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APS
AS
ASF
BLAST
BSA
BV
Camt®
Carb/Amp?®
CFU
CMP
Cn
DEAE
DNS
dNTP
DSMZ
DTT
Ec

Ech
ECL
EDTA
EMBL
EPR
Esl-in/out
et al.
EtBr

O
Fdoy/red
FHL
FMN
FTIR
HABA
Hyd-1/2/3/4
hyd4

addieren (auf ein bestimmtes Gesarhtuzen hin)
AktinobakteriellgNiFe]-Hydrogenase auSn (Hyd4-Enzym)
Anhydrotetrazyklin

Ammoniumpersulfat

Aminosauren

Fraktionierte Ammoniumsulfaéllung

Basic Local Alignment Search Tool

Bovines SerurAlbumin

Benzyviologen

Chloramphenicol-Resistenzgen)

Carbenicillin/Ampicillin (-Resistenzgen)

Koloniebildende Einheitoplony forming unjt

hier: Carbamoylphosphat

Cupriavidus necatoH16

Diethylaminoethyl {Sepharose)

Desoxyribonukleinsaure

desoxyRibokukleosidTriphosphate

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Dithiothreitol

Escherichia coli

Energyconverting hydrogenag&ruppe 4 [NiFeJHydrogenasen
Enhanced chemilumineswe

Ethylendiamintetraessigsaure

European Molecular Biology Laboratory
Elektronenspinresonangléctron paramagnetic resonancepektrometrie
Transferreaktionen miEsBI-Sequenzen als Dondput) oder AkzepteErkennungsstéd (in)
et alii (lat. und andere)

Ethidiumbromid

Extinktionskoeffizient bei Wellenlange x in nm [mivem?]
Ferredoxin (oxidiert/reduziert)
FormiatHyrogenLyase(-Komplex)

Riboflavin-5 -éonophosphat
FourierTransformationgnfrarotspektrometrie
2-[4'-HydroxyphenylazeBenzoesaure

E. coliHydrogenasen-4 (Hya, Hyb, Hyc, Hyf)

pHG1-Cluster mit M2Genen (Loci: PHG06478)
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inkl.
IPTG
Kan®
Kav

Km
KPi
Lgul-in/out
M1/M2
MBH
MOPS
Mrd.
MRNS
Mv
MWCO
NFOR
ODy
ORF
ori
PA-
PA(A)
PAGE
PCR
PE-
PEG
PFOR
pFEXT7
pH,
pHG1
PO,
pS
PSI/I
Px
RBS
RH
RNS
RR
RT
SAM
SDS
SH

S H\/a\rl

inklusive

Isopropyt3-D-thiogalactopyranosid

Kanamycin {Resistenzgen)

Verteilungskoeffizient bei der Gelfiation
MichaelisKonstante [uM oder mM]

Kaliumphosphat (Pufferbasis)

Transferreaktionen mitgul-Sequenzen als Dongjout) oder AkzepteErkennungsstelle (in)
Maturationssatz 1/2
MembrangebundengNiFe]-Hydrogenasenjembyane-boundhydrogenasgausCn
3-(N-Morpholino)Propansulfonséure

Milliarden

messengeRNS

Mycobacterium vanbaalenii

Molecular weight cubff
NADH:FerredoxinOxidoreduktase

Optische Dichte bei Wellenléange x in nm

Open reading frame

Replikationsursprungotigin of replicatior)
pAmMp.RSF.3eKonstrukte

Polyacrylamid

PolyacrylamidGelelektrophorese
PolymeraseKettenreaktion fjolymerase chain reactipn
pEntry-Konstrukte

Polyethylengykol

Pyruvat:FerredoxirDxidoreduktase

Neu designte Fusionsvektoren (pFRTRFCT #Vektoren)
WasserstofPartialdruck

Cupriavidus necatoMegaplasmid (enthalt Gene des lithotrophen Stoffwechsels)
SauerstoffPartialdruck

pSm.CDF.3aKonstrukte

Photosystem /Il

Promotor x

Ribosomale Bindestelle
Regulatorischg¢NiFe]-Hydrogenase ausn
Ribonukleinséaure

ResonanRamanSpektroskopie
Raumtemperatur (225 °C)

S-Adenosylmethionin

Natrium-Dodecylsulfat §odium dodecyl sulfate
Bidirektionale[NiFe]-Hydrogenasespluble hydrogenasgausCn
tetramere rekombinante SH Variante 1
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SHyarz
SHu
(s)Lic
sm®
SV
TEMED
TH

Tris
tRNS

0. N.
u.a
UV/Vis
VE-Wasser
vgl./Vgl.
X9

z. B.
ZFM

hexamere rekombinante SH Variante 2
hexamere Wildtyg5H ausCupriavidus necator
(Sequence and) Ligatieimdependent cloning
Spectinomycin-Resistenzgen)
Saulenvolumen
N,N,N',N-Tetramethylethylendiamin
Transhydrogenag®&C Nr. 1.6.1.1)
Tris(hydroxymethyljaminomethan
transferRNS

Uber Nacht

unter anderem

Ultravioletter und sichtbarer Wellenlang&ereich
Vollentsalztes Wasser

vergleichemé / Ver gl ei ch
x-fache Erdbeschleunigung ¢= 9,81 m-&)
zum Beispiel

Zellfreiein-vitro-M aturation

Einheiten und sonstige Berechnungsangaben

°C

puL/mL/L
atm/Pa

bp

kb

kDa

mA/A
mVv/V
ng/ug/mgl/g
nm/um

nM/uM/mM/M

ppm
s/min/h

U

UpM

vlv oder viv
vvm

w/v

Grad Celsius (Temperatur)
Volumeneinheiten (MikrgMilli -Liter/Liter)

Druckeinheiten (Atmosphéare/Pascdl)atm = 0,1013 MPa = 1,013 bar

Basenpaare (Sequenzlange)

Kilobasenpaare (Sequeanhe)

kilo-Dalton (molekulare Masse)
Milliampére/Ampére

Millivolt/Volt

Masseminheiten (NangMikro-/Milli -GrammiGramnj
Langen/Groleneinheiten (Nardlikro-Meter)

Stoff-Konzentrationseinheiten (Nasiblikro-/Milli -Molar/Molar); 1 M = 1 mol-L*

1:10 (parts per million
Zeiteinheiten (Sekunden/Minuten/Stunden)

Unit (Enzymkinetik; 1 U = 1 pmol-mihumgesetztes Substyat

Umdrehungen pro Minute

Volumenanteil pro Volumen (als Konzigation oder Verdinnungsrhaltnig

Volumen pro Volumen pro Minute (Volumenstrom)

Gewichtsanteil pro Volunre
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Zusammenfassung

Hydrogenasen sind komplexe Metalloenzyme, welche die reversible Spaltung molekularen
Wasserstoffs (k) in Protonen und Ektronen katalysieren. Enzyme dieser Gruppe sind
hinsichtlich ihrer physiologischen Reaktionsrichtung, ihres strukturellen Aufbaus und der
Sensitivitat gegentber Sauerstoff aul3erst vielfaltig. Von besonderer biotechnologischer
Relevanz sind @tolerante \értreter aus der Untergruppe der [NHFgJdrogenasen, da sie

zur aeroben HAKkt i vi erung bef 2 hi-BakterismCoptiavidu® aesatorAKn a | |
(Cn) besitzt mindestens drei@olerante Hydrogenasen, unter ihnen ein bidirektionales
NAD*-reduzierendes fizym, die losliche Hydrogenas&dluble HydrogenaseSH). Die
katalytischen Eigenschaften der Sétmoglichen potentielle  Anwendungen im Bereich
enzymbasierter Brennstoffzellen, der Sensorik, der Photosynge&seg@pelten kProduktion

sowie der Kofaktorathangigen Biosynthes@ vivo und in vitro. Die Mdglichkeit, Enzyme

wie die SH rekombinant produzieren zu kénnen, ist folglich von grof3em Interesse. Der
komplexe Reifungsprozess des [Ni&gntrums, die benotigte Anzahl akzessorischer Gene
und der Mangel agentechnischen Werkzeugen erschwerten bislang vergleichbare Versuche
fir Enzyme dieser Klasse. Erfolgreichebeitendokumentierten &uf3erst geringe Ausbeuten.

Ziel dieser Arbeit war die Produktion und Reifung der SHscherichia col(Ec). Zu diesem
Zweck wurde zunachst ein verfiigbares Bd€isnierungssystem (StarG&telBA) erweitert,

um den Anforderungen einer Multigemnd HochausbeutExpressionsplattform fur den
ModellorganismusEscherichia colizu entsprechen. Die erste Erweiterung beinhaltete das
Design neuer Fusionsvektoren, die jedes Gen unter Kontrolle individueh@roriotoren

undi Terminatoren stellen und die Verknlipfung jedes Genprodukts natddlr Gterminalen
StrepltTags ermdglichen. Unter Einsatz des neuen Systems wurden insgesamt 21
HydrogenaseassoziierteCn-Gene, darunter die funf SBtukturgene sowie zwei vollstandige
Satze putativer Reifungsgene, systematisch zu funktionalen MulEgdeiten (Modulen)
assembliert. Die Koexpression von bis zu 10 Genen innerhalb voadg Reifungsmodulen

auf einem Plasmid konnte erfolgreich demonstriert werden. Um eine Kombination der SH
Gene mit den Reifungsmodulen in einer Zelle zu ermdéglichen, erfolgte anschlieRend die
Entwicklung kompatibler Akzeptorvektoren. Daraufhin konnten Expressionssa mit
unterschiedlichen Vekterund ModutKombinationen generiert, und damit sowohl -SH
Produktions als auch kombinatorische Studien zum-Beffungsprozess erméglicht werden.
SH-Produktionsversuche mit rekombinant&t-Stammen deuteten darauf hin, datie
maximale Lo6slichkeit und Funktionalitat der Reifungsproteine nicht nur von der Gendosis und

Expressionsrate, sondern auch malf3geblich von einem transienten, wachstumsabhangigen
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zellularen Milieu abhangig ist. Aus diesem Grund wurde eine spezielle i€ulingsstrategie

zur SHProduktion erarbeitet, welche auf einem bekannten Laldoseinduktionssystem
basiert. Im Zuge umfangreicher Optimierungsstudien wurden aerobe Lakg#aiterungen

mit sequentieller Modifikation der physikalischen Wachstumsparam und der
Medienzusammensetzung vorgenommen. Die Strategie wurde auf die rekombinanten Stamme
angewendet und ergab eine einheitliche maximaleAlttVitat innerhalb der mittstationaren
Phase 3640 Stunden nach Inokulation. Maximale spezifische Aktigitén Extrakten lagen

mit 7,2 U-mg" in der GréRenordnunder Werte, welche beiptimierten Kultivierungerzur
Produktion nativer SH inCn erreicht wurden Die Kombination der vorgesteliten
Expressionsplattform mit dem erarbeiteten Kultivierungsprozeskt siemit die erste
Hochausbeut®roduktionsplattform fiir eine rekombinante [Niff¢ydrogenase dar.
Strepligetaggte SH/arianten konnten homogen aus Zellen rekombinanter Stamme isoliert
werden. Mit bis zu 227 U-mgwurde hierbei die héchste bisher fiie &§H dokumentierte
spezifische Aktivitat erreicht. In diesen hochreinen Praparatioveendie Enzymaisbeute
verringert, lag jedoch stets im MilligramBereich pro Liter Kultur. Sowohl hinsichtlich der
oligomeren Enzymstruktur als auch der katalytischeigeischaften entsprachen die
rekombinanten Varianten der a0a-Zellen isolierten WildtygSH.

Durch Entwicklung der kombinatorischen Expressionsplattform wurden innovative Strategien
zur Untersuchung des Reifungsprozesses von [Nifydfogenasen ermdglichDies wurde
anhand der SH als Modellenzym demonstriert. Einzelne Proteine sowie essentielle Reifungs
Intermediate (Komplexe) zweier unabhangiger Reifungsmodul€awgurden rekombinant
produziert und gereinigt. Dies lieferte Hinweise darauf, dass dielli@Gitialler einzelnen
Reifungsproteinén vivo stark von der Ausbildung oligomerer Formen und stéchiometrischer
Reifungskomplexe abhéngt. Durch Reinigung der -Spezifischen Endopeptidase HoxW
konnten dartber hinaus Hinweise auf ein redoxaktives -f@jeCluster mit bislang
unbekannten Eigenschaften geliefert werdefvivo-Deletions und Substitutionsstudien mit
analogen Reifungsproteinen (Hyp) verschiedener ModuleCauand Ec lieferten dartber
hinaus Erkenntnisse Uber Spezifitdten und damit die Mdglitpartieller Komplementation.
Durch Entwicklung eines zellfreiein-vitro-Reifungssystems fur die SH konnten dhevivo-
Experimente anschlieBend entscheidend erganzt werden. Essentielle Komponenten und
limitierende Faktoren des Reifungsprozesseswurde r mi t t e | t . -Exparimente AP u |
lieferten Hinweise darauf, dass bislang unbekannte Reifungsintermediate durokvitias
System identifiziert werden konnten. Dadurch erweist sich die vorgestellte Methodik als

potentes grundlagenorientiertes \Warug zur Untersuchung des Reifungsprozesses.
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Summary

Hydrogenases are complex metalloenzymes, which catalyze the reversible cleavage of
molecular hydrogen (3} into protons and electrons. Enzymes of this class are found in
organisms from all three domairof life and are highly diverse in terms of their structural
composition, sensitivity towards oxygen and physiological function. The ad | ¢d 6 O
toleranto enzymes b el on-yydragenasets lare are wttractive u p
candidates for biotechrmgical applications, since their catalytic cycle proceeds under air.
The dAKnal | g@upriavidosanecate{€Cn) poseesses at least three oxytgmarant
hydrogenases, including a soluble bidirectional NABducing enzyme (SH), the target of

this thesis. The catalytic properties of the SH enable potential applications in ebages

fuel cells, sensor technologies,-production coupled to photosynthesis or cofachaven
biosynthesisn vivo as well asn vitro. Hence, the possibility to heterolmgsly produce the

SH and analogous enzymes is of high interest. However, due to the complex maturation
process owned by the enzyme, the corresponding number of accessory genes for assembly of
the [NiFe}centre and a lack of proper genetic tools for mufigecexpression, previous
attempts have been of limited success and resulted in extremely low yields.

The aim of this thesis was the production and maturation of the &dcimerichia coli(Ec).

For this purpose, an available cloning system (StafG4BA) was initially subjected to an
upgrade in order meet the requirements for a multigene andyiglghEscherchia coli
expression platform. The first development consisted of the design of new fusion vectors,
which place each gene under control of indiat T7promoters and terminators in the
course of gene assembly and enable the fusion of each gene product witbra-tidrminal
Streplttag. Using the novel fusion system, a total number of 21 hydrogesaseiatedn

genes, including five Sidtructual genes and two independent sets of auxiliary genes, were
systematically assembled yielding functional multigene units (modulesgx@®@ssion of up

to 10 genes assembled as-Sét maturationrelated modules from one plasmid was
successfully demonstrateln order to combine SHand accessory modules in one cell, a set

of compatible plasmids was designed. Thereby, generation of expression strains harboring
different combinations of vectors and modules was enabledpr8ttiction as well as
maturation stuigs were thus made possible in a systematic and integrative way.

SH-production studies using recombindt-strains indicated that the activity of maturation
related proteins was not only dependent on gene doses and the rate of expression, but also on
spedfic cellular environments transiently present during growth. Therefore, a cultivation

strategy based on a previously presented la@as@nduction system was applied for -SH
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production. In the course of optimization studies, aerobic -tengm cultivatiors with
sequential modification of both physical growth parameters and the medium composition
were carried out. The strategy was subsequently applied to recombingnb@kttion strains

and consistently yielded maximal Stdtivities between 3@l0 hours afr inoculation. The
highest specific activity in cefree extracts amounted to 7.2 U-Tagvhich is in range of the
values achieved with amptimized SHproduction process i@n. Hence, combination of the
expression platform presented herein with the lbgesl cultivation strategy represents the
first high-yield production system for a recombinant [NHsjdrogenase to date.

Streplttagged SHvariants were homogeneously isolated from recombii&rgtrains. The
specific activity of purified recombinant Stdached 227 U-mb which represents the highest
activity for the enzyme reported to date. In case of these ultrapure preparations, yields were
reducedbut still in the mg-(Liter culturg' range. The oligomeric enzyme structures and
catalytic propertie®btained for the recombinant variants nicely matched the data available
for the wildtypeSH isolated fronCn cells.

Development of the combinatorial expression platform further enabled innovative strategies
to investigate the maturation process of [NiRglirogenases. This was demonstrated for the
SH as a model enzyme in this study. Individual maturatieted proteins as well as
complex intermediates of two independ€&mt maturation sets were recombinantly produced
and isolated by StrepTactin affinity mmatography. These results indicated thatitkhavo-
stability of the maturation factors was largely dependent on the formation of oligomeric
conformations as well as stoichiometric complexes with other parts of the maturation
machinery. Purification othe SHspecific endopeptidase HoxW revealed the existence of a
redoxactive [4Fe4S}cluster with hitherto unknown properties. This is the first documented
isolation of a HoxWanalog and the first indication for an electtoansferring cefactor in a
matuationrelated specific endopeptidase to ddtevivo-deletion and substitution studies
with analogous Hyproteins from differentCn and Ec maturationrelated sets provided
further insights into specificities and thus, complementation capabilities.

An in-vitro-maturation system was developed, which allowed the dissection of the maturation
process in a cefree environment. Essential components and limiting factors of the SH
maturation process were determined using this system. Initiatlpwih experimets within

vitro matured SH suggested that the -dede system might be used as an efficient technique
to identify previously unknown maturation compliexermediates and to study the general

maturation process in detail.
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Einleitung

I EINLEITUNG
.1 Wasserstoff

[.1.1 Wasserstoff in der Industrie

Molekularer Wasserstoff () gewinnt als Energietrager der Zukunft zunehmend an
Bedeutung resultierend aus der Verknappung fossiler Rohstoffe und der Suche nach
klimafreundlichen AlternativenUnter Normalbedingungen (1mt 25 °Q ist H, ein Gas.

Seine Verbrennung di e sogen®Remkeé i AKAal lgadert ,die g
wobei lediglich Wasser als Nebenprodukt entsféteichungl).

Hy+ %0, Y Hy0; aH® = -286 kJ-mot (Gleichungl)
aH° = Standardenthalpie

Di e s ogenannénergi®Ai Watssssidiitaeimenfibergeordneten Begriff fiir ein
mogliches zukiinftiges Szenario dar, in welchemdi¢ Rolle des zentralen Energietragers
und Treibstoffs einnimmitl-3]. H, wird derzeit nahezu volistandig in zwei Industriesektoren
eingesetzt: So werden etwa 50% im HaBesch Verfahren zur Herstellungon NHs,
welches wiederum zu grof3en Teilender Dingemittelherstellung eingesetzt wird nbégt.

Der restlicheTeil kommt in der Petrochemie zur Prozessierung der in Ol vorhandenen
Kohlenwasserstoffe (Hydrocrackerealkylierung odei desulfurierung) und zu gegeren
Anteilenzur asymmetrischieHydrierung (Pharmaindustridiphlehydrierung, als Kuhlmittel
oder zur Fetthartung zum Eins§®z4].

Derzeit sind im Zuge der AWass e rtisinfrastruktw, r t s c h
Speicherung, Transport oder Verbreitumgn peripherer Bedeutung, dds Kernproblem
dieses Szenarios die Frage nach der Herkunft des Wassevsitifisibt [5]. H, wird derzeit

zu Uber 90% aus fossilen Energietragern (Ol, Kohle, Erduzsjestdl. Verglichen mit der
direkten Nutzung er Trager als Brennstoffe bringt diese Energietransformatieaer
umweltbezogene noch energietechnische Vortdilech die H-Generierung aus Wasser
mittels Elektrolyse ist in diesem Kontext kaum relevant, da giggrand des
Energieaufwandesderzeit 6konomisch nicht tragbar istDarliber hinaus waralieses
Verfahrenauch aus 6kologischer Sichéi theoretisch 100%ige Wirkungsgradediglich so
klimafreundlich wie der fir den Prozess benétigte Strom. Dateht undfallt eine
hypothetische ANasserstoffwirtschaft mit der Méglichkeit, die Energie fir Ho-

Generierungverfahrenvollstandig aus regenerativen Quellanbeziehefb].
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[.1.2 Wasserstoffin biologischen Systemen

Wasserstoftls Energiequellevird alsfriiher Begleitedder Evolution auf der Erdangesehen
Die Urspriinge des Lebens wurden in mannigfaltigen Hypothesen diskutiert (Augsvapl:
Da die Zusammensetzung der Erdatmosphéare vor etwa348LMrd. Jahren grof3er Dynakni
unterworfen war und niclgrazise definiert werden kann, bleibt eine direkte Rolle veimH
der Formation erster syntropher Konsortien spekuldfi@]. Als gesichert gilt die
Anwesenheit einedd,-reichen, erdassoziierteA P r-6G & & u ms ¢ bdr dguptieil des
Wasserstoffs ging jedoch in den Weltraum verloréa,das Gasvon der zu schwachen
Gravitationskraftder Erdenicht gehaltenwerdenkonnte.Aussagen Uber deatmosphérische
Wasserstoffgehaltur Zeit der Anfangeles Lebensind daherschwierig[11,12] Wasserstoff
fungierte jedoch mdglicherweisds zentraleEnagiequelle frihe Lebensformen in der Nahe
von hydrothermalen Quellen in der Tiefsee. Dort kénnten bictisdbr abiotisch gebildetes
CO; und H als direkte Substrate fur frihe Methanbildnerfungiert haben. Diese
Unabhéangigkeit von Licht wie auch orgarigen Kohlenstoff, sowie die Nuimg von
Wasserstoff als primarenergiequelle, wirdei friihen Formendes Lebenswf der Erdeund
dartber hinausils moglicheBasisfur extraterrestrisches Leben diskutiglB]. Tats&chlich
werden derartige OrganismeAssoziationen heute nochin Form von HyperSLIME
(hydrogenbased, hyperthermophilic subsurface lithoautotrapimicrobial ecosystemin
hydrothermalen Tiefséabitatergefunder14].

