit
von Nitrat oder Nitrit vorhanden ist und Hydroxylamin-Reduktase Aktivitdt aufweist (Wolfe
et al., 2002). Hier kann wieder der Kreis zur CO-DH geschlossen werden: ein Austausch von
Histidin 265 der CO-DH von R. rubrum zu Valin wandelte die CO-DH in eine Hydroxylamin
Reduktase um (Heo et al., 2002). Ersetzen des Nickels der CO-DH durch Eisen hatte
denselben Effekt: die Substrat-Spezifitit dnderte sich und erhohte Hydroxylamin-Reduktase
Aktivitdt konnte gemessen werden (Heo et al., 2002). Auch in diesen Verdffentlichungen
(Heo et al., 2002; Wolfe et al., 2002) wurde auf die Ahnlichkeit des Hybrid-Cluster-Proteins
zur CO-Dehydrogenase hingewiesen (besonders bzgl. der Liganden des aktiven FeNiS-

Zentrums).
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das ybjW Gen von E. coli keine CO-DH kodiert,
sondern das Hybrid-Cluster-Protein und somit nicht der Syntheseort des COs ist.

Doch wie wird CO synthetisiert? Die Idee (Paschos et al., 2001), dass Carbamoylphosphat
direkt auf Eisen iibertragen wird und dort CN und CO entsteht, kann durch die Ergebnisse von
Reissmann et al. (2003) als hinfillig angesehen werden, da CN am HypE synthetisiert wird.
In dieser Arbeit konnte durch ATP-Analoga und die HypE-Variante[ D83N] gezeigt werden,
dass die Carboxamidogruppe von HypE nicht direkt auf den HypC x HypD Komplex
iibertragen wird, sondern dies nur nach erfolgter Dehydratisierung mdoglich ist. Es wére
jedoch moglich, dass HypE drei Cyanidgruppen an den HypC x HypD Komplex liefert,
wovon eine zum CO konvertiert. Ein Reaktionsmechanismus dhnlich dem von Thiocyanat
Hydrolasen wére denkbar (Abb. 52), die Thiocyanat in Carbonylsulfid umwandeln (Katayama
et al., 1992). In diesem Fall wire die Cyanidgruppe fiir die Konvertierung noch am C-
terminalen Cystein von HypE gebunden oder auf ein Cystein von HypC (N-terminales!?) oder
HypD iibertragen. Nach zweifacher Addition von Wasser wiirde eine Hydrolyse der —
C(OH),NH; Gruppe erfolgen, und nach erneuter Wasseranlagerung die Abspaltung von NHj3
und OH . Das Resultat wire eine Cystein-gebundene CO-Gruppe, die auf das Eisen

iibertragen werden konnte.

OH
|
®s-c=N 7> 9s-C=NH 7> ©S-C—NH,
H,O S H,O IOH

H,0 ‘/i

S=C=0 4— Gs—%— OH <~ C”:—NH2
(©]
OH

GS_
0O NH, H,O o)

Abbildung 52: Vorgeschlagene Reaktion der Thiocyanat Hydrolase von Thiobacillus
thioparus (Katayama et al., 1992). Es wird postuliert, dass die Konvertierung von Thiocyanat
zu Carbonylsulfid aus fiinf Schritten aufgebaut ist und durch sequenzielle Addition und
Hydrolyse von Wasser ablduft. Der Nettobedarf liegt bei zwei Wassermolekiilen. Zwischen-
produkte konnten nicht nachgewiesen werden, was vermutlich an deren Kurzlebigkeit liegt.
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Nach der Klonierung und Sequenzierung der Gene der drei Thiocyanat Hydrolase
Untereinheiten, stellten Katayama et al. durch computerunterstiitzte Analysen fest, dass eine
hohe Ahnlichkeit zu bakteriellen Nitril Hydratasen besteht (Katayama et al., 1998). Diese
katalysierten die Hydratation von verschiedenen Nitrilen zum Amid, das durch Amidasen in
Sdure und Ammonium hydrolysiert wird. Auch der Vergleich der postulierten Reaktionen

wies Ahnlichkeiten auf (Katayama et al., 1998).