Dadie Nutzung vorH; als Energiequelle sehr friih in der Evolution Einzug hielt, finden sich
Organismen, welche diesgarwerterkdnnen, in #en drei Doménen des Lebefib]. Einige
Eukaryoten enthalten Hydrogenosomals Relikte friher endosymbiontischeEreignisse
Das klassische Modeflur Entstehung der eulantischenZelle, die Endosymbiontentheorie
[16], wurde 1998 von zwei unabhdngigen Theorien abgelist. modifiziert. Beide
Hypothesersetzeneine syntrophe Abhangigkedtls treibende Kraft fur die Entstefm der
eukaryotischen Zelleoraus[17,18] Der Wirt, ein strikt autotrophes Archaebakteriumar
demnach auf Zufuhr der Substrate ;Hund CQ angewiesen ahnlich den heutigen
hydrogenotrophen Methanbildnen. Diese Fermentationsprodukte wurden durch den
Symbionen eiren Vorganger heutiget} [17], b zRvateobaktean [18], geliefert Als
FolgeeinerverminderterSubstratverfligbarkeéntstand eine Abhangigkeit des Wivtsn den
Stoffwechselpodukten des Symbiontenwas in zunehmend engerer Assoziation und
schlie3lich inder vollstandigen UmschleRungdeselbenresultigte. Gentransfer zwischen

Wirt und Symbiont erlaubte schlie3lich die vollstandige Versorgung des Symbionten durch

! hier: durch chemosynthetische, Sulfibhangige Urbakterien generiert
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die Aufnahme bzw. Transpodysteme des Wirts. Im Gegensatz zur Kklassischen
Endosymbiontentheorid 6] entwickelte sich gemald der Wasserstéypothese folglich das

Mitochondrium aus diesem Ursymbionten, was einen Paradiysennsel darstelltgl9].

[.2 Hydrogenasen

Die heutige Erdatmosphare enth&t als Spurengas (0,9pm). Sein Verbrauch durch
Organismensowie O;-abhangige photochemische Prozesset stehGleichgewicht mit der
Neubildung durch MikroorganismerDer Schlisselkatalysator, welcher Organisnem
Aktivierung oder Bildung von H befahigt, ist das Enzym Hydrogenaseelches seinen
Namen erstmals von Stephenson und Stickland 1931 im Zuge Udésrsuchung
methanbildender Organismen erhigl0]. Hydrogenasen katalysieren die Spaltung ven H
wodurch je zweProtonen und Elektronemobilisiert werder(Gleichung?2).

H.z2 2%+Reg; E% -G413V (Gleichung2)

E° & Formales Standardredoxpotential (pH 7)

Diese Reaktion ist grundsatzlich reversitp2l,22] Wahrendman Hydrogenasenn vitro
meist eine Reaktionsrichtungnhand desRedoxpotentials apfagenkann werden diese
distinkten Rollen m mikrobiellen Stoffwechsel Ublicherweise von unterschiedlichen
Enzymen Gbernommen. Die Nutzung von &ls Energiequelle durcMobilisierung von
Elektronen niedrigen Potentials (Aufnah#dgdrogenasen) steht hierbeerdEntsorgung
Uberschussiger Elektronen (z. B. afi@smentativen Weggnzur Erhaltung des zellularen
Redoxgleichgewichtsgegentber (BildungsHydrogenasen).Einige Orgaismen besitzen
sowohl Aufnahme als auch Bildung$lydrogenasen und sind somit zur Energie
Rezyklierumy befahigt (siehe Abschnitt 1.2.1).

Der katalytische Mechanismus dieser Enzyme ist nicht vollstandig geKlart.bisherigen
Modellen ist eine Bindung vonan das Metallzentrurand seine heterolytische Spaltung
gemeirsam Der Elektronentransposrfolgt mittels einer Reihe vokisenSchwefel (FeS)
Clustern zum physiologischen Akzeptor, wahrend die Protonen mittels protonenieitende

Aminosauren an die Proteinoberfladhensportiertverden[23-27].
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[.2.1 Biologische Bedeutung und Verbreitung

Die Befahigung, H als Energiequelle zu nutzen, ist eine elementare Voraussetzung fur
tragendemikrobielle Prozesse auf der Erde. Im Zuge der hydrogenotrophen Methanogenese
wird CO;, schrittweise reduziert, wobeiHls Elekronendonator dierf28-31]. Innerhalb der
Acetogenese in aufHCO, spezialisierten anaeroben Bakterien erfolgt die initiale Reduktion
von CQ zu Formiat (MethylZweig) mittels aus Hoder Fdeq Stammenden Elektnen[32-

34]. Stickstoff fixierende Organismen produzierepndts Nebemprodukt der Nitrogenase, ein
Vorgang, der selbst bei,Mangel stattfindet[35-38]. Mittels AufnahmeHydrogenasen
erfolgtin diesen Organismegine teilweise EnergiRickgewinnung (Rezyklierung), eine-O
Entgiftung zum Schutz der Nitrogenase, sowie eine Verminderung der Inhibierung letzterer
durch das abgefluhrte Produkt [39,40] Der sogenanntmterspeciesHydrogenTransferist

ein syntrophes Ph&nomen, welches Organisimrsortien einen Energiestoffwechsel
erlaubt, den sie isoliert aufgrund von thermodynamischen Barrieren nicht bewerkstelligen
konnten[41-44]. Desweiteren nuem einige Prokaryoten  aHp sxidigkendeOrganismefi
zusammengefassind keine monophyletische Gruppe bildekdasserstoff als Energiequelle
und Ubertragen die Elektronen auf S0 Fe*, NO; oder O,. Die dabei generierten
Reduktionsaquivalente kdnnerur ElektronerlransportphosphorylierundATP-Bildung)
und/oder in autotrophen Organisnmr CO,-Fixierungdienen[45].

Die Bildung von H; in biologischenOkosystemerkann durch diverse Organismengruppen
erfolgen, zu denen auch manche Eukaryoten gehf@eh Clostridien, obligat anaerobe
Bakterien,entsorgen Uberschissige Elektronen didgiBildung zur Erhaltung de zellularen
Redoxleichgewichts Zu diesem Zweck besitzen die Organismen Ferredabirvingige
[FeFe}Hydrogenasen (Absciihl.2.2.2), deren Substrat durch disnzymePFOR (Pyruvat
FerredoxinOxidoreduktase) oder NFOR (NADHFerredoxin Oxidoreduktaseggliefert wird
[47,48] H, wird dartber hinausvon Cyanobakterienim Falle eines photosynthetisch
erzeugte Elektronenlbersaisses generier{49]. Bei den hierbei zugrunde liegenden
Mechansmen wrd zwischendirekte und indirektea BiophotolyseunterschiedenDies selit

in photosynthetisch aktiven Organismegine Erweiterung der oben beschriebenen,
Nitrogenase abhéngigen, Rroduktion dar[50-52] und Abschnitt 1.4).Eine weitere Quelle

fur biotisch generierten Wasserstathd Organismen, welchenultimere Gruppe4 [NiFel-
Hydrogenasen (Ectlydrogenasembschnitt 1.2.2.3.2pesitzenEin Beispiel ist der Formiat
HydrogenLyase(FHL; Hyd-3) Komplex ausE. coli[53,54]
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[.2.2 Systemadische Einteilung

Auf Basis von Sequenzvergleichen umafgrund detUbereinstimmung mit dem Aufbau des
katalytischen Zentrums erfolgt die allgemein anerkannte Einteilung der Hydrogenasen in drei
konvergent evolvierte Gruppgh5,55]. Allen Hydrogenasen gemaiamist die Anwesenheit
eineslow-spin F&*, sowie dessen Koordination durahgewshnlichediatomare Liganden,
welche sich in keinem anderen biologisclkarfaktor wiederfinden (zwei CO in [Fe}; je ein

bzw. zwei(Cl N) und @ O pro Eiseatomin [FeFe} bzw.[NiFe]-Hydrogenasen), im aktiven
Zentrum. Bevor diese neuer&ystematik durch modernebioinformatische Erkenntnisse
untermauert werdekonnte,erfolgte die klassische Einteilung ddydrogenasen hinsichtlich

ihres physiologischen DonatsiAkzeptoss (z. B. EGNr. 1.12.1.2 fur NAD; EG-Nr. 1.12.1.3

fur NADP"; EG-Nr. 1.12.2.1 fur Cytochrome oder B@r. 1.12.7.2 fiir Ferredoxin).

1.2.2.1 [Fe]-Hydrogenase (Hmd)

Die urspringlichals A Benfreif , s pl$t AFeSCluster frefi bezeichneteH,-forming
methylenetetrahydromethanopteridtehydrogenasg(Hmd oder [Fe]JHydrogenase) ist ein
spezielles, nur in einer Reihe vamethanogenen Archaea gefundeBegym.Es katalysiert
im Zuge der Methanogese einen Hydridiransfer von H zu Metheny
TetrahydromethanopteriGleichung 3) [56,57] und ersetzt damit die sfv-reduzierende
[NiFe]-Hydrogenase bei Nickelimitierung [58,59]

H+ CHMRT 2z CHEHMPT +H'; &G’ -5:5 kJ-mot (Gleichung3)
a5 & Formale Gibbs-Energie (pH 7); HsMPT = Tetrahydromethanopterin

Aufgrund derzwanzigach hoheren HAffinitat der Fog-abhdngigen Hydrogenase muss der
Metabolismus unteNickel-Limitierung durch eine im Vergleictieutlichhéhere Syntheserate
der Hmd kompensiert werdef60]. Das Enzymist als Monocistron @&diert und als
Homodimer (je 38 kDapro Monome)y aktiv [61]. Ein einzigartige FeGP (Eisen
Guanylylpyridinol) Kofaktor, welcher essentidilir die katalytische Aktivitat ist, ist kovalent
gebunderj62-65]. Die Hmd ist stark lichtempfindlicf66] und wird durch €O und(CI N)
reversibel inhibiert, bleibt jedoch bei Anwesenheit von Saueratdi¥ [60,66,67] Die Ho-
abhangigeReduktion von fur [FeFe}, und [NiFe}Hydrogenase tyipchen redoxaktiven
Farbstoffen bzw. die Nutzung dieser als Donatoremr Protonenreduktiowird durch das

Enzym nicht katalysier28].
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1.2.2.2 [FeFe}Hydrogenasen

[FeFe}Hydrogenasen finden sidimuptsachlichn anaeroberBakterien(Clostidien, Sulfat
Reduzierer) Daruber hinausind sie jedoch die einzigen Hydrogenasen, die auch in einigen
niederen Eukaryotemnerhalb vom Chloroplasten oder Hydrogenosomefundenwerden
(anaerobe Fungi und Ciliaten, Trichomonaden u@dindgen) [15,48,68,69] Archaeen
besitzen nach jetzigem Kenntnisstand keine [FeFsdrogenasen.Diese Gruppe von
Enzymen ist hauptsachlich als BildurAggdrogenasen bekanmoind weisteine einzigartige
katalytische Effizienz sowie Wechselzahlen bis zu zwei GréR3enordnungen Uber denen von
[NiFe]-Hydrogenasen aufbis zu 10.000 § [70]. Allerdings finden sich auch unter den
[FeFe}Hydrogenasen solche, die physiologissde AufnahmeHydrogenasen fungiererso
z.B. die periplasmatische Hydrogenase &ssulfovibrio vulgarisHildenborough Diesem
Enzymwird eine Schutzfoktion gegen oxidativen Stress zsgerieberf71].
[FeFe}Hydrogenasersind im Vergleich zu [NiFe}Enzymendeutlich lichtsensitver und
werden irreversibel durcl®, und CI O i Straktuteli tretenesie tiberwiegendals
Monomer auf, jedoch sind entgegen ursprunglicher Einschatzungen auch diméreptd
tetramere Strukturemmit zusatzlichen Fe&lustern bekannt [15,4755]. Dartber hinaus
spiegeln zahlreiche durch GenonrSequenzierung annotiertqqutative Genedie grol3e
Diversitatinnerhalb dieser Gruppe von Enzymeieder, sowohl beztglich demolekularen
Masseder katalytischen Untereinheit als awgr modularerEnzymgruktur[47,72,73]

Das katalytische Zentrum von [FeRdydrogenasen, auch-Bluster genannt, beinhaltetvei
Eisenatome, die in Korrelation ihrer Anordnung zum néchstgelegenem 8l&uster als
proximal bzw. distal bezeichnet werderDie Eisenatome koordinieren CGQund CN-
Liganden[73-75] und sind Uber eine Dithioldricke, welche nach neueren Erkenntnissen
ein StickstoffAtom im Zentrum beinhaltet, verknipf72] und Abb. 1.1a) Als Bindestelle
fur Hy, bzw. H wird das distale FAtom angeseher76,77] Die Reifung von [FeFe]
Hydrogenasen wird durch drei Hilfsproteine bewerkstellitgdE, HydF und HydG, welche
als Homologe in allen bekannten [FefFejdrogenasdeherbergende@rganismen gefunden
werden [78]. HydE und HydG sind SAMRadikalEnzyme, welchenach urspriinglichem
Verstandnisdie CO bzw. CN-Liganden aus Glycif79] oder Tyrosin[80], sowie die
Dithiolat-Briicke ausgehend von Cystein bereitstell€inzlich wurdemithilfe von in-vitro-
Reifungsystema gezeigt, das3yrosindie Vorstufe aller[FeFe}lassoziierterCO- und CN-
Liganden darstellt [81,82] HydF, ein FeSrotein mit GTPase Aktivitat, wurde als
Gerustprotein fur die Synthese des [FeEehtrums identifiziert [78]. Zellfreie

Reifungsstudiersowie reuere spektroskopische Daten von geréamgHydF deuten darauf
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hin, dasdiesesals alleinigerReifurgsfaktor ausreicht und dass ein vollstandig assembliertes
[FeFe}Zentrum bereitsan HydF synthetisiertund von diesem auf das Hydrogenase

Apoprotein Ubertragen wirf83,84].

A B
HN—
C
Cys ys
Open site \S,% / N 3/ )
5,5 N\ C
\ s—J[4Fe-4S] C ¥S,
N=Cu Fe Fe nC=N O=Cum Fg@—X—Ni——S
/C/ N AN Y s—Cys
7 \ N ’f,/ \S 3
o] |l o s
0] \Cysz

Abb. I.1 7 Strukturen der katalytischen Zentrenvon [FeFe} (A) und [NiFe]-Hydrogenasen B). In [FeFe}
Hydrogenasestellt das distale FAtom (relativ zum nachstgelegenen Felbister)die H-Bindestellewie auch
die Angriffsseite fur Eintritt der Inhibitoren CQler Q ( dpen sité), dar.[NiFe]-Hydrogenasen ehalten einen
dynamischen Briuckenliganden (Xyobeiin Abhangigkeit deg\ktivierungszusandsein PeroxeLigand (NiA),
Hydroxid-Ligand (NiB) oderHydrid-Ligand (Ni-C; katalytisch aktiviermutetwird (siehe Abschnitt 1.2.2.3.1)

1.2.2.3 [NiFe]-Hydrogenasen

Die am besten untersuchte und vielfaltigste Grugpeaktivierender Enzymevird durch die
[NiFe]-Hydrogenasen gebildet, welche in methanogenen Archaegeuschiedene®ruppen
H,-oxidierenderBakteriengefunden werderl5,55] Vertreter diese Enzymgruppe zeigen
mitunter bemerkensweet Unterschiede hinsichtlictihrer Struktur, dem physiologischa
Akzeptor, der katalytische Effizienz, H,-Affinitat sowie Stabilité gegentiber Sauerstoff.
Organismen, deren Habitat innerhalb eines aquatischen oder terrestrischen Okosystems
unmittelbar mit dem Vorliegen einéestimmterRedoxpotentials verkniipft ist, lewolvierten
mit den von ihnen beherbergten energieliefernden Enaynigaher korrelieren die
Charakteristikaeiner bestimmterjNiFe]-Hydrogenasemeist mit durch den Wirt und sein
Habitat definierten Anforderungg@8,55,85] Folglich weisen die Enzyme aus aeroben H
Oxidierem meid niedrige Ky-Werte (H ist nur in Spuren vorhandemspwie die héchste
Toleranz gegeniiber ;0auf [86]. Aufgrund der Diversitatkann in Ubereinstimmung mit
Sequenzabgleichezine Einteilung defNiFe]-Hydrogenasen in verschiedepiBylogenetisch
eigenstandig&ruppernvorgenommen werdefbschnitt 1.2.2.3.1]15,55,87]

Mitte der 1990er Jahre wurde die erste Kristallstruktur einer [Niyelrogenase aus
Desulfovibrio gigasgelost [88]. In Ubereinstimmung mit weiteren Kristallstrukturen von

Hydrogenasen au®esulfovibrio Spezies[89-91] wur de si e al s Prrot ot yp
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Hy d r o g e n a s e i Dasaglopgutiie Basishheterodimer besteht aus einer grof3en
Untereinheit (ca. 60 kDa), welche das bimetallische n#am tief im Molekulinneen
einschlie3tsowie einer kleinen Untereinheit (ca. 30 kDa), die mit der grof3en Untereinheit
Uber einebreite hydrophobe Kontaktflache in Verbindung steht. Das [NiEehtrumwird
durch vier Cysteiyl-Restekoordiniert wobei dasEisenatomzusatzlichdrei Nicht-Proteir
Liganden, ein CO und zwei(CI N)’, bindet([92-94] und Abb. 1.1b) Hydrophobe Gaskanéle
zum aktiven Zentrum wurden als {Eintrittswege beschriebef©5-97]. In [NiFeSe}
Hydrogenasen ersatein Selenocystein das Nickebordinierende Cysteif®8-100].

Die kleine Untereinheit stellt den Elektronentransport vom [N#Ea&jtrum zur
Proteinoberflachézum physiologischen Akzeptor/Donaiurchdrei linear angeordnetéeS
Clustersicher[88]. Diese weden als proximal, medial bzw. distal beziglich ihrer Anordnung
zum aktiven Zentrum bezeichnet.ABtandareHydrogenasefisinddas proximale und distale
FeSCluster [4Fe-4S}Kubane, wahrend in medialer Positioein [3Fe4S}Cluster mit
vergleichsweise ham Redoxpotentiaborliegt. In [NiFeSe}Hydrogenasen ist auch das
mediale Cluster ein [4F&S}-Kuban [98-101] Das proximale [4F&S}Cluster, welches
essentiell furdie katalytische Aktivitat ist[95], wird nach neueen Erkenntnisserin O,-
toleranten Hydrogenasen durch ein einzigartiges -B&jeCluster mit redoxplastischen
Eigenschafterrsetz([102-106] und Abschnitt 1.3.3.

.2.2.3.1 Redoxzustand und Q-Toleranz

Das Eisenatom im katalytischen Zentrum von [NiFgHrogenasen ist im Gegensatz zum
benachbarten Nickelatom nicht redoxakii¥e Ni-Redoxzustande kdnnen mittels Infrarot
(FTIR-) bzw. EPRSpektroskopie prazise untersucht werden und spiegeln den katalytischen
bzw. den Aktivierungaustand des Enzyms wiedg3,107] Die urspringlichen mittels EPR
detektierbaren paramagnetischen Zustandddet@n hierbei die zugrunde gelegte
Nomenklatur: Nj-A (A uunreaflyg Ni-B (A rréady)fsguie Ni-C ( A a factifrey, r
stellen die drei Basidktivierungszustande dedNickelatoms dar. Die unter aeroben
Bedingungenisolierte odergelagerte [NiFeHydrogenase ist katalytisch inaktimnd weist
einen der oxidierten Zustandsi-A oderNi-B, auf Die beiden Zustéande unterscheiden sich
in der Reaktivierbarkeit des Enzyms hervorgerufen durchjeweils unterschiedliche
Briickenliganden im aktiven Zentrurfil08,109] Ni,-A bezeichnet den am starksten
oxidierten Zustand niit einem moglicherPeroxoeliganden), in welchem das Enzym nur
durch lange und energieaufwéandige Reduktion reaktiviert werden KE0IR110,111]

wahrend Hydrogenasen im NB Zustand noglicherweisemit einem HydroxidLiganden)
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rasch unter reduktiven Bedingungen aktiviert werden konng¢hl2,113] Ni,-C stellt den
katalytischaktiven Zustand miteinem verbrickenden Hydridn dar[114,115] Die weiteren,
EPRinaktiven Ni(ll)-Zustdnde Z. B.Ni-S) sollen hier nicht vertiefend beleuchtet werden.

Der Unterschied zwischen.@oleranten ud ASt-Bigdaobdenasenid zeigt
Moglichkeit der autogenen£Entgiftung. Q-tolerante Hydrogenasen besitzen Mechanismen,

die sieentweder vor @Eintritt schitzen(Abschnitt 1.2.2.3.2; regulatorische Hydrogenasen)

oder Sauerstoffspeziesasch dirch Reduktionentsorgen kdnnenDie drei Cupriavidus
necator(Cn) Hydrogenasenwelcheals Prototypen @-toleranter Enzymangesehen werdgen

sind beispielsweise duraas Fehlen des NA Zustandsharakterisierf116,117]

1.2.2.3.2 Einteilung

Die Klassifikation der [NiFeHydrogenasen erfolgt mittels Abgleichungsmethoderf
Proteinsequenzebenevodurch sich vier voneinander abzugrenzende Gruppengeben
([15,55] und Talelle 1.1). Gruppe 1 (Membran-assoziierte AufnahmeHydrogenaser)
beinhaltet periplasmatische, energiekonservierende Enzyme, welche mit einem
membranintegralen Cytochrom verknipft und damit unmittelbar an die Reduktion des
ChinonPools der Atmungskette gekoglt sind. Sie generieren Elektronen niedrigen
Potentials, die terminal auf die jeweiligen respiratorischen Akzeptoren wie beispielsweise O
NOs, Fumarat oder S§ (ibertragen werdef55]. Gruppe 1 reprasentiert strukturell keine
streng homologe Gruppddas Enzym ausWolinella succinogenegHydABC) wird als
Prototyp angesehef118]. Weitere prominente Vertretesind die MBH aus Cupriavidus
necator (HoxGKZ, Abschnitt 1.3.2)[119-121], die E. coli Hydrogenasen 1HyaAB) und 2
(HybOQ) [122-125]s owi e di e z uwHord ralgse nASteanriid dbrez ei chne
SulfatReduzierern des Genixesulfovibriq von denermehrereKristallstrukturenvorliegen
[88,90,91,97,126]Die meisteriNiFe]-Hydrogenaseder Gruppe Eind mit einem Membran
Anker in Form einer dritten Untereinheit direkt in die Membran integriert, wahrend der Ubrige
Teil des Enzyms in Richtundes Periplasma ausgerichtet istDer Export deseifen und
gefalteten Enzyms erfolgt dabei iberwiegend mittietsbekanntermembrane targeting and
translocation(Mtt) [127] odertwin-arginine translocatior{Tat) [128] Sighalweg.

Innerhalb der Gruppe 2 finden sich cytoplasmatisch lokalisiertecyanobakterielle
Aufnahme- sowie sensorische Hydrogenase®ie Rolle der cyanobaktierelleiufnahme
Hydrogenasen wurde bereits in Abschnitt 1.2.1 erlautert. s8id ausschliel3lich in p
fixierenden Cyanobakteriemlevant wo ihre Regulation mit jener der Nitrogenase gekoppelt

ist [129]. Redukionsaquivalente welche im Zuge der HRezyklierung durch Gruppe 2
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Hydrogenasen gebildet werden, kbnriewie beispielsweise i\quifex aeolicus zur CQ-
Fixierung in den reduktiven Tricarbonsaurezyklus eingeschleust wgrden

Tabelle 1.1 7 Einteilung aller Hydrogenasen inklusive der [NiFe}Hydrogenasen Untergruppen. Die
Angaben wurden modifiziert na¢h5,55]

Gruppe Bezeichnung Funktion Domane

Hydrid-Transfer zur schrittweisen GO
Reduktion (Methanogenese)
Hauptséchlich H#Bildung zur Bacteria,
Entsorgung tberschissigeE @ Eukaryota

[Fe]-Hydrogenase Hmd Archaea

[FeFe}Hydrogenase -

[NiFe]-Hydrogenase

Gruppe 1 Membranassoziierte Aufnahm Mobilisierung energiereicher ElektroneBacteria,

Hydrogenasen fur die Atmungskette Archaea
Cyanobakterielle Aufnahme . . .
Gruppe 2a Hydrogenasen EnergieRezyklierung Bacteria
H.-sensierende, regulatorische Transkriptionsregulation ntebolischer .
Gruppe 2b Hydrogenasen Hydrogenasen Bacteria
. Generierung von RQ?in Form von
Gruppe 3a Fiooreduzierende HydrogenaselF42 +> (Methanogenese) Archaea
Grupoe 3b NADP-reduzierende Hauptséachlich H#Bildung zur Bacteria,
PP Hydrogenasen Entsorgung tberschissigeEQ Archaea
Grupoe 3¢ Methylviologenreduzierende  Generierung volREQ' fiir Hetere Archaea
PP Hydrogenasen Disulfid-Reduktase (Methanogenese)
NAD(P)-reduzierende, Generierung voiREQ, sowie Erhaltung .
Gruppe 3d bidirektionale Hydrogenasen  des Redoxgleichgewichts Baderia
. . Bacteria,
Gruppe 4 Ech-Hydrogenasen Energiekonservierung Archaea

4 REQ= Reduktionsaquivalente(n)

Sensorische bzw. regulatorische Hydrogenasenrden bislang ausschliel3lich in
Untergruppen deProteobéterien gefundenwo sie durch BtWahrnehmunglie Produktion
von AufnahmeHydrogenasenauf Transkriptionsebenekontrollieren. Hierzu gehéren
beispielsweisalie regulatorischen Hydrogenasen &griavidus necatofAbschnitt 1.3.2.3
und [131-135]), Bradyrhizolum japonicum[136] und Rhodobacter capsulatud37]. Ho-
Sensorensind gekennzelnet durch ihre Sauersteftabilitat Diesewird durch verengte
Gaskanale, welchgenEintritt des @-Molekiilssterischverhindern gewahrleistef138,139]

In Gruppe 3 sind bidirektionale, heteromultimere, cytoplasmatische Hydrogenasen
zusammengefasdbiese Enzyme, strukturell au$ & Untereinheiten bestehend, koppdla
H,-Aktivierung mit der Reduktion loslicher Kaktoren wie NAD, NADP', Fso oder
MethanophenazinViele [NiFe]-Hydrogenasen dieser Gruppeerden in methanogenen
Archaeen gefundenvo siezentraleH,-abhéngige Schritte katalysierf28]. Cyanobakterign
aerobe Hoxidierende Bakterien und hyperthermophile Archaea (2yBococcus furiosys

beherbergen weitere wichtige VertretersgieEnzymgruppe
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Die ersteisolierte und charakterisierfdAD*-reduzieende Hydrogenase dieser Gruppar

die l6sliche [NiFe]JHydrogenasqSH) aus C.necator (Cn), welche das Zielenzym dieser
Arbeit darstellt(Abschnitt 1.3.3und [140]). Die SH ist ein hexameres Enzym, bestehend aus
den Untereinheiten HoXHFUI,. Homologe der SH finden sich in Cyanobakterien und
weiteren phototrophen Bakterien, wobei sie dort als pentamé&ezym mit den
Untereinheiten HOXHFUE auftreten[141-145]. Das Hydrogenasklodul HoxYH enthélt
das [NiFe}Zentrum, wahrend das zweite Modul, HoxFUWEw. HoxFUl,, als Kodfaktor-
Oxidoreduktase oder Diaphorase bezeichnet .witetzteres enthalt meistFlavine
(FAD/FMN) undweist strukturelle Ahnlichkeit mitder mitochondriale™NADH : Ubichinon
Oxidorediktase (Komplex I) aufl46,147] Enzyme di eser Gruppe werc
bezeichnet, da sie oftmals als zentrale Elektronenvemtigieren undn Abhangigkeit des
zellularen NAD(P)H/NAD(P)" Pools reguliert werden. In phototroph@mokaryotensind
starke H-Bildungsraten in unmittelbarer Reaktion &#dlichtungbeobachtet worden, die aus
einem NADPHUDberschuss als Konsequenz erhohter Photosyls@estrahlung resultieren
[148]. Die Hydrogenasen | und Il aus dem hyperthermophilen ArchBgmtoccuduriosus
sind NAD(P)Habhangge Enzyme, denen physiologis¢ty-Bildungsaktivitat und dartber
hinaus die Fahigkeit zuH.-abhangigenReduktion elementaren Schwefels®)(Su HS
nachgewiesen wurdé49].

H.-evolvierende, Membran-assoziierte, energekonservierende (Ech) Hydrogenasen
bilden die Gruppe 4. EchHydrogenasen sind multimer&nzyme (sechs oder mehr
Untereinheiten),welche in unterschiedlichst8toffwechselpozesse eingebunden sind. In
hydrogenotrophen Methaildnern stellen siereduziertes Ferredoxin fur die Initilerung
einerseits der C@Reduktion (zu FormytlMethanofuran; Methanogenese) als aubér
anabolen Biosynthesewedpereit [28]. Unter physiologischen Bedingungen (pH 7;,pH
10Pa; Fd/Fdes<0,01)i st di e Redukt i o+00wmy)rausgebendvendderx i n (
Aktivierung v o n300MaVvsbsi pH =s10 Ba) dia stark éndergon@eaktion
welche im Falle der EckHydrogenase durch Kopplung mit Protofiemnentranslokation
bewerkstelligt wird. Das in diesem Zusammenhang am besten untersuchte Enzym ist die Ech
Hydrogenase aublethanosarcina barker{150,151] welche inUbereinstimmungmit den
vorherigen Ausflihrungen als lonenpumpe fieng152]. Weiteran Hydrogenasen der Gruppe

4 wurde deumgelehrteReaktionsweg ausgehend von reduziertem Ferred@dhgewiesen,
wobei H, gebildet und gleichzeitigProtonen durch die Membran transpottieverden
(Energiekonservierungkin Beispiel fur eine solch&TP liefernde Hydrogenase ist die MBH

ausPyrococcus furiosufl53]. BakterielleEch-Hydrogenasen sintkilweise an die anaerobe
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Oxidation von CiKomponenten gekoppelt Ein gut untersuchte Vertreter ist die
Hydrogenase8 (hyc Operon) audgscherichiacoli, welche Teil ded~ormiatHydrogenlyase
Komplexesist (FHL; Spaltung von Formiat in Hund CQ) [53,54] Eine multimere putative
Hydrogenase 4hff Operon), ebenfalls aul. coli, wird geméal? Sequenzabglei¢h5,55]
ebenfalls inGruppe 4eingeordnefl54,155]

1.2.2.3.3 BiosyntheseReifung

An der Synthese des aktiven Zentrums ybiiFe]-Hydrogenasersind mindestens sieben
Reifungsfaktoren beteiligi([156-158] und Abb. 1.2). Hierbei handelt es sich um die

S 0 g e n a n n thydrogendsepleiotfopicn ) Proteine A, s eit@, D,
spezifische Endopeptidgseelche derReifungsprozessdurch Gterminale Vekirzung der
katalytischen Untereinhed@ibschlie3tIn Proteobakterien liegen dieyp Gene geclustert und
meist in unmittelbarer Nachbarschaft zu den jeweiligen Hydrogediakturgenen vor,
wahrend sie z. B. in Archaeen oftmals isoliert und lber das iGerdeilt gefunden werden
[28,55] Anfang der 1990er Jahre wurderstmalsProdukte dehyp Genein E. coli[159,160]
sowie C. necator[161-163] untersucht. Die Reifungssysteme in diesen beiden Organismen
sind heute die am besten untersuchten, insbesomadgeund devon Bock und Mitarbeitern
geleisteten Pionierarbeiten zur Reifung der HydrogeBafdycEUntereinheit) aus. coli
[164-179] Homologe akzessorische Gene finden sich in allen bekanfitRe]-
Hydrogenaserbeherbergende®rganismen Der Prozess wirdgenerellals hochkonserviert
argenommen156].

Die erste nachweisbare Interaktion innerhalb der Reifitagkside stellt die spezifische
Bindung des Chaperons HypC an die Hydrogetasereinheit darfAbb. 1.2: Schritt1).
HypC koppeltsich erst wieder nach d&omplettierung des katalytischen [NiF&gntrumsab
und ver hindert S0 eine ykleuAblii 4.2 tSehritté1ad) t ung
[164,167,172] Ein zweitesHypC-Molekdl bildet einen dynamischen Komplex mit HypD als
Gerust fur den Aufbau und die Einschleusung isenrGruppeFe[(CN),CO]. Diese duale
Funktionvon HypC konnteém Falle der SHdurch Isolierung sowohl stabiler HypldoxH-

als auch HypeHypD-Komplexe nachgewiesen werdgh80] und Abb. 21a,l. Der HypCD
Komplex koordiniert das Eisenatamnd dirigiert dieLiganden-Assemblierundzwei CN und

ein Q0) sowie den anschlieRenden Transfauf die HaseUntereinheit HypD besitzt ein
oxidatonssensitives [4F4S}Cluster. Eswird daher angenommemlass detCN-Transfer

von HypE aufdas HypCDkoordinierte Eisenatoneinen HypDabhangigen, redoxaktiven
Schritt beinhaltef176,179,181183].
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x ATP + x CMP AMP CH x PP,

S J
H,ase-Modul (HoxYH) @

SH-Holoenzym

Abb. 1.2 7 VorgeschlagenerReifungsweg von [NiFejHydrogenasen am Beispiel der SH au€. necator
Erlauterung: sieh&ext. Modifiziert nach [184].

Anders als bei deReifungvon [FeFe]Hydrogenasen wden die CN-Ligandenundder CO
Ligand bei [NiFe}Hydrogenasen aus unterschiedlichen Vorstufen synthetisiert.w@il
durch ein Zusammenspiel von HypE und HyjiF1,175]aus Carbamoylphosphat (G
gebildet[171,185] Hierbei UbertragHypF denausCMP mobilisiertenCarbamoylrest unter
ATP-Verbrauch auf den @rminalen Cysteiyl-Rest von HypE. Der hierbei entstehende
ThiocarboxamieRest wird durch HypE anschlielBend untdrPAVerbrauch zu einem stabilen
ThiocyanatRe s t konvertiert. Diese Amodifizierteh
Komplex mit HypCD und erlaubt so die} b e r g aNelL@ander Bie darauf folgende
CO-Einschleusung erfolgt erst nach vorheriger-Gidertion[182]. Der Ursprung von CO ist
hierbei nach wie vor unklar, wobei CMP als Quelle ausgeschlossen werden Be&inn.
lithoautotrophem Wachstum vo@n wurde m Uberschuss supplementiertes gasférmiges
Cl O al s Qpetietnacimgewdesen, wahrend unter heterotrophen Bedingungen zellulare
Metaboliten wie zB. AcetytCoA als Vorstufen diskutiert werdefl85-188]. HypCD
Komplexe mit vollstdndig assembliertEe[(CN),CO]-Gruppewurden kirzlich aus sowohl

E. colials auchC. necatorisoliert [181,182] Dadurch wurde deMachweis erbracht, dass die

T 137



Einleitung

LigandenAssemblierung bereits vor de Transfer der Gruppein die Hydrogenase
Untereinheit statindet (Abb. 1.2:2).

Der Ubertragung des Fe[(CM)O]-ZentrumsschlieRt sichdie NicketEinschleusungn (Abb.

1.2: 3). Die MaturaserHypA und HypBbeschleunigen den Einbau substantiell, sind jedoch
fur denVorgang nicht essentiellApschnitt 1V.7). Beide Proteinebesitzen Bindestellen fur
Nickel-lonen In HypB liegt zusétzlich eine GTBindestelle vor undsTPaseAktivitat wurde

in mehreren Fallen nachgewiesedowohl HypAB-Komplexoildung (Abb. 111.21e,f k) als
auchGTP-Verbrauchwurden im Zuge der Nicketinschleusung demonstrigft65,189194].

Die Pradsenz des eingebauten Nickelatoms in Kombination mit einem spezifischen
Erkennungsmotivig Cn HoxH: CxCx;H/R) stellendie Voraussetzung fur die abschlieRende
C-terminale Verklirzug der HydrogenasEntereinheit dar (Abb. [.2: 5) [168,195]
Hydrogenasen besitzezu diesem Zweckoch spezifische Endopeptidasfl69,178,196

198], beispietweise HoxW im Falle der SH aw@n (Abspaltung von 24 Aminosauren),
HoxM im Falle der MBH au<Cn oder Hycl im Falle der Hydrogenase 3 dtiscoli. Der
Reifungsprozess wird abgeschlossen durch die Faltung der Unterewdditrchdas [NiFe}
Zentrum umschlssenwird undsichin der Nahe der hydrophoben Kontaktflache zur kieine
Untereinheit positioniertDadurchwird die Assemblierung des Holoenzymisndglicht

Eine weitere Maturase, HypX, wurde in phylogenetisch unterschiedlichen Bakteriengruppen
gefundengdenen die Eigenschaft gemsamist, H, unter aeroben Bedingungen umsetzen und
damit Q-tolerante Hydrogenasen synthetisieren zu korja®8-201]. Die genaue Funktion

von HypX ist bislang nicht bekannjedochhat seine Deletion phanotypis@&ine Unfahigkeit

zur aeroben BFAufnahme zur Folge [202]. [NiIFeFHy dr ogenas e n, w-el che
Stammen isoliert wurden, zeigtenlen Verlust der Q-Toleranz und katalytische
Eigenschaften, die denen deiS t a rHgdaogethasefi Ahneln(Abschnitt 1.2.2.3)203].

[.3 [NiFe]-Hydrogenasenaus Cupriavidus necator

1.3.1 Das A K n-Bdkterigm €ujpriavidus necator

Cupriavidus necator (Cn; frihere Namen: Hydrogenomonas eutrophusAlcaligenes
eutrophus Wautersia eutrophaRalstonia eutrophgist ein strikt respiratorischefakultativ
chemolithoautotropheBa kt er i um a u s -Rioteobakteref2p4h Es kane aus b
Bodensowie aquatischen Okosystemen an derobAnaerobGrenze isoliert werden und
besitzt einen aul3erst vielseitigen, aliverse Umwelteinfllisse angepassten Metabolismus.
Al s Vertr et e-Bakterierrist erkKderalLhde,grit #l éls einziger Energiequelle
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und Q als terminalentlektronen&zeptor zu wachsen, wobei €Ober den CalvirBenson
Bassham Zyklus fixiert wird205]. Unter anaeroben Bedingungest Cn zur Nitratatmung
(NO3) befahigt Zum fermentativen Stoffwechsabt der Organismus nach bisherigem
Kenntnisstand nicht in der Lag206].

In Abwesenheit von FHkann Cn einenchemoorganieeterotrophen Stoffwechsel betreiben,
wobei Fruktose Formiat, Pyruvatbestimmte Aminosauren oder Intermediate des Krebs
Zyklus als Energiequellen dienen, nicht jedoch Glucd204]. Bei Stickstoff bzw.
Phosphanangel kann das Bakterium Polyhydroxybuttersdure (PHB) als Speicherstoff
synthetisierenCn ist ein Modellorganismugir autotrophes Wachstyrdie Bildung von G-
toleranten Hydrogenasen sowidélir Anwendungen in der Umweltdiechnologie
(Denitrifikation und Aromatenabbg@07]) und derindustriellenBiotechnologie (Bioplastik
Produktion[208-210]).

I.3.2 WasserstoftMetabolismus in Cupriavidus ne&ator

Cupriavidus necatorbesitzt hinsichtlich des stoffwechselphysiologischen Umschaltens in
Abhéangigkeit sich &ndernder Bedingungen einzigartige Regulationsmechanismen, welche seit
mehreren Dekaden intensiv untersucht werd2hl]. Der Organismus ist zu einem
mixotrophen Stoffwechsel in der Lad212], da die Enzyme des Kreyklus selbst walend

des lithotrophen Stoffwechsefgasent undaktiv sind [211]. Dies und andere Ergebnisse
fuhrten zu dem Schluss, dass das Bakterium einen heterotropheiMK&inolismus besitzt

und seinen heutigen lithoautotrophen Stoffwechselolutiondr erst spater erwarb
[133,211,21215]. Zentrale Enzyme des lithotrophen Stoffwechsels stehen unter globaler
Kontrolle genomischer Regulatorf?il6,217] Deshalb erscheint es nicht verwunderlich, dass

die Expression der Gene fur Hydrogenasen, Enzyme des &Zalkins sowie weiterer pHG1
kodierter Proteine nicht exklusiv unter lithotrophen Bedingungen induziert werden, sondern
teils im Zuge einer generellen Streé&stwort als Reaktion auf energielimitende,
redoxabhdngige zellulare Bedingungen. Unter heterotrophen Bedingungen kdonnen
unterschiedliche Energiesubstrate, allen voran Glycerin, solche Bedingudigekt
induzieren [214]. Zum Vergleich: Bei Wachstum auf Succinat oder Pyruvat z€igt
maximale Wachstumsraten und die komplette Repression der Gene des lithotrophen
Stoffwechsel§211,214] Unter lithotrophen Bedingungen §HCQO,) wie auch bei Wachstum

auf Glycerin verlangsamt sich die Wachstgeschwindigkeitund es kommt zur Expression

der Gene fur lithotrophen Stoffwechsel, wahrend Gene anderer zentraler Stoffwechselwege

herunterreguliert welen Dieses Verhalten weist Ahnlichkeiten generellerStressantworten
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anderer Bakterien auf [218]. Uberdies istdie Expressionsrate detie energieliefernden
HydrogenaserkodierendenCn Genebei Wachstum auf Glycerin sogar um ein Vielfaches
héher als bei Wachstum au$,HD, und CQ ([203,214,219,2200ind Abschnité 111.2.1,1V.2).

Cn besitzt mindestens drei [NiFé]ydrogenaser{221] (Abb. 1.3): Die periplasmatische
Membran gebundene Hydrogenasde(mbrane Bound Hydrogenas&BH), ein trinarer
Komplex bestehend aus HoxG, Hoxkhd HoxZ, gehort zu deenergiekonservierenden
AufnahmeHydrogenasemler Gruppe Xsiehe Alschnitt 1.2.2.3.2]119-121,222] HoxG (67
kDa) enthélt das [NiFeZentrum. Die dort mobilisierten Elektronen werden durch HoxK (35
kDa), der kleinen Untereinheit, mittels einer Reihe von-E&tern auf einmemban
integrales dHam-Cytochromb (HoxZ Untereinheit; 28 kDa) ubertragen und so direkt in den
ChinotPool der Atmungskette eingespeist. Die MBH liegt physiologisch als Membran
gebundener Superkomplex, bestehend aus drei Hox&KReiten vor [223]. Sie gehdrseit
kurzem zu den ersten £toleranten Hydrogenasen, deren Kristallstrukgelost wurde
[103,106] Im Zuge dessen bestétigte sich die Vermutung, dass das Attribup-dedebanz

bei Vertretern der Grupp®[NiFe]-Hydrogenasen durch ein einzigartiges proximales {4Fe
3S}Cluster, koordiniert durch sechs CystdiRReste, verliehen ind [102,105,224,225]
Dieses FeSluster besitzt redoxplastische Eigenschaften, welalieen raschen
AR¢scktransportfi v o raZenEumeukd dadorohedie redulttive EptisrnuRce |
von Sauerstoffspezies ifrorm von HO ermdglichen Es wird vermutet, dass der
Reifunggaktor HoxR inC. necatorfur die Insertion des [4F8S}Clusters in HoxK unter
aeroben Bedingungen benétigt wjgP6,227]

Die  cytoplasmatische, bidiktionale ~NAD-reduzierende Hydrogenase Safuble
Hydrogenasg SH) stellt dasZielenzym dieser Arbeitlar undwird ausfihrlich in Abschnitt
[.3.3 beschrieben. Wahrend die Deletion der MBH zu keinerlei Veranderungen im
Wachstumsverhalten vo@n unter lithoatotrophen Bedingungen fuhrt, hat das Fehlen der
SH unter diesen Bedingungen eine Verminderung der Wachkstiegwon bis zu 70% zur
Folge [228]. Dadurch zeigt sich die zentrale Rolle der SH als energielieferndes und
gleichzeitig regulierendes Enzynjl133,205,211,215,228] Die SH ist physiologisch
hauptséachlichals AufnahmeHydrogenaserelevantund koppeltdie Ho-Oxidation mit der
Bildung von NADH welchesfur die CO,-Fixierung und Atmungskettbendtigt wird Wie

alle bidirektionalen Hydrogenasen (Gruppe f@8nhgiert sie dariber hinausils wichtiges
ElektronenAblassventilzur Erhaltung des zelldren Redoxgleichgewichts. Tatsachlich kann
unter bestimmten Bedingungen,-Bildung durch die SH beobachteihd auch induziert
werden[140,229]
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Abb. 1.3 7 Physiologische Funktionder drei [NiFe]-Hydrogenasenaus Cupriavidus necator Die MBH ist
eine periplasmatische Aufnahshfydrogenase, welche energiereiche Elektronen aus g8&p#éltung direkt in
die Atmungskette einspeist. Die bidirektionale, cytoplasmatische SH fungietange ein zellulareNAD™-
Uberschus vorliegt - als AufnahmeHydrogenase und stellt NADH fiir die Atmungskette oder fiir dig-CO
Fixierung bereit. Fur letztensird NADPH benétigt, welches agshend vorNADH durch Transhydrogenasen
(TH) bereitgestellt wird. Eine regulatorische Hydrogenase)(Rhgiert als H-Sensor und reguliert die
Transkription der MBHund SHGenedurch Phosphorylierung eines globalen Regulafbese der Abbildung
wurden von[221] adaptiert.

Die Regulation der Produktion energieliefernder Hydrogenas@m ist nichtausschliel3lich
der zuvor beschriebeneedoxabhéngigeStressantwort unterworfen. Eine-Mahrnehmung
und damit Transkriptionskontrollen Abhangigkeit der ktKonzentration erfolgdurch eine
regulatorische Hydrogenase (RHbestehend aus den Unterheiten 8d%2 kDa)und HoxB
(36 kDa)[131,132] Die RH ist in der Form zweieHoxBC-Heterodimere, gkoppelt mit
einer HistidinProteinkinase (HoxJ), aktj230-232]. Der genaue Signalmechanismus ist nicht
vollends geklart. Es wird angenommen, dassin globale Transkriptionsregulatorin
Abhangigkeit der HKonzentration durch den RH/HoxKomplex phosphoryliertwird,
woraufhin diesedie Transkription der SHind MBH- Struktur, und Hilfsgeneinitiiert [230].
Struktur, sowie akzessorische Geder Hydrogenasem Cn sind in drei Clustern auf dem
pHG1 Megaplasmid organisier([233-236] und Abb. I1ll.1). Die MBH sowie RH
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Strukturgenesind auf einen22 Kilobasen kb) umspannenden Locubeschrankt In
Nachbarschaft der MB#btrukturgenehoxGKZ befinden sich die fir die MBHReifung
essentiellen akzessorischen GdrexMLOQRTVsowie ein vollstandiger Satpleiotroper
ReifungsgenehypA1B1F1C1D1E1XDas Cluser wird vervollstandigt durch difgir den H-
Sensorrelevanten GendéoxABCJsowie hoxN1 welches eia hochaffine NickelPermease
kodiert [237-241). Das SHCluster beinhaltetdie StrukturgenéhoxFUYH| dasdazwische
liegendehoxW (welches dieSH-spezifische Endopeptidas®mdiert) sowie einen partiellen
Satz dupliziertehyp Gene(hypA2B2F2 Abb. I11.1).