Nitril Hydratasen konnen den Metalloproteinen zugerechnet werden, da sie entweder Eisen
oder Cobalt als Kofaktor enthalten. Durch EXAFS, EPR und Kristallstrukturen wurde gezeigt,
dass das redox-aktive Eisen(IIl) durch drei konservierte Cysteinreste, zwei Stickstoffe des
Proteinriickgrats und ein Hydroxid (aktive Form) oder NO (inaktive Form) ligandiert wird
(Shearer et al., 2002). Zwei der beteiligten Cysteine liegen posttranslational modifizert, und
zwar als Sulfin- (SO,H) und Sulfensdure (SOH) vor (Stevens et al., 2003).

Es wire somit moglich, dass eine dhnliche Situation am HypC x HypD x HypE Komplex
stattfindet: Zundchst wird ein Cystein-gebundenes Cyanid zum CO konvertiert und
anschlieBend zusammen mit zwei zusétzlichen CN-Liganden auf ein von HypC und HypD
komplexiertes Eisen iibertragen. Die erforderlichen Elektronen wiirde das [4Fe-4S]*"-Cluster
von HypD liefern.

Doch die Daten von Pierik et al. (1999) widersprechen der Hypothese, dass alle
Liganden dem selben Vorldufer (hier: Carbamoylphosphat) entspringen. In Infrarot Spektren
der [NiFe] Hydrogenase von Allochromatium vinosum wurde ndmlich gezeigt, dass die zwei
CN-Banden durch Anzucht mit *C-Bicarbonat komplett verschoben werden, wihrend die
CO-Bande zu 22 % noch als *CO detektiert wurde. Daraus wurde geschlossen, dass CO

ausschlieBlich oder zusétzlich aus einer anderen Ausgangssubstanz als CN synthetisiert wird.
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[NiFe]-Hydrogenasen besitzen in ihrem aktiven Zentrum neben den namengebenden Metallen

Nickel und Eisen die Nicht-Protein-Liganden CO und CN. Die Synthese und der Einbau

dieses NiFe(CN),CO Zentrums ist ein komplexer Prozess mit neuartigen bioanorganischen

Fragestellungen, an dem eine Reihe von Hilfsproteinen beteiligt sind. Diese akzessorischen

Proteine werden durch die hyp Gene kodiert. Zusétzlich bedarf es einer spezifischen

Endopeptidase sowie ATP, GTP und Carbamoylphosphat als niedermolekulare Substrate.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit dem Ablauf der Hydrogenasereifung und der

Charakterisierung der am Metalleinbau beteiligten, akzessorischen Proteinen. Im Einzelnen

wurden folgende Resultate erzielt:

1))

2)

Die Cyanidgruppen des aktiven Zentrums der [NiFe]-Hydrogenasen werden in E. coli
durch HypF und HypE synthetisiert (Reissmann et al., 2003). Um die Teilreaktionen
Transcarbamoylierung und Dehydratisierung zu kliren, wurde eine Methode entwickelt
die eine Unterscheidung der '*C-markierten Carbamoylform von HypE und der
Cyanoform erlaubt. Eine Abhidngigkeit der Dehydratiserung von der ATPase Aktivitat
des HypE Proteins wurde durch HypE-Varianten gezeigt. Die kinetischen Konstanten der
ATP-Spaltung von HypE, HypE[D83N] und HypEAcys wurden bestimmt.

Ein Komplex aus den Proteinen HypC und HypD wurde als Reifungsintermediat entdeckt
und durch verschiedene Methoden bestdtigt. Das N-terminale Cystein von HypC sowie
einige konservierte Aminosduren in HypD erwiesen sich hierbei als essentiell. In vivo
Versuche deuteten auf eine Modifikation des HypC x HypD Komplexes durch
Carbamoylphosphat bzw. Cyanid hin, was durch Entwicklung eines in vitro Systems
bewiesen werden konnte. Der Transfer der Cyanidgruppe von HypE auf den Komplex ist
vom Redoxstatus des Eisen-Schwefel-Clusters in HypD abhingig. Der Vorldufer der
Cyanidgruppe, das Carboxamid kann nicht von HypE weitergegeben werden. Der
Nachweis eines terndren Komplexes aus HypC, HypD und HypE zeigte, dass diese
Proteine auch in vivo interagieren. Da zusitzlich eine Interaktion von HypE und HypF
durch ,Gelshift“-Experimente  gezeigt wurde, wird ein Geriistkomplex zur

Ligandensynthese postuliert.
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3)