Raumlich zvischen den MBH sowie SHassoziierten Genregionenauf dem pHG1
Megaplasmid befindet sich ein Clusterwelches zwei Gene (PHG064, PHGO065) mit
Kodierungskapazitat fur eine vierte [NiHdydrogenase enthalf206,236] Da Cn in
Abwesenheitder MBH- und SHStrukturgenadie Fahigkeit zur BtAufnahme verliert steht
die phanotypische Demonstration einer zusatzlichen AufnaHgdrogenase bisher aus
[134]. Gemal3 einer kirzlich verdffentlichten Studie handelt es sich hierbei jedoch um eine
funkt i &tniad ebakA er i el | e, ddrep Eigeosghaftera sioh Geutfcth o
denen der SH, MBH und RH unterscheid¢242] und Abschnitt 1V.6).Die Strukturgene
liegenin Nachbarschafzu einem vollstandigen Satzyp-Gene hypF3C2D2E2A3BBsowie
einem Gen PHGO070, welches eine putativieeninale Eedopeptidas&odiert (Abb. 111.1).

1.3.3 Die bidirektionale, NAD" reduzierende Hydrogenase (SH)

Die SH ist, wie alle bidirektionalen [NiFeHydrogenasen ein aus zwei funktional
voneinandeabzugrenzendeModulen aufgebautes multimeregtoplasmatisches Enzymit

den Untereinheiten HoxH (55 kDa), HoxY (RBa), HoxU (26 kDa), HoxF (66 kDa) sowie
Hoxl, (19 kDa je Monomer)[243] (Abb. [.4). HoxH, die groBe Untereinheit des
Hydrogenasd®imers HoxYH, beinhaltet sechs fur [NiFeéflydrogenasen typische
konservierte Motive [244,245] und durchlauft einen komplexen posttranslationalen
Reifunggzyklus zur Einschlesung des [NiFekentrums Abschnitt 1.2.2.3.3). Die kleine
Unt ereinheit HoxyY stellt ei ntandavddy ¢, 0 g € ® a Vearmr
dar. Sie besitzt lediglichein [4Fe-4S}Clusterund als einzigartigesCharakteristikumeinen
reversibel gebundenen FMKIofaktor (FMN-a), welcher sich innerhalb des Sttbloenzyms

in unmittelbarer Nachbarschaft zum [NiF&¢ntrum von HaH befindet [246]. Allen
bisherigen Analysen zufolge und in Ubereinstimmung mit der Prasenz konservierter
Cysteiryl-Reste sind innerhalb d&aphoraseModuls HoxFU drei [4Fe4S} sowie ein [2Fe
2S}Cluster vorhanekn. Die Elektronentransportkette innerhalb des Modwsd
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vervollstandigt durch einekovalentgebundenen FMNKofaktor (FMN-b) [246-248]. HoxFU
weist groBe Ahnlichkeit zu den peipheren Untereinheiten der NADH Ubichinon
Oxidoreduktase (Komplex Buf[249].

NAD* Oxidoreduktase Modul

NADH/H*

NAD*

H,ase Modul

Abb. 1.4 1 Struktur der SH aus Cupriavidus necator ErlauterungensieheText. Fir dle dargestellten FeS
Clusterwurden anhand von Koordinationsmotiven innertddb AS Sequenj4Fd 4S}FKubanevorgeschlagen.
Lediglich bei einem deroxU-gebundenetkofaktoren handelt es sich wahrscheinlich um[2ke 2S}Cluster

Die SH stellt die erste bidirektionale [NiFeydrogenase dar, welche gereinigt und
biochemisch chakterisiert wurde, wobei von einer tetrameren Struktur (HoxHYUF)
ausgegangen wurdé40,250,251] In spateren Arbeiten wurde jedoch durch Anpassung der
Reinigungsbedingungen ein hdhermolekularer Komplex isolieztcher zusatzlich ein mit
HoxFU assoziiertes Dimer, Haoxlenthielt [243]. Hoxl besitzt keinerlei strukturelle
Ahnlichkeit mit der in cyanobakteriellen Gruppe 3 Hydrogenasen vorhandenen Untereinheit
HoxE. Vielmehr leinhaltet es eine putative Nukleotindestelle in der zentralen Doméane
und ermoglicht eine Aktivierung der oxidierten SH in Anwesenheit von NA[RRA].

Die SH ist charakterisiert durclkine auBergewthnliche,JoleranZ. EPR, sowie FTIR
spektroskopische Daten zu den oxidierten wie auch reduzierten Zustanden bezeugen, dass das
Enzym sich von allen anderen bisher analysierten Hydrogenasen untersididigzi2254].

Die Datenfuhrtenzunachszu dem Vorschlag, dass die SH ein modifiziertes [NiEehtrum

mit zwei zusatzlichefC [ NLiganden besitzt, von denen einer mit Nickel koordiniert ist
[202,254] Diese These wurde jedodarchin-sitt-EPR und FTIRMessungemwiderlegt, so
dassder Mechanismus der,cXoleranzmomentarerneutzur Diskussion steH255-257] Die

separaten Module HoxYhHsowie HoxFU wurden kuirzlich biochemisch charakterisiert

a@Tol eranzé i m,Begbhbht2t @Gubé@Dei chnet ¢liysiolodisthgenscha:
katalytische Reaktion selbst bei Anwesenlven O, bewerkstelligen zu kbnnen. Demgegen Ukemn ein 80,-
stabile®Enzym in Anwesenheit von Qereinigt und gelagert werdeast jedoch zunachst katalytisamaktiv.

T 191



Einleitung

[247,253] Die daraus gewonnenen Daten féhr zu dem momentane&onsens dass die

beiden FMNKofaktoren zentrale Roltein der Bidirektionalitdt verbunden miter schnellen
reduktiven Entfernung von Sauerstoffspeza@s [NiFe}Zentrum einnehmefR46,247] Das
HoxY-assoziiert und in unmittelbarer Nahe des Pé}Zentrums positionierte FMN-a

konnte hierbeials 2zu-1 Elektronenkonvertefungieren Dies stimmt mit der Feststellung
Uberein dass diem Falle vonA St a fHdyadir b genas en i b-Reddtxzustindee t e n
(siehe Alschnitt 1.2.2.3.1ur die SH spektroskopisch nicht erfaggrdenkdnnen[116,252]

Die SH kann verschiederfur [NiFe]-Hydrogenase typische redoxaktive Akzeptoren bzw.
Donatoren nutzen [140]. Durch Reduktiondes Enzymsuber langere Zeitraumenit
katalytischen MengenNADH unter H-Atmosphare sowie im Verlauf des Hy-
Umsetzungzyklus findet eire Konformations&nderung innerhalb der SH statt, die zur
A¥f fnungfd des riutvanHaox¥gebuddenam RV sowie zur Freigabe des
[NiFe]-Zentrums finrt [246]. Durch dieseFreisetzung von FMM kommt es zueinem
Abbruch der Elektronentransportkette (Verlust dgiNAD™ Aktivitat) zwischen dem [NiFe]

Zentrum und den FeGlustern.Folglich wird die Reduktion vorz. B. Benzylviologen mit H
unter diesen Bedingungen ni chexpobierted n[f NiuBSe]t |,

Zentrum reagieren karj@d46].

[.4  Biotechnologisches Potential von Hydrogenasen

Biotischgener er t er Waishydragent) o fkfa n(ni d e r FelPekaddr WNiFd} 2 t v o n
Hydrogenasensowie dem Enzym Nitrogenase entstammen (Abschnitt 1.2.1). Die
effizientesten kbildenden Enzyme sind [FeFelydrogenasen. Ebenso wie Nitrogenasen
werden sie jedochn Anwesenheit von @ irreversibel zerstorf{258,259] Im Zuge der
Ergriindung der Struktur, des katalytiscid@chanismusowiemolekularer Hintergriindder
Sensitivitden werden Moglichkeiten eroffnet, struktuelModifikationen vorzunehmemnim
diesen Enzymenhdhere Stabilitd&n gegentber © und CO aufzupragern260,261]
Gleichzeitig wurden chemische Analo@dydrogenasemimetische Strukturergynthetisiert,
welche teilwese bereits mitbeachtlicherEffizienz H, aktivieren oder generieren kénnen
[262,263] [NiFe]-Hydrogenasen sind natirlicherweise duegtehthere Stabilitat gegeniber
O, charakterisiertDie Fahigkeit der tUmsetzing selbst beAnwesenheit von @(Attribut

der Q-Toleranz)findet sich jedoch nur bei wenig&fertretern dieser Klas§227,264]

Im Zuge der bitechrologischen H-Herstellungwurde in den meisten Falleuf Organismen
zuruck gegriffen, bei denen natirlicherweisél,-Bildung induziert werden kannDie

Optimierung dieser KHBildungsprozesse wurde entweder durch gentechnische Veranderung
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(Metabolic engineering oder Modifikation der Prozesarametervorgenommen. Jedb
verbleiten in jedem dieser Ansatzéhermodynansche Barrierenals hauptsachliche
Beschrankungn der Effizienz[50-52]. Die Bildung von H durch anaerobe, fermentierende
Organismendark fermentatioh kann selbsbei vollstandiger Umsetzung zu Acetat; thd

CO, maximal 4Mol H, pro Mol Hexose liefernAufgrund der simultanen Bildung weiterer
Nebenprodukte fallt die Ausbeute meist noch niedrigef%lis

Auch die Nutzung phototropher ;HBildner ist derzeit noch deutlichen Beschrankungen
unterworfen Hierbei werdendie Prozess der direktenund der indirekten Biophotolyse
unterschiedenabhangig von der simultanen oder zeitlich bzw. rdumlich getrennten Bildung
von G, und H. Hier resultiertdie klare Beschrankung der,4Bildung erneut aus der 0
Sendgivitat der H-Bildungssystem¢s0]. PhotoheterotrophBakterien sind zur kD-Spaltung

nicht in der Lage und bendtigen organische Substrate (meist Acetat oder andere
Carbonsauren) als Elektronendonatoren. Aufgrund dessen ww8arieaProzesse zur H
Generierung im Labormal3stab realisig265-267]. Bei diesen Prozessen wird ein
fermentierbares Substrat (z. B. Glucose) im ersten Schritt durch ein Konsortium anaerober
Bakterien ¢. B. Vetreter der Gener&lostridium oder Enterobactey zu niederkettigen
Sauren, H und CQ fermentiert Photoheterotrophe Bakterien (z. B. Gemisodobacter
nutzen in der zweien Stufedie Carbonsauren undetzen diese mit deEnergie aus
Sonnenlichtzu H, und CO, um. Die hdchste bisher erreichte Ausbeute bei Nutzung dieses
Prozesses liegt bei 7\ol H, pro Mol Hexos€g267].

Eine zukinftige effiziente, kohlenstoffneutrale und rein solarbasierte Bereitstellung von
Wasserstoffkdnnte durch die Integration &toleranter Hydrogeasen in den Prozess der
direkten Biophotolyse erreicht werden. Prototypen dieser Kopplung wurden bereits durch die
Verknupfung des Photosystems | (PSI) &ysechocystisp. PCC6803 mit der MBH au&n
[268-270] odea mit einer [FeFeHydrogenase auf€lostridium acetobutylicunj271,272]
demonstriert. Hierbei wird das Redoxpotential tersninalenPSHFeSClusters(E% -500

mV) zur direkten Protonenreduktion %E -413 mV) dne die Zwischenstufe NAD(P)H
(E%=-320 mV) genutztAllerdings steh bei diesbeziiglicheim-vitro-Demonstrationerine
Verknupfung mit PSII, also dem wasserspaltenden Sydiishreraus.

H,-Aktivierung stellt den zweiten Nutzungsbereich-tOGleranter Hgrogenasen dar. Die
Fahigkeit bidirektionaler [NiFeJHydrogenasendas intrazellulare Redoxgleichgewicht
kontrollieren kann als thermodynamische Triebfeder fiir die Optimierung ganzer
Biosyntheseiegedienen Als Beispiel sei die mikrobielle Losemittetaiuktion (z. B. Butan

1-ol) genannt, bei der aus;lgenerierte Reduktionsaquivalente (NADH) die Redoxbalance in
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Richtung der reduzierten Zielverbindung (hier Butarsadherstellerkdnnten[273]. Analog

kann dese Fahigkeitauf die Nutzungder Enzymein technischen Anwendungexuf3erhalb

der Zelle(in vitro) Ubertragen werden. Die Anwendung bidirektionaler [NiHgtirogenasen

bei industriellen Kfaktorabhangigen Biokatalysen hat den entscheidendfamteil
gegenubeanderen Kfaktorregenerierenden Enzymen, dass bei Umsetzung ydeiHerlei
Nebenprodukte entstehend Umséatze nahe 100% erreicht werden kofipé#,275]

Prototypen enzymatischer Brennstoffzellen wurden bereifsigreich getestet. Hierbei
werden ein Hspaltendes EnzymQg-tolerante Hydrogenase) und ein ;@eduzierendes
Enzym (Laccase) auf einer GraphAihode bzw.-Kathode immobilisiert und die bei der
Reduktion von @ ubertragenen Elektroneals Strom abgegfien [276-278]. Die Vorteile
dieses Systems gegenuber-, Pbder Pebasierten Brennstoffzellen sind vielfaltig: Eine
Membranseparation idgteispielsweisenicht notwendig. Gleichzeitig kann aufgrund der-CO
Toleranzmd der Selektivit?at der Hydrogenase ASu
variablen H-Gehalts eingeleitet werden. Dartber hinaus liegt der Arbeitsbereich der Enzyme

innerhalb milder Reaktionsparametefas sichmalf3geblicrauf den Energiebedarf ausid.

I.5 Zielsetzung der Arbeit

Bahnbrechende Erfolge auf dem Gebiet der Genomik und Informationstechnologie erh6hen
jahrlich die Anzahl sequenzierter Genome und damit die ErschlieRung und Annotziawuang
unbekannterProteirkodierender GeneDurch Nuizung dieser genetischen Informationen
werden nnerhalb der synthetischen Biologie Wege hin zu komplett kinstlich designten
zellularen Systemen beschritten. Mithilfe dieser Systeme gewinnt der Mensch Einfluss auf die
gerichtete Synthese bestimmter natlidicbder artifizieller Produkte, vasher Konvertierung
einfacher Substrate zu6semitteln oder Biotreibstofferbis hin zu mafRgeschneidente
Biokatalysatoren Heterologe Biosynthesewegwerden oftmals durch grof3e Mengen
genetischer Informatiotkodiert, was m steigenden Anforderungen arergechnischeund
molekularbiologische Werkzeuge flden Transfer in den Zielorganismuspwie die
Expression innerhalb diesenmasultiert.

Ein prominentes Beispiel fur derartige Multigémpressionsversuche ist die heter@og
Produktion von [NiFeHydrogenase279,280] Die Barrieren hinsichtlich der erfolgreichen
funktionalen Synthese dieser Enzyme kdnnen durch folgende Punkte umschrieben werden: i)
Die spezifische Reifungsmaschiieeeiner bestimmten Hydrogeswist in den meisten Fallen
weder auf Protein, noch auf Kodierungsebenevolistandig untersucht undi) die

kommerziellen sowie literaturbeschriebenen gentechnischen Werkzeuge sirslarkén
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Einschrankunge behaftet. Systenfér die Koepression einebeliebigenAnzahl heterologer
Gene, kombiniert mit der Hochausbeut®roduktion bei gleichzeitiger Funktionalitat aller
Genprodukte, wurden bis dato nicht entwickeMs Konsequenz beschrénkte sich die
Produktion rekombinantefNiFe]-Hydrogenasen isher entweder auf den Einsatznah
verwandte Zielorganismen unter Ausnutzung eines Teils des endogRed#ungspparats
[268,281284] oder die aufwandige Konstruktion artifizieller Vektoremas jedoch ineher
geringen Mengen funktionaler Hydrogenase resultig2@&5-289]und Abschnitt IV.3)

Ziel dieser Arbeit war di®roduktion einer funktionale@,-toleranten [NiFeJHydrogenase in
Escherichia coli Aufgrund seiner biotechnologischen Bedeutuwgrde die SH aus
Cupriavidus necatomls Zielenzym awgewahlt. Das Enzyngilt als Prototyp Q-toleranter
Hydrogenasemnd war @r ersteVertreterseiner Klasse, welchevor fast 40 Jahren isoliert
[140] und seitdem intensiv biochemisch und speditopisch charakterisiert wurde
[116,203,243,244,24848,250,253,254,29R99]. Im ersten Schritt sollte ein Klonierungs
und Expressionswerkzeug entwickelt werden, an weldodgende Anspriiche gestellt
wurden: i) Das System sollte schnelle, gerichtsm@wie effiziente Klonierung und
Assemblierung erlauben) Die Anzahl der zu transferierenden heterologen Gene sollte nicht
beschrankt sein; iiilym Variabilitat hinsichtlich des experimeriggl Designs zu ermdglichen
(z. B. Deletions und Komplementationsstudien al s ARei fungsst)ydienh
sollten Optioren zurVektorkombinatorikimplementiert werderiv) Alle Genprodukte sollten
unabhangig vonNukleinsaureSekundarstrukturen odeder Neigung zur Aggregation
funktional inadaquatemMengenin E. coli produziert werden kdnneikernziel war folglich
die Entwicklung einer HochausbetiEpressionsplattform flr das Zielenzym, verbunden mit
der Mdoglichkeit, die daraus erwachsende metabbé Kapazitdt kinftig mit
maf3geschneidertedtoffiwechsel oder Biosynthesaodulen kombinieren zu kénnen.
Aufgrund der erfolgreichen Bewerkstelligurdjeses KernvorhabengAbschnitte 111.7 3)
diente das entwickelte System im weiteren Verlauf der ArbeiBatds flr die Dahierung
weiterer Teilziele. So wurden Méglichkeiten untersuehstmals tiefergehende Einblicke in
den Reifungsprozess der SH unde drFunktionalitat von insgesamt 16 putativen
akzessorischen Genprodukterus Cupriavidus necator zu gewinnen (Abschnitt 111.4).
Reifungsintermedidre Komplex®llten isoliert und Effektebei Deletion oder Substitution
einzelner HypKomplexedemonstriert werden. Sonlidg eineHerausforderunglieser Arbeit

in der Demonstration deiEffektivitat, mit welcher die bisher auf Wirtsorganismen
beschr 2nkt e-StudidnKindoandere WGeliete der Grundlagenforschiiigftig

durcheinheitliche kombinatorisegentechnische Werkzeugesetzt werden komen.

T 231



Material & Methoden

[l MATERIAL & METHODEN
1.1 Material

[1.1.1 Software-, und Internet-Tools

Virtuelle Klonierungen und die Erstellung von Plasmidkarten erfolgte mittels pDRAW32
(Acaclone). Sequenzalignments uricanalysen auf Nukleinsdute oder Proteinebene
(BLAST, Clustalw, Tools fur Sekundarstrukturen und Proteincharakterigika), erfolgten

mit der InternetPlattform SDSC Biology Workbench 3.[800]. Bilderzeugung und
bearbeitung erfolgte mit den Programmen Imgg§61,302]sowie GIMP. Zur Literatu; und
Sequenzreherche wurden offentliche Datenbanken (NCBI, PubMed, BLAST, etc.) genutzt.

[1.1.2 Chemikalien, Gase und molekularbiologische Reagenzien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in der Quabitét analysi von
folgenden Herstellern bezogen: g8iaAldrich (Taufkirchen), Fluka (NeWwlm), Merck
(Darmstadt), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), AppliChem (Darmstadt), VWR
International (Darmstadt), IBA (Gottingen), BRad (Munchen) oder Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, USA). Verbrauchsmatenairde von VWR (Darmstadt), Sartorius
(Gottingen) oder Roth (Karlsruhd)ezogen Gase wurden mit dem Reinheitsgrad 5 von
Messer Industriegase (Bad Soden) bezogen. Molekularbiologische Kits und Enzyme sowie
Nukleinsédure, und Proteinstandards wurden von Fernm&fitaermo Scientific (Schwerte)

bzw. Invitrogen (Darmstadt), und ChromatograpMaterialien undi Saulen sowie Zubehor

von GE Healthcare (Minchen) oder IBA (Géttingen) bezogen.

[1.1.3 Primer und Oligonukleotide

Eine vollstandige Liste der in dieser Arbegrwendeten Primer und Oligonukleotide findet
sich im Anhang dieser ArbeifTabelle VI.1) Synthetische Oligonukleotide wurden von

Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen.
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[1.1.4 Bakterienstamme und Basisplasmide

Tabellell.1 7 Verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp Quelle
Cupriavidus necatoH16 Wildtyp; SH', MBH" 5’756'\3328’ ATCC
E coliDH5 U fhuA2gdargF-l ac Z2) U169 p h gacZimiisn Invitrogen

gyrA96 recAl relAl endAl thihsdR17
E. coliBL21Star (DE3) F ompT hsd$(rg'mg’) gal dcm rnel31DES3) Invitrogen
F ompT hsd$(rg'mg’) gal dcm(DE3) pLysERARE

E. coliRosetta (DE3) pLysE [argU argW ileX glyT leuVfproL)] (Cant)

Novagen

Tabelle 1.2 7 Liste der Originalplasmide. Neu synthetisierte Vektoren ukcbnstrukte: Tabelle VI.2

Plasmid Charakteristik Quelle

pE / pENTRY StarGateEntry-Klonierungsvektor; Kafj ColE1 ori; la®/Z T. Selmer / IBA
pFF.rbs3a* Std. StarGateFusionsUS Vektor (fiir Polycistrone); Anip lacP/Z T. Selmer
pFF.c* Std. StarGateFusionsDS Vektor (fiir Polycistrone); Anip lacP/Z T. Selmer
pFnl pFF.rbs3a Riickgrakgul insertion site; USOrientierung Amp®; lacP/Z  T. Selmer
pFcl pFF.rbs3a Riickgrakgul insertion site; DSOrientierung; Amp; lacP/Z  T. Selmer
pASGIBAWtl StarGatePr.-Expressionsvektor; Pseusd; Amp; lacP/Z T. Selmer / IBA
pASGIBA3 StarGatePr.-Expressionsvektor; Btreplktag; Amp; lacP/Z T. Selmer / IBA
pASGIBAS StarGatePr.-Expressionsvektor; Btreplttag; Amg; lacP/Z T. Selmer / IBA
pPSGIBAWt1  StarGatePr-Expressionsvektor; pseudd; Amp; lacP/Z T. Selmer / IBA
pPSGIBA3 StarGatePr;-Expressionsvektor; Streplttag; Amp'; lacP/Z T. Selmer / IBA
pPSGIBAS StarGatePr;-Expressionsvektor; Btreplttag; Amg; lacP/Z T. Selmer / IBA
pACYCDuetl Duet Expressionsvektor; p15A ori; CAm Novagen
pCDFDuetl Duet Expressionsvektor; CloDF1 ori; 8m Novagen
pRSFDuetl Duet Expressionsvektor; RSF ori; Kan Novagen

* pFF.rbs3a und pFF.c entsprechend den StarBati®nsvektoren pNFUSBAL1l sowie pCFUSHBA11,
wobei pFF.rbs3a verglichen mit dem analogen Star@aktor eine translationsoptimierte ribosomale
Bindestelle ethalt (rbs3a).

[1.1.5 Medien

[1.1.5.1 E. coli Medien

Alle Stammldésungen (SL) und Medien wurden durch Autoklavieren oder Sterilfiltration (0,2
um) sterilisiert. Je nach Stamm wurden Antibiotika zugesetit5@5%ig-mL* Carbenicillin

(SL 100 mg-mL*; ubliche Konzentration: 50 pg-mY Verringerung lediglich bei
pAmp.RSFKonstrukten); 50 pg-mt Kanamycin (SL 100 mg-mit); 50 ug-mL*
Spectinomycin (SL 50 mg-mt); 34 pg-mL* Chloramphenicol (SL 50 mg-ml). Feste

Medien wurden durch Zugabe von 15 §-Agar zu den Basidvledien hergestelit.
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LB (Lysogenic Broth) Medium
10 g-L* Trypton, 5 g-I* Hefeextrakt, 5 g-I* NaCl; pH 7,0 (autoklaviert)

M9 Minimal Medium

6 g-Lt NaoHPOy; 3 g-Lt KH.POy; 1 g-L* NH4CI; 0,5 g-L* NaCl (M9 Salze, als 5x SL,
autoklaviert); 1 mM MgSQ (1000x SL, autoklaviert); 0,1 mM CaC(1000x SL,
autoklaviert); 1 mM ThiamiHCI (1000x SL, sterilfiltriert); 50 uM FeS£(400x SL,
sterilfiltriert)

Addition nach Bedarfd,05 1% (w/v) Glucose (SL 40% (w/v)); 0,2,8% (w/v) Lactose
(SL 10% (wk)); 11 5% (v/v) Glycerin (SL 50% (Vv/v)); 5@00 uM Fe(lll}NH,-Citrat
(SL 100 mM); 1100 pM NiICk (SL 100 mM); 0,52 uM Riboflavin (als Feststoff);
AminosaureMix (als Feststoffe abgewogen; 1 mM je ASj;15% (v/v) LB-Mediumi

alle SL sterilfiltriert bis af Glycerin (autoklaviert)

Supplementation unter 0,8% (wiv) Ghicose; 0,8n(wWBedi ng
Lactose; 2% (v/v) Glycerin; 100 uM Fe(#NH;-Citrat; 1 uM NiICb; 1 uM Riboflavin;

5% (v/v) LB-Medium

HEM (Hydrogenase expression modifieBomplexmedium

10 g-L* Trypton, 5 g-I* Hefeextrakt (LBBasis ohne NaCl, autoklaviert); 50 mM
NaHPO;; 50 mM KHPO;; 12,5 mM (NH),SO, (PhosphaBasis, als 20x SL,
autoklaviert)

Addition nach Bedarf50 uM CaC}; 25 pM ZnSQ; 5 pM CoCh; 5 uM CuSQ
(Spurenelemest als 200x SL in 60 mM HCI, sterilfiltriert); 0,08% (w/v) Glucose
(SL 40% (w/v)); 0,20,8% (w/v) Lactose (SL 10% (w/v));i 5% (v/v) Glycerin (SL
50% (v/v)); 50200 pM Fe(lllxNH4-Citrat (SL 100 mM); 125 pM NiCkL (SL 100
mM); 0,52 ug-L* Riboflavin (ab Feststoff)i alle SL sterilfiltriert bis auf Glycerin

(autoklaviert)

LB-AN (Anaerob) Medium
10 g-L* Trypton, 5 g-L* Hefeextrakt, 5 g-I* NaCl; 100 mM MOPS/KOH pH 7,2
(MOPSLB Basis, autoklaviert)
Additionen nach BedarD,4i 0,8% (w/v) Glucose (SL 40%w/v)); 2 mM Cystein (SL
100x); 25100 uM FeSQ oder 100 uM Fe(lINH,-Citrat (SL 100 mM); 25 uM NiCGl
(SL 100 mM); 50 pM CaG| 25 puyM ZnSQ; 5 uyM CoCh, 5 pM CuSQ
(Spurenelemente; als 200x SL in 60 mM HCI, sterilfiltriert);;Q,2nM IPTG (SL 500

mM) T alle SL sterilfiltriert bis auf Glycerin (autoklaviert)
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[1.1.5.2 Cupriavidus necatoiMedien

Alle Stammldsungen (SL) und Medien wurden durch Autoklavieren oder Sterilfiltration (0,2
um) sterilisiert. Feste Medien wurden durch Zugabe von 15 @dar zu derBasisMedien

hergestelit.

BasisMinimalmedium nach Schlegel (1961)
2,6 g-Lt KH.POy; 3,2 g-L* Na,HPO,-2H,0 (PufferBasis, pH 6,8, autoklaviert); 1 g-L
1 NH4CI (SL 100x, autoklaviert); 0,5 gt MgSQ,-7H,0 (SL 100x, autoklaviert); 0,5
g-L™* NaHCGQ; (SL 100x, autoklaviert); 0,01 gt CaCb-2H,O (SL 100x, autoklaviert);
5 mg-L* Fe(lll)NH.Citrat (SL 1000x, sterilfiltriert)
Additionen nach Bedar®i 4% (w/v) Fructose (SL 20% (w/v)); 2% (v/v) Glycerin (SL
50% (Vv/v)); 0,5 mg-[* ZnSQy-7H,0; 0,15 mg-L* MnCl,-4H,0; 1,5 mg-L* Borséaure; 1
mg-L* CoCh-6H,0; 50 pg-L* CuCh-2H,0; 0,1 mg-L* NiCl-6H,0; 0,15 mg-[*
Na&Mo0O4-2H,O (Spurenelemente SH&sung, 200x)i alle SL sterilfiltriert bis auf

Glycerin (autoklaviert)

FN/FGN-Minimalmedium (F = Fruktose; G = Glycein; N = Stickstoff)
2,3 g-L* KH,PQy; 2,9 g-L* Na,HPOy-2H,0O (PufferBasis, pH 6,8, autoklaviert)i 4
g-L™* NH4CI (SL 100x, autoklaviert); 0,5 gt MgSQ,-7H,O (SL 100x, autoklaviert);
0,5 g-L* NaHCQs (SL 100x, autoklaviert); 0,01 g+ CaCh-2H,O (SL 100x,
autoklaviert); 550 mg-L* Fe(lll)NH,Citrat (SL 100x, steriffiltriert)
Additionen nach Bedarf2i 4% (w/v) Fructose (SL 20% (w/v));i2% (v/v) Glycerin
(SL 50% (v/v)); 0,5 mg-I' ZnSQ,-7H,0; 0,15 mg-I* MnCl-4H,0; 1,5 mg-L*
Borsaure; 1 mg-I CoCb-6H,0; 50 pg-L* CuCh-2H,0; 0,15 mg-L* NaMoOy4-2H,0
(Spurenelemente SHB5sung ohne Nickel, 200x); 1 uM Nig€bH,O (SL 100 mM); 1
UM ZnSQ,-7H,0 (SL 1 mM); 110 uM EDTA (SL 10 mM)i alle SL sterilfiltriert bis

auf Glycerin (autoklaviert)

Supplementation uatr aopt i mi er t kuhurstBrie(Bhase d)u BagisFN O :
Medium mit 4% (w/v) Fructose ohne Glycerin und ohne NaktCOg-L™* NH4CI; 50
mg-L™* Fe(ll)NH,Citrat; 1 pM NiCb; Nach 24 h (Phase 1l)Zugabe 4% (v/v) Glycerin
undnochmalsl g-L™* NH,CI
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[1.1.6 Losungen und Puffer

AP1171 Basispuffer 1 fur Affinitatsreinigung
50 mM KPi pH 7,0

AP2 7 Basispuffer 2 fur Affinitatsreinigung
100 mM Tris/HCI pH 8,0 + 150 mM KCI

Al71 Aufschlusspuffer 1 fur Affinitatsreinigung
50 mM KPi pH 7,0 + 5 mM MgGl+ 5 pg-nL™ DNase | + 50 pg-mL RNase A + 25
ug-(g Zellen)* Avidin

A2 7 Aufschlusspuffer 2 fir Affinitatsreinigung
100 mM Tris/HCI pH 8,0 + 150 mM KCI + 5 mM Mgg# 5 pg-mL* DNase | + 50
ng-mL™* RNase A + 25 ug-(g ZelleMAvidin

AH T HydrogenaseAufschlusguffer 1
50 mM KPi pH 7,0 + 5 mM MgGl+ 50 mM NaSuccinat + 5 pg-mt: DNase | + 50
ng-mL* RNase A + 2 pM FMN (+ 25 pg-(g Zelleh)Avidin & Affinitats-Reinigung)

AEL1 T Elutionspuffer 1 fur Affinitatsreinigung
50 mM KPi pH 7,0 + 2,5 mM EDesthiobiotin (+2 uM FMN)

AE2 1 Elutionspuffer 2 fur Affinitatsreinigung
100 mM Tris/HCI pH 8,0 + 150 mM KCI + 2,5 mM-Desthiobiotin

AR T Regenerationspuffer flr Affinitatsmatrix
100 mM Tris/HCI pH 8,0 + 150 mM KCI + 1 mM HABA

DEAE-A i lonentauscher Niedrigsalzpuffer
50 mM KPi pH 7,0 + 2 uM FMN

DEAE-B 1 lonentauscher Hochsalzpuffer
50 mM KPipH 7,0 + 2 uM FMN + 1,5 M KCI

Hydrogenase Assay Puffer
50 mM Tris/HCI pH 8,0

TAE (Tris -Acetat-EDTA) -Puffer
40 mM Tris + 20 mM Essigsaure + 1 mM EDTA
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Basispuffer fur zellfreie Reifungsversuche(ZFM) mit Extrakten
50 mM Tris/HCI pH 8,0 560 mM MOPS/KOH pH 7,0 50 mM KPi pH 7,0(alle Puffer
+ 5 mM MgCb)

SDSPAGE Laufpuffer
0,3% (w/v) Tris + 1,44% (w/v) Glycin + 0,1% (w/v) SDS

2x SDSPAGE Ladepuffer
125 mM Tris/HCI pH 6,8 + 4%w/v) SDS + 20% (v/v) Glycerin + 0,2% (w/v)
Bromphenolblau + 20 mM DTT

Coomassie Farbelésung
47,5% (viv) Ethanol + 10% (v/v) Essigsaure + 0,1% (w/v) Serva Blaé@R

Coomassie Entfarber 1
40% (v/v) Ethanol + 10% (v/v) Essigsaure

Coomassie Entfarber 2
20% (v/v) Ethanol + 10% (v/v) Essigsaure

Western Blot Transferpuffer
1,87 g-L* Glycin + 1,5 mL-L* Triethanolamin + 20% (v/v) Methanol}g-L* SDS

PBS (Phosphat gepufferte Kochsalzlésung)
4 mM KH,PO, + 16 mM NaPQO, + 115 mM NacCl

PBST (Phosphat gepuffete Kochsalzlosung mit Tween 20)
4 mM KH,PO, + 16 mM NaPQ, + 115 mM NaCl + 0,1% (v/v) Tween 20

Western-Blot Blockierungspuffer
PBS+ 0,5% (v/iv) Tween 20 + g-L™* BSA

Western-Blot ECL -Detektionslésung
100 mM Tris/HCI pH 8,6 + 0,22% (v/v)-Boumarinsauredsung + 0,5% (V/v)
Luminol-Losund + 0,03% (v/v) HRPSubstratlosurfy
[290 mM p-Coumarinsaur@MSO:;® 250 mM LuminolDMSO; ¢ 30% (w/v) HO,]

TBS (Tris gepufferte Kochsalzlosung)
10 mM Tris/HCI pH 8) + 9,2 mM HCI + 150 mM NaCl
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[I.2 Mikrobiologische Methoden

[1.2.1 Anzucht Escherichia coli

Die Anzucht vonE. coli Stammen zur Plasmidpréaparation oder als Starterkulturen aus
Glycerinstocks erfolgte in Reagenzrohrcheni42mL LB-Medium) unter aeroben
Bedingungen bei 37 °C und 500 UpM iber Nacht. Zur Préiparason Glycerinstocks
wurden 600 pL einedogitKultur (ODs7g zwischen 0,4 und 0,8) 1:1 (viv) mit 50% (v/v)
Glycerin (steril) gemischt und in 1,5 mL sterilen Eppendorfgefal3e+8B€iC gelagert.

11.2.1.1 Genexpression unter Pegacyiin-Kontrolle

Zur Genexpression unter Kontrolle des Tetracyiiromotors (pAS@erivate) wurden

1 Liter SchikaneKulturkolben (500 mL Kultur) bzw. 1,5 mL Eppendorfgefae (650 pL
Volumen) eingesetzt. Die Kulturen wurden hierzu am Tag der Induktion 1:50 (v:v) aus
Vorkulturen inokuliert und bei 37 °C und 30@00 UpM geschittelt. Induziert wurde bei
einer optischen Dichte (QR) von 0,6 durch Zugabe von 200 ng-thiAnhydrotetracyclin

(AHT) far 3 Stunden unter Lichtausschluss. Die Zellen wurden anschlie3end geerntet und bis

zur Verwendung bei20 °C oder80 °C gelagert.

[1.2.1.2 Genexpression unter P-Kontrolle

Zur Expression Tkontrollierter Gene kamen ausschlieRBlEhcoliRos et t aE ( DE 3) P
bzw.E. coliBL2 1St arE (DE3) zum Einsat z. Deickite hi er b

von 3 mL (Reagenzroéhrchen) bis 2 L (Fermenter).

11.2.1.2.1 IPTG -Induktion

Plasmide mit Genen untert#Kontrolle wurden neben der Restriktionsanalyse einer
Funktionalitdtsanalysen vivo unterzogen. Transformanden wurden hierzu G. N. beiC37
argezogen. Am Induktionstag wurden 3 mL -HMBedium inklusive Antibiotika
(Reagenzréhrchen) 1:50 (v:v) mit der Vorkultur beimpft und fir eine Stunde zur Adaption bei
37°C und 500 UpM geschittelt. Die Induktion wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG

gestartet. Die &llen wurden nach 4 h geerntet und fur die SB$5E Analyse vorbereitet.
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1.2.1.2.2 Autoinduktion

Standardverfahren: Zur Vorbereitung der Hauptkulturen wurden Vorkulturen aus

Glycerinstocks beimpft und in LBledium unter Zusatz der Selektionsantibiatiei 37 °C

Uber Nacht geschuttelt (Reagenzrohrchen it 8IL oder 500 mL Schikanekolben miti50

100 mL Arbeitsvolumen). Fur die Produktion von rekombinanten Proteinen oder Komplexen
(Ausnahme: SH; siehe unten) kam UberwiegeneMd®lium, alternativ M9 Mimnalmedium

oder HEMMedium unter Zusatz der Selektionsantibiotika sowie der jeweils benétigten
Supplemente zum Einsatz. Die supplementierten Medien wurden zu Kultivierungsstart 1:25
1:50 (v:v) aus den jeweiligen Vorkulturen beimpft und bis zur Ernte bei 38D UpM
geschittelt. Die Kultivierungszeit undemperatur sowie Schuttelrate wurde variiert und
vielfach fur einzelne Anwendungsfalle optimiert: Kultivierungstemperaturen lagen bei 18 °C,
22125 °C (RT), 30 °C oder 37 °C, und Induktionszeitraume zwis@teaond 48 h wurden
gewahlt.

Fiar die kombinierte Induktion (Tetund T7kontrollierte Expression) wurde wie zuvor
beschrieben autoinduziert, jedoch wurde der Induktor Anhydrotetracyclin (AHT,;
Konzentration 200 ng-mt) nach 1216 h hinzugefigt und die Kulierung unter
Lichtausschluss bis zum Ende der Autoinduktion fortgefthrt.

Spezielles Verfahren fiir SRroduktion: Zur optimierten Produktion rekombinanter SH

Varianten kam ein modifiziertes Verfahren zum Einsatz. Die Vorkultur wurde in optimiertem
M9-Medium (Abschnitt 11.1.5.1) ohne Laktose (!) aus Glycerinstocks inokuliert (500 mL
Schikanekolben mit 500 mL Arbeitsvolumen) und 4. N. bei iZB °C (300 UpM)
angezogen. Die Induktionskultur (1000 mL Schikanekolben mit 550 mL Arbeitsvolumen)
wurde Tags darawfus der Vorkultur, deren Qi einen Wert von 0,8L nicht Gberschritt, zu
einer StadODs7g von 0,1 inokuliert. Hierzu wurde das kalkulierte Volumen der Vorkultur
entnommen, bei 2,000 g fur 2 min sedimentiert, in sterilem Medium wieder aufgenommen
und mitdem Induktionsmedium vereinigt. Die Induktionskultur wurde bei RT (c&222C)

und 200 UpM fur 3640 h geschittelt und anschliel3end geerntet.

[1.2.1.3 Anzucht im 2 Liter Fermenter

Fir Fermentationen kam ein 2 Liter BioSt& Plus Modell (Sartorius) um Einsatz.
Produktion der rekombinanten SH erfolgte ausschlielich in Baatinweise mittels
Autoinduktion in M9Minimal-, oder HEMMedium mit variablen Supplementationen. Der
Reaktor wurde mit 1,5 Liter Startvolumen betrieben. Nicht autoklavierbes&ndig

Medienkomponenten, Antibiotika und AntischaWtittel wurden Uber einen aseptischen

T 317



Material & Methoden

Animpfstutzen mittels steriler Kanilen zugegeben. Die Vorkultur wurde uUber das
Pumpensystem zugefuhrt [Inokulationsdichte 1:50 (v:v)]. Der-Wyétt wurde online
aufgenommenrund per Titration (HPOy, KOH) auf pH 7,0 geregelt. Die Kultur wurde
kontinuierlich mit Druckluft (Volumen variabel) begast und die Sauerstoffsattigung mittels
pO. Sonde erfasst. Begasungsrate, Ruhrerdrehzahl und Temperatur wurden bei verschiedenen
Fermemationen und meistens ebenso innerhalb eines B&tcsuchs variiert, um den
verschiedenen Anforderungen der Proteinsynthese, Reifung un&tabidisierung im
Rahmen der Produktionsoptimierung Rechnung zu tragen. Proben zur Mess@1g ded
Bestimmung deSH-Aktivitdt wurden alle 0,54 Stundermittels Probenschleife genommen.

[1.2.1.4 Anaerobe Anzucht

Zur anaeroben Anzucht vda. coli Expressionsstammen kamen Bek Schottflaschen zum
Einsatz. Die Flaschen wurden hierzu mit1R Liter LB-AN-Medium beshickt und
autoklaviert. AnschlieBend wurde jede Flasche mit sterilem gasdichten Silikonstopfen
verschlossen, welcher mit einem MetAbdichtring und einem nach oben offenen
Schraubdeckel fixiert wurde. Die bendtigten Selektionsantibiotika und Supplemerden

unter Ruhren zugegeben und das fertige Medium 1:25 (v:v) mit der Vorkultur inokuliert.
Unter Einsatz zweier Kanulen wurde tber den Stopfen ein Druckausgleich geschaffen und die
in der Flasche vorhandene Atmosphare fir 15 min bei leichtem Ruhrenletbmiprch
Stickstoff ausgetauscht. AnschlieRend wurden die Kulturen fir 2 Stunden zur Adaption sowie
zum Verbrauch von geléstem Restsauerstoff bei 200 UpM und 30 °C gerthrt. Durch Zugabe
von 1 mM IPTG zur Kultur erfolgte die Induktion, welche fir weit@@ 24 h bei oben

genannten Bedingungen, jedoch 150 UpM vollzogen wurde.

[1.2.2 Anzucht Cupriavidus necator

Cupriavidus necatorwurde gemalR Angaben der DSMZ in Kultur gebracht und die
Glycerinstocks analog dem in 11.2.1 beschriebenen Vorgehen prapBieAnzucht erfolgte

bei RT oder 30 °C. Eingesetzte Kulturvolumina reichten von 4 mL (Reagenzréhrchen;
Vorkultur) bis 2 Lliter (Fermenter). Zum Einsatz kamen modifizierte Minimalmedien fir
Kultivierungen unt er had reg rt ir mip dedirgundea MAiHy dB
([214,217]und Abschnitt 11.1.5.1).
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[1.2.2.1 Anzucht im Schittelkolben

Die Anzucht vonC. necatorim Kleinmaf3stab erfolgte in 1 L bzw. 250 mL Schikanekolben
(Arbeitsvolumina 200 bzw. 50 mL) bei 30 1©d 200350 UpM. Dazu kamen verschiedene
Modifikationen des heterotrophen Minimalmediums zum Einsatz. Sofern nicht anders
angegeben, wurden die Medien 1:50 (viv) au8 Zage geschuttelten, mittstationaren
Vorkulturen beimpft und bei einer optischen Dicf@D,3g; 11.2.3) zwischen 1114 geerntet.

[1.2.2.2 Anzucht im 2 Liter Fermenter

Die Anzucht vonCupriavidus necatoim Fermenter erfolgte analog 11.2.1.3 unter Einsatz

modifizierter Minimalmedien.

[1.2.3 Bestimmung der Zelldichte und Umrechnungen

Zur Bestimmung der Zelldichte einer laufenden Kultur kam die photometrische Bestimmung
der optischen Dichte bei 578 nnk.( col) bzw. 436 nm €. necatoy zum Einsatz.
Extinktionen zwischen 0,05 und 0,3 wurden als valide Werte angenommen. Fir exponentiell

wachsedeE. coliwurden folgende Umrechnungsméglichkeiten zugrunde gelegt:

ODs;g= 1 &ZellehmlB& 1 g(Zel | ffeuc ht mas s(6idhungd)

[1.2.4 Herstellung chemisch kompetenteiE. coli Zellen

Ultrakompetente E. coli wurden nach einem etablierten Protokoll hergestf8D3].
Kompetenen lagen bei 2-f0CFU-(ug pENTRY Plasmid) fur E. coi DH5 U, 8 1110
CFU-(ug pENTRY Plasmid) fiir E. coli BL21Star (DE3) sowie 5-70CFU-(ug pENTRY
Plasmid)' fir E. coli Rosetta (DE3) pLysE. Die sequentielle Transformation mehrerer
Plasmide erfolgte ab dem zweiten Plasmid mittels TransformAid Bacterial @rarafon

Kit (Abschnitt 11.3.6.2).