4)

Die Charakterisierung des HypD Proteins ergab, dass es ein EPR-stilles [4Fe-4S]*"-
Cluster enthilt, welches ihm die gelbliche Farbe und das typische UV-VIS Spektrum
verleiht. Die Bestimmung der Eisen- und Schwefelmenge im Wildtyp-Protein und in
HypD-Varianten verstiarkten diesen Befund. Aminosdureaustausche in den konservierten
Motiven von HypD ergaben, dass ein C-terminales Cysteinmotiv zur Stabilitdt des
Proteins beitrdgt, weshalb die Cysteinreste als Liganden des FeS-Clusters vorgeschlagen
wurden. Dass die Ligandierung von Eisen am HypD Protein oder am HypC x HypD

Komplex stattfindet, wurde angedacht, bedarf jedoch weiterer Beweise.

Die Nickelinsertion in den Vorldufer der grolen Hydrogenaseuntereinheit wird durch die
Proteine HypA (bzw. des homologen Proteins HybF) und HypB katalysiert. Es wurde ein
Reifungsverfahren entwickelt um zu zeigen, dass der Einbau von Nickel in vitro rein
chemisch ablduft. Die Funktion von HypA/HybF in vivo wurde als die eines Metallo-
chaperons bestimmt, was einhergeht mit der Forderung nach Nickelbindung. Diese
konnte experimentell nachgewiesen werden, wobei die Bindung abhédngig vom Histidin
an Position 2 der Proteinkette ist. Die Anwesenheit von Zink beeinflusste die
Nickelbindung des Wildtyp Proteins nicht, wies jedoch auf eine unspezifische Bindung
durch die [H2Q]-Variante von HybF hin. Das Auffinden von stochiometrischen Mengen
an Zink sowie ein konserviertes Cysteinmotiv deuten auf einen Zinkfinger hin, der von
struktureller Bedeutung fiir das HybF-Protein ist. Zusammen mit den Daten von M. Hube
(2002) wurde ein Reifungsnetzwerk zwischen Hydrogenase 1, 2 und 3 erstellt (Hube et
al., 2002; Blokesch und Bodck, 2002b), welches eine Regulation epistatisch zur

Expression der Gene darstellt.
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Konservierte Aminosiuren bzw. Motive wurden umrandet.
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All.  Vergleich der Aminosauresequenz der HypD Proteine aus Escherichia coli und

Methanocaldococcus jannaschii (Bult et al., 1996).

Die Proteine weisen eine Identitit von 42 % und eine Ahnlichkeit von 59 % auf. Die
Konsensussequenz ist zwischen den beiden Proteinsequenzen dargestellt. Fiir diese Arbeit

wichtigen Motive oder Aminosduren sind fett gedruckt.

E.c. : 35 LRIMEVCGGHTHAIFKFGLDQLLPENVEFIHGPGCPVCVLPMGRIDTCVEIASHPEVIFC 94
L+IM VCG H H I K+G+ +LPEN+ + GPGCPVCV IDT + +A + VI
M.j-. - 27 LKIMHVCGSHEHTICKYGIRDVLPENITVVPGPGCPVCVTTQKEIDTAIYLADNGYVI-T 85

E.c. - 95 TFGDAMRVPGKQGSLLQAKARGADVRIVYSPMDALKLAQENPTRKVVFFGLGFETTMPTT 154
T GD RVPG + SL++ ++ G DVRIVYS +A+K+A++ +K VF +GFETT PTT
M.J- - 86 TLGDMYRVPGSEKSLMEKQSEGCDVRIVYSISEAVKMAKKERDKKFVFVAIGFETTAPTT 145

E.c. - 155 AITLQQAKARDVONFYFFCQHITLIPTLRSLLEQPDNGIDAFLAPGHVSMVIGTDAYNFI 214
L K +DV NF+ H P+ LL + +DAF+ PGHVS + G Y +
M.J- - 146 GAELISLKNKDVNNFFILNCHRQTPPVMEFLLNEGVY-LDAFICPGHVSTITGLKPYYGL 204

E.c. - 215 ASDFHRPLVVAGFEPLDLLQGVVMLVQQKIAAHSKVENQYRRVVPDAGNLLAQQAIADVF 274
+ P+VVAGFEP+D+L ++M+++Q I+ +KVEN+Y R V  GN+LAQ+ I +VF
M.J- - 205 CEKYKAPMVVAGFEPIDVLMATIMILKQVISGEAKVENEY IRAVKPEGNVLAQKI INEVF 264