1.3 Molekularbiologische & gentechnische Methoden

[1.3.1 Isolierung und Reinigung vonDNS

Die Isolierung und Reinigung vorDNS aus Bakterien erfolgte mit Kits geman

Herstellerangaben. GenomiscbNS ausC. necatorwurd e mi tt el s GenEl ut e
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Genomic DNA Kt (SigmaAldrich) prapariert.Zur Plasmidpréaparation als coli kam das
GeneJETE Plasmid Miniprep K-ProdukteRiedrlinearigidgrta s) z
Vektoren wurden unt er Eiicathrakiz(Fetmerdas)@eraingt) ETE P

[1.3.2 DNS-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung und Qualitatskontrolle \@NS-Proben erfolgte mittels
NanoDrop NDB1000 Photometer (Thermo Fisher Scientific) mit 2 pL Probenvolumen gemaf
Herstellerangben.

[1.3.3 PolymeraseKettenreaktion

Die Polymerase chain reactionPCR) wurde zur Amplifikation von Genen oder
Genfragmenten sowie zur Synthese des linearen Vektorrickgrats (11.3.4.1) eingesetzt. Durch
Einsatz spezifischer Primer mit jeweils endstgedi Sequenzen wurden Amplifikate far
weitere Klonierungsschritte vorbereitet. Bei Bedarf wurden zusatzlich stille Mutationen
eingefligt, um klonierungsrelevante Restriktionsschnittstellen zu entfernen und/oder -den GC
Gehalt zur erleichterten Primeranlageguherabzusenkemls Extensionsenzym in dieser
Arbeit wurde PhusichHigh Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes) eingesetzt. Die Ansétze
(100 pL) enthielten 10100 ngDNS-Matrize templat¢ abhangig davon, ob genomische oder
PlasmidDNS als Vorlage diente, B,uM je Primer, 5x HF oder GGPuffer (incl. MgC}),

0,25 mM dNTPs und 1 U Phusi®iPolymerase. Bei deutlich erschwerten Amplifikationen
(hoher GCGGehalt, u. a.) wurden zusatzlich iBD% (v/iv) PCRx Enhancer Solution
(Invitrogen) zugesetzt und die Prirs&nlagerungs (Annealing i Temperatur entsprechend
herabgesetzt.

Die Reaktionen folgten einem standardisierten TemperaturprogrammiebiglateDNS

wurde initial fir 5 min bei 98 °C denaturiert. Anschlielend folgte ein 30 Zyklen umfassendes
Programm, wobei per Zyklus aus Denaturierung (10 s, 98 °C), Prifkelagerung
(annealing 20 s, variable Temperatur) und Prirv@rlangerung éxtension 30 s/kb, 72 °C)
bestand. Eine finale AAuffg¢llreaktiond (5 mi
5 uL der Ansatze wurdeanschlielend 1:5 mit sterilem WAasser verdinnt und mittels
MultiNA -Chipelektrophorese analysiert. Amplifikate mit korrekter Gré3e wurden mittels
GeneJETE PCR Purification Kits (Fermentas) g
weitere Schrit eingesetzt (11.3.4 /11.3.5).
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[1.3.4 Vektorsynthese

11.3.4.1 pFXT7-Fusionsvektoren

Als Ruckgrat fur die Konstruktion der modifizierten pFxT7 Fusionsvektoren dienten die
pFFErbs3a, bzw. pFEc-Derivate pFnl und pFcl. Die pPS&&ktoren, welche zuséatzliatie
Moglichkeit der N und Gterminalen StrepiFusionierung boten, dienten als Matrizen zur
Amplifikation der T#Kassetten.

Sowohl die designierterUpstream (pFnT7Derivate) als auchDownstrearrVektoren
(pFcT7Derivate) sollten mit der Moglichkeit zud-, bzw. Gterminalen StrepHlag Fusion
ausgestattet werden. Pro Basisvektor (pFnl und pFcl) wurden daher eeisSeétten
ausgehend von pPS@, pPSG3 bzw. pPS&b via PCR (11.3.3) amplifiziert. Dabei kamen
die Primerpaare T7cgesns & T7caspFnas sovie T7caspFcs & T7caspFcas zum
Einsatz (Tabelle VI.1) Die Produkte wurden gereinigt (11.3.1), analysiert (11.3.9) und
verbliebene Templat¥ektoren mit Dpnl geschnitten (11.3.7). Nach erneuter Reinigung
wurden die Amplifikate mittels E#$chrittReakton (Lgul-in; 11.3.5.2) in pFnl bzw. pFcl
eingebaut. Im Weiteren wurde gemal3 Standardprotokoll verfahren (11.3.1 / 11.3.2 / 11.3.6.1 /
11.3.7 / 11.3.9 / 11.3.10). Da die T-Kassetten aus den pPS$¥erivaten das lacP/Z Operon

beinhalten, konnten Transformamdeusatzlich mittels Blau/WeilR Screen visualisiert werden.

11.3.4.2 Kompatible Expressionsvektoren

Die Vektoren pAmp.RSF.3a (Amip RSF ori) and pSm.CDF.3a (8mCDF ori) wurden
ausgehend von den Du¥étktoren (Novagen) neu moduliert. Ziel war es, kompatib
Vektoren zu dem bereits vorhandenen pENTRY (KaBolE1 ori) Vektor zu generieren.
Dazu mussten zusatzliche Basiseigenschaften hinzugefiigt werden, um Kompatibilitat mit der
innerhalb dieser Arbeit eingesetzten Klonierungstechnologie zu erreichen. liéhssoiiten

diese Vektoren al€s@BI-in Konstrukte fungieren um Transfer ausgehend von ENTRY
Konstrukten zu ermdglicherls Basis der Vektoredientenjeweils mehrere Module, welche

via PCR (I1.3.3) ausgehend von den Ddfektoren sowie pFFos3a und pEHTRY
amplifiziert wurden.

Zur Konstruktion des pAmp.RSF Basisvektors wurden folgende Fragmente, jeweils mit
endstandigerLgul-Erkennungssequenzen, amplifizieder RSF ori wurde ausgehend von
pRSFDuetl mittels der spezifischen Primer R8FR-s und laclas isoliert. Fir die
Amplifikation von Blue GCAC wurde pENTRY als Matrize, sowie die Primer BBEAC-s

und BlueGCAC-as eingesetzt. Das dritte Assemblierungsfragment, T7term, wurde ausgehend
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von pACYGDuetl mittels der Primer T7ters und T7termas gendert. Die Amp/Carb
Resistenzkassette wurde schlie3lich mit den Primern AmmpRd AmpRas ausgehend von
pFFrbs3a amplifizier{Primer: Tabelle VI.1) Die vier Fragmente wurden gereinid@pnl-
geschnitten und analysiert (11.3.1 / 11.3.2 / 11.3.6.1 / 11.BI1.3.9). Anschliel3end erfolgte die
Assemblierung in einer EiSchrittReaktion mittelsLgul und T4Ligase (11.3.5.2). Der
resultierende Vektor pAmp.RSF(blue) wurde isoliert (11.3.1 / 11.3.2 / 11.3.6.1 / 11.3.7 / 11.3.9).
Zur zusatzlichen Einfugung divergter Es@BI-in Erkennungssequenzen wurde der Vektor
folgendermaf3en modifiziert:

Die Oligonukleotide Lgul(out).3a und Lgul(out).3as wurden zunachst phosphoryliert
(PNK, siehe 11.3.5.1). Unter Zusatz von PCRx Enhancer Solution (Invitrogen) wurden die
Oligos anschlie3end hybridisier{nealing, in dem sie auf 95 °C erhitzt und dann langsam
(Wasserbad) abgekuhlt wurden. Das Produkt wurde anschlie3end gereinigt (11.3.1), analysiert
(11.3.9) und mittelsLgul-in Transfer (11.3.5.2) in pAmp.RSF(blue) transéet, resultierend in
pAmp.RSF.3a(white), welcheEs@BI-in Erkennungssequenzen aufwies. Der Vektor wurde
anschlieCend erneut Agefarbtd, i-Kassaltennvia e i n e
EsBI-in Transfer (11.3.5.3) ohne Verénderung der Aufnaleneenz eingefigt wurde.

Die analoge Prozedur wurde fir Vektor pSm.CDF.3a angewendet, wobei folgende
Ausgangsfragmente amplifiziert wurdenerdCDF ori aus pCDFDuet mit den Primern
CDFori-s und lactas; das Blue GCAC Fragment wie zuvor beschrieben; dagrient mit

der SmMY Kassette SmR 7term ebenfalls aus pCDFDuktmit den Primern T7terss und
SmRas (Primer: Tabelle VI.1). DieAssemblierung, Einflgung der divergentBsBI-in
Erkennungssequenzen und abschlielBende lacP/Z Insertion erfolgte wie furRS%ga

beschrieben.

[1.3.5 Genklonierung

Die Klonierungstechnologie, welche in dieser Arbeit zum Einsatz kam, basierte auf der Arbeit
von Pinkenburg und SelmdB04], aus welcher auch die StarGat&echnologie (IBA)
hervorgng. Vektoren, diede novosynthetisiert wurden (11.3.4) sowie Genfragmente (I1.3.3)
zur spateren Fusionsind Transferklonierung wurden gleichermal3en so prapariert, dass sie
innerhalb derbeidenalternierenden Transferschritte eingesetzt werden konntelchev in

Tabelle 1.3 zusammengefasst sind.
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Tabelle 1.3 7 Ansétzeder Haupt-Transferreaktionen fir Klonierungsprozeduren in dieser Arbeit.

Komponente Gehalt Lgul-Fusionierung | Esp3I-Transfer

Lgul-in-Akzeptorvektor 25150 ng X

EsBl-in-Akzeptorvektor 25150 ng X
Plasmide UpstreamFusionskonstrukt

DownstrearAFusionskonstrukt | 501 500 ng*

x

ENTRY-Konstrukt X
10x TangePuffer 1x X X
10 mM DTT 1mM X X
10 mM ATP 0,5 mM X X
weitere
Komponenten Lgul SU X
Esp3l 10U X
T4-DNS Ligase 2U X
VE-Wasser steril ad 50 pL X
30 °C - X
Temperatur
37°C - X

* Die Menge Donorvektor(en), die eingesetzt wurde, richtete sich nach der Gr6éRRe des Transferprodukts und
wurde so gewahlt, dass sich ein 1:1 molares Verhdltnis zuraphér ergab.

[1.3.5.1 Blunt-Insertion der Amplifikate in pF (linear)

Cn Gene wurden abhéngig von der Sequenzldnge und zuséatzlichen Faktoren (z. B. Einfligen
stiller Mutationen) entweder als komplette ORFs oder fragmentiert amplifiziert (Tabelle
[11.1). Die daraus resultierenden 34 Amplifikate (Gene und Fragmente) wurden via PCR
(11.3.3) mit spezifischen PrimerTabelle VI.1)und genomische€En DNS (11.3.1) als Matrize
generiert. Als Akzeptorvektor diente das lineare Rickgrat eines Fusionsvektors (Qé&)-.rbs
welches ebenfalls via PCR und mit den Primern pFF(for) bzw. pFF(rev) amplifiziert wurde.

Die 34 PCRProdukte wurden gereinigt (1.2.1), mit Polynukleotidkinase (PNK)
phosphoryliert und wie auch der pF(linear) Akzeptorvektor einer anschlieRendeterrneu
Reinigung unterzogen (11.3.1). Unter Einsatz von PEGLisePuffer und 2 U TDNS

Ligase erfolgte anschlieRend dilunt End Ligation der Inserts in pF(linear) (20 pL
Gesamtvolumen bei 22 °C fur 1 h). Das molare Verhaltnisinsert zu Akzeptor g bei 3:1

10:1. 5 pL des Ansatzes wurden anschlieRend.icoiDH5U tr ansf orHsi er t
folgte das standardisierte weitere Verfahren (11.3.1/11.3.2 /11.3.6.1 / 11.3.7 / 11.3.9 / 11.3.10).

[1.3.5.2 Transfer/Fusionierung in Lgul-in Vektoren

Zwei Arten vonLgul-in Transferreaktionen wurden innerhalb dieser Arbeit angewandt, wobei

es sich in allen Fallen um Transfer in pENTRY(blue) handelte: i) Der Transfer bzw. die
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Fusionierung von pF(Blunffragment/Gen Konstrukten aus 11.3.5.1 und ii) die siahe
Fusionierung von ORFs mittels Fusionsvektoren pFF.rbsBasteam und pFF.c
(Downstream zur Generierung polycistronischer Operooder die Fusionierung von
monocistronischen Genkassetten (ORFs mit eigeneiRrdimotor und Terminator) mittels
Fusbnsvektoren pFnT7Upstream bzw. pFcT7 Downstream In allen Fallen handelte es
sich um EinSchrittReaktionen mit 13 verschiedenen Donorvektoren und pENTRY als
Akzeptorvektor (Tab. 11.3). Die korrekte Assemblierung wurde durch die Uberhange
determiniet, welche zu Klonierungsbeginn festgelegt und durghl-Aktivitat wahrend der
Reaktion freigelegt wurden, so dass die Bildung von Fehlprodukten gemaf SeBtidest
Prinzip ausgeschlossen werden konntegul-in Reaktionen erfolgten in 50L
Gesamtvoluran bei 30 °C fur 5 h. 5 pL des Ansatzes wurden anschlieRerf. icoliD H5 U
transformiert (11.3.6.1). AnschlieBend folgte das standardisierte weitere Verfahren (11.3.1 /
11.3.2/11.3.6.1/11.3.7 / 11.3.9).

11.3.5.3 Subklonierung in Esg3l-in Vektoren

Esp3l-in Subklonierungen beinhalteten alle Schritte, in welchen ein Insert aus einem
PENTRY-Konstrukt in einen geeigneten Akzeptor transferiert werden sollte. Akzeptoren
waren hierbei Fusionsvektoren (pFF.rbs3a, pFF.c, pFnT7, pFcT7), klassische StarGate
Expressionsvektoren (pASG, pPSG) odier novosynthetisierte, zu pENTRY kompatible
Expressionsvektoren (pAmp.RSF.3a, pSm.CDF.BgjBI-in Reaktionen erfolgten in 50 pL
Gesamtvolumen bei 37 °C fiif 3 h. 5 pL des Ansatzes wurden anschlieReri. icoliD H5 U
transformiert (11.3.6.1). AnschlieBend folgte das standardisierte weitere Verfahren (11.3.1 /
11.3.2 / 11.3.6.1 / 11.3.7 / 11.3.9). Bei Plasmiden mit R$¥eplikationsursprung wurde die
jeweils halbe AntibiotikeKonzentration innerhalb des AghB-Mediums eingesetzt.

Zusatzlich wurdemen jeweiligen MedieB,2% (w/v) Glucose zugesetzt.

[1.3.6 Transformation chemisch kompetenterk. coli

11.3.6.1 HitzeschockTransformation

Die gemalf 11.2.4 hergestellten chemisch kompetenten Zellen wurden wie fokfotraiert:

Die bendétigte Anzahl Aliquots wurde auf Eis aufgetaut. Fur die Transformation von 70 pL
Zellen wurden entweder 5 pL des Ligationsansatzeas H.3.5 oder im Falle der
Transfor mati on i n Expressionsst 2 mni@b0 (gBL2 1St

PlasmidDNS in 1,5 mL Eppendorfgefal3en auf Eis vorgekuhlt. 70 uL der aufgetauten Zellen
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wurden anschlieliend mit den jeweiligPiNS-Proben gemischt unfilir 1520 min auf Eis
belassen, gefolgt von einem kurzen Hitzeschmt&rvall bei 42 °C fur 2630 s und erneuter
Kuhlung auf Eis. Im Falle von Ligationsansatzen wurden 1 mkMd®lium zu den Zellen
gegeben und die Transformanden zur Aneignung der Arkaresistenz (Kan, Cam, Sm) fur

1 h bei 37 °C und 1300 UpM geschiittelt. Fiir optimale Vereinzelung (ca. 200 CFU"Platte
reichten 2050 pL der verdinnten Zellsuspension zur Ausplattierung. Im Falle von
Amp/CarbResistenzen entfiel der einstindige Inkubadwmrgang vor der Ausplattierung.
Platten wurden 4. N. bei 37 °C inkubiert.

Wurden gereinigte Plasmide zur Generierung von ExpressionsstamiecoliB L 2 1 St ar E
(DE3) bzw. RosettaE (DE3) pLysE taglemhesifior mie
diesemFall wurden die Transformanden jedoch nicht vereinzelt, sondern direkt in LB
Flissigmedium transferiert, bei 37 °C 4. N. (500 UpM) inkubiert und am folgenden Tag zur

Genexpression eingesetzt.

[1.3.6.2 Transformation mittels TransformAid -Kit

Das TransformAl Kit (Fermentas) wurde zur sequentiellen Transformation mehrerer
Plasmide inE. coli eingesetzt. Fir das jeweils erste Plasmid wurde gemafl 11.3.6.1
vorgegangen. Je zwei Klone wurden im Anschluss per Expression getestet (vgl. Abschnitt
11.3.1.2.1) und bepositivem Ergebnis fur die Einschleusung des zweiten Plasmids eingesetzt.
Dazu wurde gemalR Herstellerangaben verfahren. Bei Plasmiden mit- RSF
Replikationsursprung wurde die jeweils halbe Antibiofié@nzentration innerhalb des Agar
LB-Mediums eingesetzZusatzlich wurden 0,2% (w/v) Glucose zugesetzt. Im Falle weiterer
PlasmidTransformationen wurde analog verfahren. Platten mit zwei und mehr Antibiotika
wurden bei 3037 °C bis zur sichtbaren Koloniebildung (¥® h) inkubiert.

[1.3.7 Restriktionsverdau zur Plasmid-Kontrolle

Zur Analyse gereinigter Plasmide wurden diese mit geeigneten Restriktionsenzymen
geschnitten und die resultierenden Fragmente miidS-Chipelektrophorese (Abschnitt
11.3.9) analysiert. Ublicherweise in dieser Arbeit eingesetzteyfe warenNlalll, Hinfl,

Hindlll & Hadll. Ansatze (20 pL) enthielten 5 pL gereinigtes Plasmid (11.3.1)i G&D
ng-uL?), 2 pL des enzymspezifischen 10x Puffers sowie 0,5 pL des jeweiligen

Restriktionsenzyms und wurden bei 37 °C fiit,b h inkubiert.
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[1.3.8 Agarose Gelelektrophorese

Praparierte genomisciiENS und Proben, deren Analyse mittels MultiNZhipelektrophorese
(11.3.9) nicht moglich war, wurden mittels Agare&& gemal§305] analysiert. Es kam TAE
Puffer und Gele mit 0j&8,2% (w/v) Agarose zum EinsatDNS-Proben wurden mit 6x
TriTrack DNS Ladepuffer (Fermentas) gemischt und in die Taschen geladen. Die
Auftrennung erfolgte bei konstant 120 V fir 50 min. Anschliel3end wurde das Gel fur 20 min
in EtBr-Lésung (0,5 ug-mL®) geschvenkt, zweifach mit VEWasser gewaschen und mittels
Geldokumentationskammer GelDoc 2000 {ad) unter UVLicht Bestrahlung (302 nm)

fotografiert.

[1.3.9 MultiNA -Chipelektrophorese

Zur Analyse von PCHrodukten (11.3.3) und mittels Restriktionsverd#u3(7) geschnittener
Plasmide kam die Chipelektrophorese (M@E2 MultiNA®, Shimadzu) zum Einsatz.
Aufgrund der deutlich besseren Sensitivitat und Auflosung im Vergleich zur Ag&ibse
(11.3.8) sowie digitaler Datenausgabe und HochdurchKafrazitat wadiese Technologie ein
zwingend notwendiger Begleiter aller Klonierungsarbeiten in dieser Arbeit.

Die analytische Sektion des Gerats bestand aus vier parallelen Chips und einer automatischen
Pipettiereinheit. Verschiedene AmpheRtffer (DNA-500: bis 600 p; DNA-1000: bis 1600

bp; DNA-2500: bis 3500 bp) wurden abhéngig von dem zu erwartenden Fragmentierungs
muster eingesetzt. AIDNS-spezifischer Fluoreszenzfarbstoff wurden PuffernSYBR®

Gold (Invitrogen) zugesetzt. 20 uL Probe wurden gemal3 Herstelivangnalysiert.

[1.3.10 DNS-Sequenzierung

Die Sequenzierung von geeigneten-lpsertKonstrukten erfolgte extern durch Eurofins
MWG Operon (Ebersberg). Es wurderi 200 ng gereinigte PlasmidNS und in allen Fallen
die Sequenzierungsprimer B0 bzw. S@361 (Tabelle VI.]) eingesetzt.

1.4 Proteinchemische Methoden

[1.4.1 Zellaufschluss und Herstellung zellfreier Extrakte

Die Art des Zellaufschlusses erfolgte abhangig von der Stabilitdét des Zielproteins oder

komplexes sowie Art und Menge der Zellerblidherweise wurdeni2 mL Puffer pro g
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Zellfeuchtmasse eingesetzt und die Zellen vollstandig resuspendiert. Der Aufschlussgrad
wurde mikroskopisch beurteilt.

Cnwurde stets mittels Ultraschall auf Eis (60% Power; Zyklus 50% fur 10 min gesamt) unter
zirkularer Kihlung in 15 bzw. 50 mL RosettengefalRen aufgeschlossen. Im FallEcvon
kamen zwei verschiedene Verfahren zum Einsatz: Fur die Reinigung von akzessorischen
(Hyp) Proteinen oder Komplexen kam Ultraschall wie @ir beschrieben zum Einsatz. Fur
HydrogenaseReinigungen oder diesbeziigliche Zelltests wurden die resuspendierten Zellen
durch 3 6 Zyklen Gefrieren-80 °C; 30 min) / Auftauen (25 °C; 15 min) aufgeschlossen.

Die Extrakte wurden anschlieBend per Zentrifugation bei 2 °C flii6@5nin geklart. Fés

nicht anders angegeben, wurden auf diese Weise S12 (14,0800 (20.00@®@) oder S140
(140.000g) Extrakte hergestellt.

[1.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Proteinbestimmung nach Bradfof806] wurde das RotiNanoquant System (Roth)
benutzt und im 1 mL Halbmikr&lvettenformat gemafl Herstellerangaben verfahren. Eine

Kalibriergerade im linearenddeichwurdemit BSA als Standard aufgenommen.

[1.4.3 Proteinreinigung

Proteinreinigungen wurden bei RT oder 4 °C vorgenommen. Dabei wurde
saulenchromatographisch unter Einsatz von FPuU@pensystemen, Peristaltikpumpen

(jeweils Pharmacia), Gravitatios$és oder Zentrifugation (Spin Columns) gereinigt.

[1.4.3.1 Reinigung von HypKomplexen

Hox- und HypProteine sowie HyKomplexe wurden mittels Affinitdtschromatographie
(StrepTactin Matrizes) gereinigt. Dabei wurden je nach Stabilitdt und Stagp
Verfugbarkeit Pufferbasis AP1 oder AP2 eingesetzt und die Waschvolumina variiert. Fur
SpinColumnAReinigungen wurden ca. 1 g Zellen in 1 mL Puffer resuspendiert, mittels
Gefrieren/Auftauen aufgeschlossen utigl Zielkomponenteper Herstellerangabeagereinigt

Das Elutionsvolumen lag hierbei tblicherweise bei 100 uL Puffer AES. Alternativ wurde mit
1 mL StrepTactifi Superflow Gravity Flow, 5 mL StrepTacfirSBuperflowHPR oder 5 mL
StrepTactifi MacroPrepHPR  Saulen gereinigt. Reinigungen erfolgten  nach
Herstelleangaben mit Modifikation des Puffers und der Waschvolumina. Zur Elution wurden

Puffer AE1 oder AE2, und zur Saulenregeneration Puffer AR eingesetzt. Elutionsfraktionen a
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0,5 mL (1 mL Saule) bzw. 1,5 mL (5 mL Saule) wurden aufgenommen, anschlie®®aaf g
11.4.3.4 konzentriert unbis zur weiteren Verwendung b&0 °C gelagert. Alle Reinigungen

erfolgten bei Raumtemperatur.

11.4.3.2 SHek-Reinigung mittels Affinitatschromatographie

Die Reinigung der rekombinanten Starianten erfolgte bei 4 °C mittels 5 n@trepTactiff
Superflow Gravity Flow S&ulen. Ublicherweise wurderl® g Zellen aus 500000 mL
Autoinduktionskulturen in Puffer AH resuspendiert und mittels Gefrieren/Auftauen
aufgeschlossen. Nach der Extraktklarung (11.4.1) wurde der S140 Extrakt widie auvor
aquilibrierte Saule geladen, gefolgt voilb2SaulenvolumeKSV) Puffer AP1 zur Entfernung
ungebundener Proteine. AnschlieBend wurde das Enzym mit Puffer AE1l eluiert, wobei
Fraktionen a 1,5 mL aufgenommen wurden. Fraktionen miA&tvitat wurden gepoolt und
gemal 11.4.3.4 aufkonzentriert. Die Saule wurde mis¥Y3Puffer AR regeneriert.

Die konzentrierte Probe wurde anschlieBend auf eine mit Puffer AP1 A&quilibrierte
Gelfiltrationssaule Superdex 200 HR 10/300 geladen. Fraktionen mitkBiitat (Volumen

je Fraktion 0,5 mL) wurden gepoolt und konzentriert (I1.4.3.4). Gereinigte SH wurde

aliquotiert, mit 5% (v/v) Glycerin versetzt und bei 4 220 °Coder-80 °Cgelagert.

I1.4.3.3 SHy-Reinigung ausCupriavidus necator

Fur die Reinigung der endenen SH au€n wurde ein zuvor optimiertes Protok¢g203]
modifiziert. 10 g Zellen aus optimierten Wachstumsversuchen (Abschnitt 111.2.1) wurden in
40 mL Puffer AH resuspendiert und per Ultraschall aufgeschlossen (11.4.1). Nach Herstellung
des S2€Extrakts wurde fein gemdrsertes Ammoniumsulfat langsemer Rihren auf Eis
zugegeben (35% Sattigungskonzentration). Die resultierende Suspension wurde fur weitere 30
min auf Eis gerihrt und das Prazipitat anschlieBend bei 1@0®d 2 °C fir 30 min
abgetrennt. Der Uberstand wurde unter Rithren auf Eis stierfe K[Fe(CN)] (10 mM
Endkonzentration) versetzt und mit reinem Sauerstoff durchflutet. Anschlieend wurde
Ammoniumsulfat (60% Sattigung) wie zuvor beschrieben zugegeben. Nach erneuter
dreiBigminttiger Stabilisierungszeit wurde das Prazipitat bei 1050@@d 2 °C fir 30 min
abzentrifugiert. Das Siénthaltende 609%ellet wurde in 40 mL eiskaltem Puffer DEAE

geldst und fur drei Stunden auf Eis gegen 5 L Puffer Di2Adialysiert (MWCO = 68 kDa).

Im Anschluss an die Dialyse wurde die Proteinlosung aud euvor mit Puffer DEAEA

aquilibrierte DEAESepharose Fast Flow Saule (40 mL Bettvolumen) mittels 56 mL
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Superloop geladen. Die Elution erfolgte durch lineare Erhéhung der Salzkonzentration
(Gradient @500 mM KCI; A 0i 33,3% Puffer DEAEB) in Fraktionen al0 mL. Die SH
eluierte im KCiKonzentrationsbereich zwischen 1280 mM. Starker an die Séaule
gebundene Proteine wurden mittels Hochsalzpuffer (100% DBp&ntfernt. Fraktionen mit
SH-Aktivitat wurden gepoolt und auf ein Volumen vori 300 pL eingeengt (13.3.4).

Die konzentrierte Probe wurde anschlieRend auf eine mit Puffer PEAEuilibrierte
Gelfiltrationssaule Superdex 200 HR 10/300 geladen. Fraktionen mitk8iitat (Volumen

je Fraktion 0,5 mL) wurden gepoolt und konzentriert (11.4.3.4). GeranfgH wurde
aliquotiert, mit 5% (v/v) Glycerin versetzt und b8D °C gelagert.

I1.4.3.4 Konzentrierung gereinigter Proteine

Proteinaufkonzentrierungen im Anschluss an Reinigungen enfolgtdicherweise mit
VivaSpin 6 oder 20 (Sartorius) Membrankonzetaran (MWCO 3 /10 / 30/ 50 / 100 kDa)
mit den vom Hersteller empfohlenen maximadedahlen im Festwinkelrotor bei 2 °C.

[1.4.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese & Western Blot

I1.4.4.1 SDSPolyacrylamid-Gelelektrophorese (SDSPAGE)

Zur Auftrennung von Bteingemischen, Reinheitsprifung von gereinigten Proteinfraktionen
sowie GroRRenbestimmung einzelner Proteine wurde die -FPASE eingesetzt[307].
Zellfreie Proben wurden hierzu nach entsprechedeediinnung 1:1 mit 2x SD&adepuffer
versetzt, fir 5 min bei 95 °C denaturiert und nach Abkihlung auf RT in die Taschen eines
zuvor praparierten Gels (Tabellen 11.4 und 11.5) geladen.

Zelllysate fur die SDFAGE wurden prapariert, indem das jeweiligel@alet in 1x SDS
Ladepuffer resuspendiert sowie fur 15 min bei 95 °C aufgeschlossen und denaturiert wurde.
Zelltrimmer wurden fiir 30 min bei 16.0@0abzentrifugiert. 5 pL (=25 pg) des Uberstands
wurden in die Taschen eines zuvor praparierten Gels gel&®Esuspendierungsvolumina
wurden hierbei so gewahlt, dass eine finale Proteinkonzentration von 5 thgesilltierte
[Richtwert: 175 (ug Protein)-(mg Zellef) Zur GréRenorientierung wurden geeignete
Proteinstandards (BR Unstained Protein Ladder oder MBBstained Protein Ladder,
Fermentas) eingesetzt. Die SIPAGE wurde bei konstant 200 V flrig&h min betrieben.
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Tabelle I1.4 7 Pipettierschema fir die Herstellung eines SD®AGE Laufgels.

Acrylamid -Konzentration Einheit
Komponente Endkonzentration 8 10 12 15 18 %
VE-Wasser - 2.370| 2.070| 1.770| 1.320| 870 pL
1 M Tris/HCI pH 8,8 375 mM 2.250 pL
40% Acrylamid/Bisacrylamid, 37,5:] variabel 1.200| 1.500| 1.800] 2.250| 2.700| L
SDS (10% (w/v)) 0,10% 60 uL
TEMED (10% (V/v)) 0,05% 30 uL
APS (10% (W/v)) 0,15% 90 uL
Endvolumen 6.000 pL

Tabelle I1.57 Pipettierschema fir die Herstellung eines SD®AGE Kammgels.

Acrylamid -Konzentration Einheit
Komponente Endkonzentration 8 10 %
VE-Wasser - 850 750 pL
0,95 M Tris/HCI pH 6,8 375 mM 790 pL
40% Acrylamid/Bisacrylamid, 37,5:1 variabel 300 400 uL
SDS (10% (w/v)) 0,10% 20 pL
TEMED (10% (v/v)) 0,05% 10 pL
APS (10% (w/v)) 0,15% 30 uL
Endvolumen 2.000 uL

I1.4.4.2 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (NPAGE)

Zur Visualisierung nativer Proteinkomple wurde die NPAGE mit entweder einheitlicher
oder gradueller AcrylamiKonzentration eingesetzt. Enzymproben wurden hierzu auf die
gewlnschte Konzentration eingestellt, mit 5%PNGE-Ladepuffer versetzt und in die
Taschen des Gels pipettiert. Die Praparavon GradienteiNativgelen (Tabelle 11.6) erfolgte

mit dem in Abb. II.1 dargestellten Aufbau.

Tabelle 1.6 T Pipettierschema fir die Herstellung von NPAGE Lauf- und Kammgelen.

Acrylamid -Konzentration Einheit
Komponente Endkonzentration| 3 4 10 15 16 %
VE-Wasser - 1.590| 1.515| 1.065| 690 | 615 uL
1 M Tris/HCI pH 8,8 375 mM 1.125 uL
40 % Acrylamid/Bisacrylamid, 37,5: variabel 225 | 300 | 750 ‘ 1.125‘ 1.200 L
TEMED (10 % v/v) 0,05% 15 uL
APS (10% (w/v)) 0,15% 30 pL
Endvolumen 2.000 pL
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W

r Kolben

Dichtringe
Spritzeneinheit 1
PA-Matrix mit hoher Acrylamid-Konzentration

- Spritzeneinheit 2

PA-Matrix mit niedriger Acrylamid-Konzentration

Rihrfisch

Absperrhahj Schlauch
Verbindung zu Kanlile €

_ } Megnetrihrer

Abb. I.1 T Giel3station fur die Praparation von GradientenNativgelen. Die untere Spritzeneinheit wurde
zunachst mit 2,5 mL der Gelmatrix niedriger Konzentration (z. B. 3% AA) gefiillt. Der Absperrhahn des
Schlauchs wurde hierzu geschlossen. Durch einen Ruhrfiscthatipeter unteren Spritzeneinheit wurde die
Durchmischung wéhrend der folgenden Schritte gesichert. Mit der oberen Spritzeneinheit wurden anschlieRend
2,5 mL der Matrix hoherer Konzentration (z. B. 15% AA) aufgezogen. Die obere Einheit wurde daraufhin
mittels eines abgeschliffenen Dichtrings passend auf die untere Einheit aufgesetzt und der Absperrhahn des
Schlauchs geoffnet. Uber den Kolben der oberen Einheit wurde folglich der Druck und damit die Tropfrate und
FlieBgeschwindigkeit gesteuert. Der Ausgang\derbindung wurde durch eine lange Kanlle am Schlauchende
gebildet. Diese wurde am Boden des zu giel3enden Gels platziert, um durch Unterschichtung die Bildung eines
stabilen Gradienten zu gewahrleisten.

Der Laufpuffer wurde vor dem Start des Laufs &i$ gekuhlt. Der Elektrophoreselauf
erfolgte bei konstant 15 mA pro Gel fur 125h (Gel einheitlicher Konzentration) oder25
Stunden (GradienteGel).

11.4.4.3 2D-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinproben in zwei Dimensionen wurde nach eataptierten
Protokoll[308] durchgefiihrt. Die native Trennung des Proteingemisches unter Erhaltung der
gefalteten Komplexe erfolgte mittels @ianteAN-PAGE (11.4.4.2), gefolgt von der
denaturierenden Trennung der Komplexe mittels $FIA&E (2. Dimension; 11.4.4.1). Fir die
SDSPAGE kamen modifizierte Kammgele zum Einsatz, welche anstatt der Ublichen 10
bzw. 15Taschenkdmme eine einzelne, lacige Tasche sowie eine kleinere Tasche fiir einen
Proteinstandard aufwiesen. Die jeweiligen Gelstreifen d®A&E wurden im Anschluss an

den Lauf der 1. Dimension ausgeschnitten, fir 30 min in 1x-Eitepuffer getaucht und fur
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den SDSPAGE Lauf in die lagliche Tasche eingelegt. Die Laufbedingungen sowohl der N
als auch SD$AGE waren analog den in [1.4.4.1 und 11.4.4.2 aufgefuhrten Parametern.

I1.4.4.4 CoomassieFarbung von PA-Gelen

Die standardisierte Prozedur zum Farben von F@elen erfolgte mit Comassie Brilliant

Blue R250 (Serva)]309]. Gele wurden mit VBNasser gewaschen und fir 30 min in zuvor
erhitzter (Mikrowelle, 380V, 3 min) Farbeldésung geschwenkt. Der nicht proteingebundene
Farbstoff wurde anschlie3end durch jeweils 30minitiges Schwenken in erhitztem (siehe oben)
Entfarber 1 bzw. normal temperiertem (RT) Entfarber 2 entfernt. Der Schritt in Entfarber 2

wurde verlangrt, bis der Hintergrund wasserklar erschien.

11.4.4.5 Silber-Farbung von PA-Gelen

Die proteinspezifische Silberfarbung wurde genjaR0,311] vorgenommen. Aufgrund der
Sensitivitat der Methode wurden Proben und Standards im Vergleich zur Coemassie
Farbemethode 1i3:10 verdinnt aufgetragen.

[1.4.4.6 Western Blot

[1.4.4.6.1 Transfer und Konjugat-Bindung

Zur selektiven Visualisierung mittels SEFAGE (11.4.4.1) oder NatWPAGE (11.4.4.2)
aufgetrennter Strepljetaggter Proteine kam der Western Blot zum Ein§ail2]. Der

Transfer der Proteinauf die NitrocelluloseMe mbr an er f o-Bgo e NVmer fadlame
unter Kuhlung auf Eis (konstant 0,5 A fur 2 Stunden; Puffer: WeR&rnTransferpuffer).

Im Anschluss wurde die Membran fiir 3 Stunden in Blockierungspuffer inkubiert, gefolgt

von drei Wachschritten mit PBS (je 5 min). Daraufhin erfolgte die einstiindige Inkubation

der Membran mit dem StrepTactitRP (horseradish peroxidajekonjugat. Hierbei wurde

das Konjugat in einer 1:4.000 (chromogene Detektion) bzw. 1:100.000 Verdinnung
(Chemilumireszenz) in PBS eingesetzt, gefolgt von je zwei Waschschritten mit HBS

sowie PBS (je 1 min pro Schritt). Alle PebtansferSchritte erfolgten bei Raumtemperatur

unter leichtem Schwenken.
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1.4.4.6.2 Detektion

Die chromogene Detektioarfolgte gemB Herstellerangaben (Strdag HRP chromogenic

detection kit). Eine sensitivere Detektion wurde bei Bedarf durchCaemilumineszenz

Verfahrenerreicht €nhanced chemiluminescen&eCL) [313]. Hierbei wurde die Membran
zunadchst fur 2 min mit der EGLOsung inkubiert und anschlieend innerhalb einer
RontgenfilmKassette mit einer Kilarsichthtlléixiert. Dort erfolgte die Abbildung auf
Rontgenfilm (Fuji XRay RX, 100 NIF), welcher innerhalb einer Dunkelkammer mittels eines

Kodak GBXEntwickler undi Fixierer Systems entwickelt wurde.

[1.4.5 SH-Aktivitatsmessung

11.4.5.1 Ho: NAD*-Aktivitat

Die physiologische SH KNAD® Aktivitit wurde photometrisch durch Messung der
Absorption bei 340 nm (Absorptionsmaximum NADb4o = 6,22 mM*-cmi?) tiber die Zeit
bestimmt. Hierbei wurde innerhalb eines Anaerobzelts (Formigkggassphére 2,56% H;,
Rest N) gemessen und der Assaypuffir 3 i G. N. mit der Gasphase aquilibriert.

Test des Enzyms in Anwesenheit verschiedengK@nzentration erfolgte durch variable
Zugabe eines Luff bzw. ReinstO,-gesittigten Assaypuffers. In diesen Fallen (aerobe
Messungen) wurde zur jFZugabe einmit 80% H (Rest N) gesattigter Assaypuffer
eingesetzt, wobei die finale ;HKonzentration so gewahlt wurde, dass sie dem ublichen
Konzentrationsbereich (188 uM unter Formiergagtmosphére) entsprach. Testansatze (bei
anaeroben Messungen: 1 mL in Halbro#Klvetten; bei aeroben Messungen: 1 mL in einer
mit Silikonstopfen verschlossenen Qu#iizvette) enthielten Ublicherweise 50 mM Tris/HCI
pH 8,0 (variable Konzentration an geltsten Gasetesobep 10/ 20 pL Probe, 1 uM FMN
und 5 uM NADH zur Aktivierung Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 mM NAD

gestartet.

11.4.5.2 H, : BenzylviologenAktivitat

Die Diaphorase und FMNa unabhéngigf46] Reduktion von Benzylviologen (BV) wurde
photometrisch durch Messungrd&bsorption bei 600 nm (Absorptionsmaximum B¥go =

7,4 mM'-cm') uUber die Zeit bestimmt. Die Reaktionsbedingungen und Assay
Zusammensetzungen waren analog 11.4.6.1 mit dem Unterschied, das statt NAD

Benzylviologen (Endkonzentration 2,5 mM) zugegeeinde.
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11.4.5.3 NADH : Ferricyanid Diaphorase-Aktivitat

Der Test des Diaphora$doduls erfolgte mittels photometrischer Bestimmung der
NADH:K 3;Fe(CN} Aktivitat. Als Detektionsbasis diente entweder die Oxidation von NADH
(Extinktionsabnahme bei 340 niiyz = 6,22 mM*-cm™) oder die Reduktion von Ferricyanid
(Extinktionsabnahme bei 420 nnijz = 1,0 mM*-cmi'). Die Messung erfolgte aerob oder
anaerob nach Signalstabilisierung, wobei jeweils Kontrollen mitgefuhrt wurden. Testansatze
(3 mL in HalbmikroKuvetten) enthielten Ublicherweise 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 2 mM
KsFe(CN) sowie 1,25 mM NADH. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 pL

Enzymprobe gestartet.

11.4.6 Zellfreie Prozessierungstechniken

11.4.6.1 Vorbereitung und Herstellung der Extrakte

Samtlicke Expressionsstamme fir die Herstellung déMzZExtrakte (#M = Zellfreie
Maturation) wurden durch Transformation v@ coliBL2 1St ar E (11 .-3. 6. 1)
Konstrukten generiert (siehe auch Tabelle 111.13). Transformanden wurden ohne vorherige
Vereinzelung in Reagenzréhrchen (4 pro Stamm mit je 3 mtMeBlium inkl. 50 mg-L*
Kanamycin) 0. N. bei 30 °C und 550 UpM geschuttétigs darauf wurde der Inhalt der 4
Rohrchen jedes Stamms vereinigt und zur Inokulation der Induktionskultur eingesetzt [500
mL Schikanekolben mit 100 mL HEMledium + 50 mg-I' Kanamycin; 0,05% (w/v)
Glucose; 1% (v/v) Glycerin; 0,3% (w/v) Laktose; 100 uMIRg-NH,-Citrat; 25 uM NiC}].

Die Autoinduktion erfolgte gemaR 11.2.1.2.2 bei 180 UpM fur 36 h. Die Zellen wurden
anschlieBend per Zentrifugation geerntet und fir jeden Stamm zusammengefuhrt. Je nach
Vorhaben (einheitlicher Aufschluss mit einem Puffereodilternativ Test verschiedener
Puffer fur die ZFM) wurden die Zellen aliquotiert und H&0 °C eingefroren.

Der Zellaufschluss erfolgte mit 5 Zyklen Gefrieren/Auftauen (11.4.1) unter Einsatz von 2 mL
des jeweiligen Puffers (siehe 11.4.6.2; Puffer ohnédi; + 0,1 mM PMSF) pro Gramm
Zellfeuchtmasse. AnschlieBend wurden die -E2€rakte hergestellt (11.4.1), diese in
Volumina a 300 bzw. 500 uL aliquotiert und bis zur Verwendung@&@&FC eingefroren (kein

Aktivitatsverlust innerhalb 6 Monaten). Extrakteirden lediglich einmal aufgetaut.

11.4.6.2 Zellfreie Maturation mit Extrakten

Benotigte Extrakte (sowie bei Bedarf gereinigte Proteine und Komplexe) wurden auf Eis

aufgetaut. Als Basispuffer fur ZFMssays wurde ublicherweise 50 mM Tris/HCI pH 8,0 + 5
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mM MgCl, eingesetzt. In Testexperimenten wurden dartiber hinaus 50 mM MOPS/KOH pH
7,0 bzw. 50 mM KPi pH 7,0, jeweils inkl. 5 mM MggClgetestet. Die fur den Assay
eingesetzte Pufferbasis determinierte den Aufschlusspuffer (11.4.6.1), d. h. es wurden nur
Komponenten mit gleicher Pufferbasis kombiniert. Assays (Gesamtvolumen 100 pL in 1,5
mL Reaktionsgefalien) wurden furiB® min (Standard: 35 min) bei variablen Temperaturen
(Standard: 30 °C fur M1 37 °C fur M2Assays) gefahren. Die Komponenten sind in Tabell

II.7 zusammengefasst. Anaerobe Assaysdeninnerhalb eines Anaerobzelts (Atmosphére:
Formiergas 2,5 5% H, / Rest N) inkubiert In diesem Fallevurde der Basispuffer zuvor

0. N. mit der ZeltAtmosphare aquilibriert. Zum Stopp der Reaktion wurdenAdiséatze in

einem Eisbad platziert. Die Messung der SENAD™ Aktivitat erfolgte geman 11.4.5.1.

Tabelle .77 Zusammensetzung der ZFMAssays.

Komponente Konzentr'ations— Standa_rd— _ Basislésung/
bereich Endkonzentration/-Anteil Extrakt
Extrakt mit SHUntereinheiten | 15/ 60% (v/V) 15% (v/v) 15i 30" mg-mL*
Extrakte mit M1/M1 Proteinéh | je 7,5 60% (v/v) | 7,5% (v/v) Einzel; 15% (v/v) Vol 15i 30° mg-mL?*
Dithiothreitol (DTT) 1i5mM 2,5mM 250 mM
ATP 1i5mM 2,5mM 50 mM
GTP 0,52 mM - 50 mM
FeSQ 101 100 M 50 uM 5mM
NiCl, 10/ 500 uM 20 uM 2mM
FMN 1i 50 pM 10 pM 1 mM
Carbamoyphosphat (CMP) 25 250 uM 50 uM 5mM
Puffer ad 100 pL
Endvolumen 100 pL

@ Die Anzahl der eingesetzten Extrakte pro Assay war variabel.uMd M2Extrakte, in denen alle Gene eine
Reifungssatzes laxprimiert wurden (pE.M1 oder pE.M2 Plasmide), wurden in Endkonzenteatimn 15%

(v/v) Z ug e g dnb Ealle vénAXrakitel riit) bindren Konstrukten (z. B. HypC1EBxtrakt +
HypA2B2-Extrakt, usw.) wurden die einzelnen Extraktegds in Konzentrationen von 7,5% (v/v) oder 15%

(v/v) zugegeben (AEinzel f) . I n Assays mi t gereinigt
Bufferbasis verdiinnt und in geeigneten Volumina zu den Ansatzen zugegeben.