E.c. : 275 CVNGDSEWRGLGVIESSGVHLTPDYQRFDAEAHFRPAPQQVCDDPR-ARCGEVLTGKCKP 333
+D WRG V+++ G L Y++FD H P+ P+ C ++L G+ P
M.j. : 265 -ESIDVPWRGFPVVKNGGFGLREKYKKFDIYEH-EDIPEIKEKIPKGCICDKILRGEKLP 322

E.c. : 334 HQCPLFGNTCNPQTAFGALMVSSEGACAAWYQYRQ 368
CPLFG C P G+ MVS EG C +Y+YR+
M.j. : 323 TDCPLFGTVCTPLNPVGSCMVSDEGTCRIFYKYRR 357
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Alll. Aminosauresequenz von HypC-Strep und GroRRe und Sequenz der Peptide nach
Lys-C-Spaltung. Die Peptide wurde mit dem Programm PeptideMass (Wilkins et
al., 1997) errechnet.

HypC-Strep (98 bzw. 97 AS)

(M)CIGVPGQIRTIDGNQAKVDVCGIQRDVDLTLVGSCDENGQPRVGQWVLVHVGFA

MSVINEAEARDTLDALQNMFDVEPDVGALLYGEEKWSHPQFEK|
Strep-Tagll

Peptide nach Lys-C-Spaltung:

Masse Position Aminosduresequenz
VDVCGIQRDVDLTLVGSCDENGQPRVGQWVLVHVGFAMS

VINEAEARDTLDALQNMFDVEPDVGALLYGEEK

7844.7978 18-89

1769.9326 1-17 CIGVPGQIRTIDGNQAK

1058.5054  90-97 WSHPQFEK

-159-



ANHANG

AlV. Aminosauresequenz von HypD und GrofRRe und Sequenz der Peptide nach Lys-C-
Spaltung. Die Peptide wurde mit dem Programm PeptideMass (Wilkins et al.,
1997) errechnet.

HypD (373 AS)

MRFVDEYRAPEQVMQLIEHLRERASHLSYTAERPLRIMEVCGGHTHAIFKFGLDQLL
PENVEFIHGPGCPVCVLPMGRIDTCVEIASHPEVIFCTFGDAMRVPGKQGSLLQAKAR
GADVRIVYSPMDALKLAQENPTRKVVFFGLGFETTMPTTAITLQQAKARDVQNFYFF
CQHITLIPTLRSLLEQPDNGIDAFLAPGHVSMVIGTDAYNFIASDFHRPLVVAGFEPLD
LLQGVVMLVQQKIAAHSKVENQYRRVVPDAGNLLAQQAIADVFCVNGDSEWRGLG
VIESSGVHLTPDYQRFDAEAHFRPAPQQVCDDPRARCGEVLTGKCKPHQCPLFGNTC
NPQTAFGALMVSSEGACAAWYQYRQQESEA

Peptide nach Lys-C-Spaltung:

Masse Position Aminosduresequenz
ARDVQNFYFFCQHITLIPTLRSLLEQPDNGIDAFLAPGHVSMV

IGTDAYNFIASDFHRPLVVAGFEPLDLLQGVVMLVQQ K
VENQYRRVVPDAGNLLAQQAIADVFCVNGDSEWRGLGVIES
SGVHLTPDYQRFDAEAHFRPAPQQVCDDPRARCGEVLTGK
FGLDQLLPENVEFIHGPGCPVCVLPMGRIDTCVEIASHPE
VIFCTFGDAMRVPGK
MRFVDEYRAPEQVMQLIEHLRERASHLSYTAERPLRIMEVCG
GHTHAIFK

9055.6567 163-243

8936.3654 250-330

5953.9068 51-105

5950.9988 1-50

4490.9685 333-373 PHQCPLFGNTCNPQTAFGALMVSSEGACAAWYQYRQQESEA

2500.3156 140-162 VVFFGLGFETTMPTTAITLQQAK

1861.9952 114-130 ARGADVRIVYSPMDALK

1056.5796 131-139 LAQENPTRK

844.4887  106-113 QGSLLQAK

626.3620  244-249 TAAHSK
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