® Die Proteinkonzentration all&xtrakte wurde tblicherweise auf 20 mg-théingestellt.

[1.4.7 Analytische Methoden

I1.4.7.1 Kolorimetrische Eisenbestimmung mit Feren

Die Bestimmung von nichdamEisen in gereinigten Proteinen erfolgte nach einem
beschriebenen Protokd814] mittels des Fe(IKChelators3-(2-Pyridyl)-5,6-di(2-furyl)-1,2,4
triazin5 6 ,-disdifonat (Feren). Der blau gefarbte Fef@renKomplex zeigt ein

Absorptionsmaximum bei 593 nm und kann photometrisch quantifiziert werden.
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100 pL Probe (im Falle der SH mit idealerweisei@,pM Protein) wurden mil00 pL 1%

(w/v) HCI versetzt und bei 80 °C fur 180 min erhitzt, resultierend in der Mobilisierung der
Eiserlonen. Die Losung wurde auf RT abgekuthlt und durch Zugabe von 500 pL 7,5% (w/v)
Ammoniumacetat neutralisiert. Proteine wurden anschlie3end dugdabg von 100 pL 2,5%
(w/v) SDS denaturiert. Die Reduktion der Fe(idhen zu Fe(ll) erfolgte durch frisch
hergestellte Ascorbinsaut&sung (100 pL; 4% (w/v)). Im Anschluss wurde der Chelator
Feren (100 pL; 1,5% (w/v)) zugegeben und das Gemisch fur 0 bai 13.000g
zentrifugiert. Die Messung des Uberstands erfolgte bei 593 nm in Halbiikretten. Zur
Kal i brierung wurdFe(SQL6H.0lvarweBdatlud eipe(Shhtlardgerade
im Bereich 020 pM Fe(Il) aufgenommen.

I1.4.7.2 UVI/Vis Spektroskopie

Zur vollstandigen Reduktion von Proteinen fur die Aufnahme von Differenzspektren kam
Natriumdithionit zum Einsatz. Letzteres wurde von Sightdrich in 85%iger Reinheit
bezogen. Durch Messung der Absorption einer anoxischen Losung mit bekannteadgeinwa
bei 315 nm {5 = 8,0 mM*-cmi’) konnte eine tatséchliche Reinheit von 79% bestimmt
werden. Um die Qualitat des ;@mpfindlichen Dithionits zu verbessern, wurde die
Chemikalie unter strikt anaeroben Bedingungen zweifach rekristallisiert. Die Prozedur
erfolgte im Anaerobzelt mit sauerstofffreien Losemitteln nach einem modifizierten Protokoll
von McKenna[315]. 30 g Natriumdithionit wurden in 200 mL einer 0,1 M Na@étung

gelost. AnschélRend wurden 440 mL eines 0,1 M NaOH/Methanol (20:80) Gemischs
langsam und kontinuierlich zugegeben. Der sich bildende weil3e Niederschlag wurde tber
einen Glasfilter (FPorositat) abgetrennt, getrocknet und der Prozedur ein weiteres Mal
unterzogen. Die Reheit lag bei 93% (1. Kristallisation) bzw. 96% (2. Kristallisation).

UV/Vis Spektren im Bereich 20000 nm wurden mit einem NanoDrop NIDOO Photometer
(Thermo Fisher Scientific) (2 yuL Probenvolumen) und fir Differenzspektren mit einem
Ultrospec 2100prdGE Healthcare) Spektrophotometer (1 mL Quarzkivette) aufgenommen.
Zur Aufnahme von Differenzspektren wurde oxidierte SH (1 mg‘h#tunachst analysiert

(250 700 nm), anschlieBend mit Natriumdithionit Y01 mM finale Konzentration) unter
anaeroben Bedingugen f¢r 1,5 h reduziert (ABl eicheni
Bereich analysiert. Bei Bedarf wurde die Probe anschlieRend erneut mit Luftsauerstoff

reoxidiert.
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I ERGEBNISSE
1.1 Klonierung der Cupriavidus necatoiGene

[11.1.1 Auswahl und Klonierung der individuellen Cn Gene

Das Cupriavidus necatoiGenom enthalt drei separate Cluster mit putativen Hydrogenase
assoziierten Struktuund reifungsrelevanten Gend@34,236] Abschnitt 1.3.2; Abb. 111.1).

MBH Strukturgene und hypC1D1E1 RH Struktur- und
akzessorische Gene (MBH & SH spezifisch) sensorische Gene

hypC1 MBH und RH assoziiertes Cluster
""’C:."u'ﬁ"’um Putati hvd4
P yPET - utative
13 _ Strukturgé/ne Putative hyd4 akzessorische Gene
f‘ 2 r A L r L 1
RN
—t , .. [, B hy,,D m_
NEEZE | Putatives
A hox -
PHGO70 hypC2 hypA3
hyd4 Cluster vp P
hypF2 - 86804
SH-unabhéngige
Hydrogenase Strukturgene
Akzessorische Gene ohne
GC% in 37 bp blocks Beteiligung bei SH Reifung

43 47 51 56 60 64 69 73 |77 (8286

[l SH Strukturgene
SH Strukturgene und akzessorische Gene
1 SH relevante akzessorische
f ' M Gene

12T BT — | | uive ckeessorische Gene

| des hyd4 Clusters
. hypA2 Gene ohne direkte Zuordnung
SH assoziiertes Cluster o zu bestimmten Hydrogenasen

Abb. 1.1 T Verteilung der Hydrogenaseassoziierten Gene auf dem Megaplasmid pHGHhus Cn.
Erklarung: siehe Text. Physikalische Loci: MBlNnd RHCluster: 10022390;hyd4Cluster: 5996274032; SH

Cluster: 7971£89227). Die in dieser Arbeit kloniertamd assemblierten Gene sind in den jeweiligen Farben
(siehe Legende) dargestellt. Die nicht zur Klonierung eingesetzten Gene sind in grau bzw. schwarz dargestellt.
Strukturgenesind durch breitere Pfeile gekennzeichnet.

Zwischen MBH und SHassoziierterHilfsproteinen (Reifungsfaktoren) existieren teilweise
funktionale Uberschneidungen. So enthalt das MBHd RHCluster beispielsweise einen
vollstandigen Satz amyp-Genen, von denen zumindéstpC1, hypD1, hypEdndhypXauch

zur Reifungder SH benotigtverden[162,163,316] Das SHCluster ist benachbart von einem
partiellen Satz dupliziertenyp-Gene biypA2, hypB2 und hypl2welche die analogen Gene
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auf dem MBHCluster komplementierten konn¢8i16]. Ein weiteres Gen innerhalb des-SH

Clusters,hoxW ist essentiell fur die Reifung der SH. Exdiert eine Endopeptidase HoxW,

welche die Gterminale Verkirzung von HoxH im Anschluss an die Assemblierung des
[NiFe]-Zentrums katalysiert (Abb. 1.2)196,198] In Kombination bildeten diese acht Gene

folglich die essentielle Basmur funktionalen Ryduktion rekombinanter SHm weiteren
Verlauf der Arbeit wird diese Gelkombination HoxW hypA2B2C1D1E1F2X als
Reafungssatz M1 bezeichnet gbelle 111.1).

Tabelle 11l.1 7 Liste der in dieser Arbeit klonierten Gene, deren Fragmentierung undeingefligte

Mutationen.

Locus Gen Amplifizierte Ei_ngergte_ F[agment- und ORF-
Index Fragmente  stille Mutationen Langerf

SH Strukturgene

PHG(B8 hoxF 2 - 912 + 903 //1.809 bp
PHG(B9 hoxU 2 I: GasY A 307 + 404 /705 bp
PHG®O0 hoxY 2 Il CerY A 262 + 374 /1630 bp
PHG®1 hoxH 1 - 1.467 bp

PHG®3 hox 1 '('3';98%4861 TG TiusYG Al oy p

Hyp Maturationssatz M1 (SH assoziiert)

PHG®2 hoxwW 1 - 498 bp

PHG®4 hypA2 2 : GuaY A 234 + 114 /B42 bp
PHG®5 hypB2 2 I: CasY A 336 + 633 /063bp
PHGQL5 hypC1 1 - 273 bp

PHGQL6 hypD1 1 - 1.140 bp

PHGQL7 hypE1l 1 - 1.056 bp

D GesaY  AjzssC A 7 G400
PHG®6 hypF2 3 Y A28 ApasG A 651 + 705 + 1.077 2.424 bp

ComsY ApunC T

Hyp Maturationssatz M2 (hyd4 assoziert)

PHGO070 - 1 - 552 bp

PHGO77 hypA3 1 - 330 bp

PHGO78 hypB3 1 - 1.017 bp

PHGOT3 hypC2 1 2;'2:82%2731 Awrs¥G A2 YC A5 segpp

PHGO75 hypD2 1 - 1.212 bp

PHG(76 hypE2 2 I: CesY T 554 + 520 //1.068 bp
: G Y ApY CAQY CAjs (

PHGO72 hypF3 3 Y AsYGAY GAYCA,; 807 +823+770/2.391 bp
GyY A

Cluster-unabhéngige Gene

PHGQOL8 hypX 3 Il CoeY T 279 + 797 + 727 [1.794 bp

PHG®3 hoxN1 2 II: GgisY A 873 + 189 /11.056 bp

|. Stille Mutation zur Eliminierung eier internenLgul-Schnittstelle (GCTCTTC)Il. Stille Mutation zur
Eliminierung einer interneksBI-Schnittstelle (CGTCTC)jl. Stille Mutation zur Absenkung des G&ehalts.
& Lange Fragment 1 [bp] + Lange Fragment 2 [bp] (+ Lange Fragment 3 [ba))de ORF
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Als Ergebnis der Sequenzierung des pHG1 Megaplasmids im Jahrd238)Xkonnte ein
weiteres Hydrogenasgluster, welches einen vollstdndigen Satz putativer Reifungsgene
enthalt byd4 Abb. 111.1), annoiert werden. Zu Beginn dieser Arbeit war die Rolle tgd4
Clusters unklar, da keines der dort kodierten Genprodukte jemals nachgewiesen werden
konnte [206]. Daruber hinaus stand die Demuoason einer weiteren Aufnahme
Hydrogenase aus, d@n in Abwesenheit der MBHund SHGene seine Fahigkeit zum
Wachstum auf Bl verliert [134]. Um einen ersten Nachweis der Funktionalitat delym4
kodierten Reifungsapparats vorzunehmen und die Fahigkeit zur Komplementation der M1
Hyp Proteine zu untersueh, wurderhypC2 hypD2 hypE2 hypF3 hypA3und hypB3in die
Klonierungsstrategie mit einbezogen und bildeten zusammeimaxrity und hypX den M2
Reifungssatz (Tabelle 111.1). Da HoxW als essentiell fur die Reifung der SH vorausgesetzt
werden konnte, war diputative Gterminale hyd4 Protease, welche von PHGO070 kodiert
wird, lediglich Teil der Substitutioasund nicht der regularen Expressionsversuche. Ein
weiteres GenhoxNl wurde den Satzen M1 und M2 im spateren Verlauf der Arbeit
hinzugefiigt. Es kodiert eine  membrangebundene hochaffine Niclkdrmease
[238,240,241,317,318]

Die in dieser Arbeit eingesetzte Klonierungstechnologie basiert auf der Weiterentwicklung
eines Systems, welches zuvor in unseren Laboremickett wurde[304] und kommerziell

als StarGaf® System (IBA) erhéltlich ist. Tabelle 11.2 liefert eine Ubersicht tber die
eingesetzten Originalvektoren, wéahrend Tabelle VI.2 zusatzlich die im Zuge dieser Arbeit neu
designta Vektoren enthalt. Amplifikation der 21 zur Klonierung ausgewah@enGene

mittels PCR erfolgte entweder tber die jeweils vollstdndige Gensequenz (vollstandiger ORF)
oder fragmentiert. Die Fragmentierung wurde abhangig von der Sequenzlange vorgenommen,
um anschlieRende Sequenzierungen ohne interne Primerpaare zu gewabhrleisten. Dartber
hinaus wurden stille Mutationen via Primerdesign eingefiigt, um interne klonierungsrelevante
Lgul-, oder Es@I-Restriktionsschnittstellen zu entfernen und/oder um zusataieh
Schmelzpunkt G@€eicher Startoder Endsequenzen zu senken (Tabelle 111.1).

Daraus resultierte eine Gesamtanzahl von 34 -B&irierten Amplifikaten. Dieseurden

nach Bestatigung der korrekten GrofstultiNA -Chipelektrophoresédbb. 111.2 und Tabelle

[11.2) Blunt Endin ein lineares pfektorrickgrat[pF (linear)] eingefugt.pF (linear) wurde

hierbei via PCR mit denfusionsvektorpFF.rbs3aals Matrize amplifiziert (Primelliste

Tabelle VI.1). Infolge derBlunt-Ligation wurde ein Gemisch von Konstrukteanit dem

j eweiligen Fragment in der Anor manhamchder oder

resultierenden Restriktionsschnittstellen konnte die jeweilige Orientierung ermittelt werden
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(Abb. 111.4). pF-Konstrukte wurdesequenziertind im Falle 100%igetbereinstimmung mit

der gewlnschten Sequenz zum Transfer in pENTRY (blue) eingesetzt. Innerhalb dieses
Schritts wurden Genfragmeniel denvollstandigen Gensequenzen (ORKsmbiniert Bei

nicht fragmentiertenGenen (vollstandige ORFs)wurde analog verfakn. Da zwar die
Restriktionsschnittsteller_gul) durch den Vektor, die gewiinschten Uberhéange jedoch durch
die endstandigen Sequenzen der Fragmieesemmtwurden, war die Orientierung des Gens
bzw. Gerfragments flirden pEntryTransferirrelevant (Abb. 11.3). Ausgehend von den 21
pE-Konstrukten wurden alle weiteren Subklonierungsschritte vorgenommen. Abb. 111.4 stellt
alle initialen Schritte zur Generierung der Erignstrukte dar.

hoxY 2 hoxU.2 HoxF.1 i"”‘H Tabelle 1.2 T MultiNA -Analyse von PCR
200 A hox.{ i boxd i Amplifikaten am Beispiel der $-Strukturgen-
~ \ i i Fragmente. Die mittels MultiNA Software
E hoxY. 1 I"I iil hoxF2j || bestimmta Sequenzlange wurden mithilfe
B ‘ “ i II Il geeigneteDNS-Standard®erechnet
3100 A i I
8 | 1 i‘|=|1 Il om Erwartete MultiNA
b= RE 1 Fragment ) y
|| Il i Seguenzlénge _ Sequenzlénge
um I ﬁjd\_ hoxF.1 912 bp 955 bp
oL/ ot Ui L U hoxF.2 903 bp 950 bp
Migrationsindex [%] hoxJ.2 404 bp 405 bp
B , . hoxY.1 262 bp 266 bp
Abb. 111.2 T MultiNA -Analyse der PCR-generierten hoxY.2 374 bp 374 bp
Fragmente am Beispiel der SHStrukturgen- hoxH 1.467 b 1536 b
Fragmente. Fir FragmentgroRen siehe Tabelle Il ' P ' P
UM = Unterer Marker; OM = Oberer Marker. hoxl 504 bp 481 bp
A Blunt Blunt

ATG hoxF.1 CTT GGAAGAGC GCTCTTCA CTT hoxXED GGG
AC ’ AR CCTTCTC CGAGAAGT GA CC
B C

/—\ Lgul Erkennungssequenz Briickenbase
Li sorerned”

GCTCTTCA
CGAGAAGTXXX
GCTCTTCT CCCCGAAGAGC A

‘—f_,
CGAGAAGAATG CTTCTCG Uberhang

Abb. 1Il.3 1 Lgul-generierte Uberhange zur Fusionierungvon Genfragmenten am Beispiel deshoxF Gens.
Durch Blunt-Ligation wurden die beiden Fragente separat in einen linearen-é&ktor integriert. Hierbei
wurden die fiir die Fusionierung relevantagul-Uberhdnge bereits durch die Fragmente selber gestellt, wahrend
die Lgu-Er kennungssequenzen -(uohdnEede dds eAkzbptonvektpreorlagen (B)6
Folglich war die Orientierung des Fragments innerhalb deKgfstrukts fir den anschlieRenden Transfer
(Fusion & Integration in pENTRY) irrelevant, da durtlgul-Verdau (B) in jedem Falle die korrekten
Uberhange erzeugt wurden. Die Struktlar vollstandiger_gul-Rekombinationsequenz ist in (C) dargestellt.
Die beiden in dieser Arbeit eingesetzten Klonierungsenzybgl und Es@Bl sind Typ Ik
Restriktionsendonukleasen, welche auf3erhalb ihrer Erkennungssequenz sdBodiden
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Lgu - 3- GETCTTENRAN_
Lgud - 1832 - GETCTTCH' AN

hoxF Fragment 1 pF linear hoxF Fragment 2
BT —— [ e 2

1.1
Lgul - 2725 - GETCTTCr'nnn

Nialll - 2430 -_CATG"

H
$
E

100

= =
E E
- = Niall - 2168 - CATG' ___
o m Niglll - 2127 - _CATG —
= =4
2 50 = 40
= c
nain-77a-_cate 2 2 T - 779 -_GATGY
Misll- 1910 -_CATG: = E
Lgul- 1825 - GETCTTCnnAN_ ~ 0 1] Loui- 1825 - GCTCTTCH AN~ p
il - 1732 _CATG' 0 50 100 0 50 100 Aol 1742-_CATG'
g Migrationsindex [%] igrationsil o 2
T s cora igrationsindex [%] Migrationsindex [%] <A

Ml - 1235 - CK -1235-_CATG'
C Nl - 1313 CATG'  MIl-2738-_CATG' 1 m.“.'fﬁ!.a‘,‘ia,gm
M- 1349 -_CATG LUl I BETCTTCIIM. sl - 59 -_CATG! Lout - 2725 - GCTCTTCH N 59, . Miglll - 1349 - _CATG
- - 1 - K

il - 2656 - CATG' ™,

oder

00

= [ — =60
E ' E
] pF_hoxF.1 il - 2077 -_CATG: b
0 50 2744 bp ) @30
o T Niglll - 779 - _CATG" T Mgl - 779 - _CATG! @
2 2
= £
Lgu - 1825 - GCTCTTCn'nnn_ g LguA - 1825 - GCTGTTCAnn_ ~
0 d ialn - 1742 -_cata” 0
Ml - 1742 -_GATG - 1742- <
0 50 100 e 0 50 100
Migrationsindex [%] LN sl - 1225 - CATG! N Nl - 1225 _CATG' Migrationsindex [%]
. Nialll - 1235 _CATG’ N\ Nigill - 1235 - _CATG"
il - 1313 - _CATG' Nlaill - 1313 -_CATG"
Mall - 1349 - _CATG' NIl - 1348 - _CATG'
Esp3l - 2388 - CGTCTCn'nnnn_
Lgud - 2388 - GCTCTTCinnn. \'\
H pENTRY (blue)
2435 bp
Eopt 1082 COTCTC e
Espdl - 3502 - CGTCTCa'nnnn_ ' ‘le-m- CATG
Niglll - 3207 - _CATG" | ¢
Man - 3165 -_GATG!_
I~ 100
Nighl - 2854 - _CATG' . En
S Mail-740-_CATG
=
‘® 50
— Mialli-977._CATG' &
[~ Nfalll- 1003 -_CATG' @
" Mell- 1034 - CATG B
Mialll - 1220 - _CATG 0+ g T
Nialll - 2215 - _CATG" 3 0 50 100
| Migrationsindex [%]

Niglll- 1778 -_CATG' gy 4692 - CGTETCH/nnn,

Abb. lll.4 1 Transferschritte zur Generierung von Entry -Klonen aller 21 Ch Gene am Beispiel defioxF
Gens.Die Fragmente (hiehoxF Fragmente 1 & 2) wurden zunachst mittels PCR ausgehend von genomischer
Cn DNS amplifiziert und phosphgtiert. Als Akzeptorvektor (pFvektorriickgrat) diente ein modifizierter
pFF.rbs3avektor, welcher mittels PCR generiert wurflg- linear) Die Integration erfolgte mittel8lunt
Ligation (1), resultierend in pRonstrukten mit den Fragmenten in zwei méigén Orientierungen. Je zwei bis

drei Konstrukte pro Fragment wurden mittels Restriktionsverdau und anschlieBender chipelektrophoretischer
Analyse auf korrekte Assemblierung tberprift weduenziertDurch Sequenzierungelektiertep~Konstrukte
wurden schellich fir den Transfer in pENTRY eingesetzt (2). Hierbei erfolgte die simultane Fusionierung der
beiden Fragmente mit dem Transfer in den Akzeptorvektor pENTRYU (und T4Ligase dienten als
Klonierungsenzyme). Die Vektorkarten enthalten die relevahtgm-, bzw. Es@BI-Erkennungsseiten (rot),
sowie die Schnittstellen fuNlalll (schwarz), welches in diesem Falle fir den Kontrollrestriktionsverdau
eingesetzt wurdeDie Plotsneben den Vektorkarten zeigen die chipelektrophoretischen Analysen der mittels
Nlalll-Verdau erhaltenen Restriktionsfragmente jedes erfolgreich generierten Konsbigdgs.dient der
Verdeutlichung,dass sich die Orientierung der Fragmente innerhalb détopBtrukte durch Unterschiede in

den spezifischen Fragmentmustermittelnlasst.
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Um die Produktion aller 21 Zielproteine (Tabelle 11l.3)Escherichia coliseparat testen zu
kénnen, wurden diese zunéchst in die StarGEressionsvektoren pAS®t (Expression
unter Kontrolle des TetracykhRegulons), sowie pPS®t (Pr7-kontrollierte Expression)
subkloniert E. coliBL 21 St ar E Ex@iRp s e t & aEE (DB kgnenhierbei

als Expressionsstammzem Einsatz

Tabelle 1I1.3 7 Liste der in dieser Arbeit produzierten rekombinanten Cn Proteine. Die Einteiung
entspricht der imabellelll.1 eingefuhrterKategoriserung(SH-, M1-, M2-, unabhé&ngige Proteine).

SH M1 M2 Unabhangige
Mégliche Funktion/Rolle des Genprodukts Strukturproteine  Reifungsfaktoren Reifungsfaktoren Hilfsproteine
Protein MM Protein MM Protein MM Protein MM
Diaphorase grof3e Untereinheit (GU) HoxF 67 kDa
Diaphorase kleine Untereinheit (KU) HoxU 26 kDa
H.ase kleine Untereinheit (KU) HoxY 23 kDa
H.ase groRRe Untereinheit (GU) HoxH 55 kDa
Diaphoraseass. NADPHAKktivierungsseite HoxI 19 kDa
Nickel-Speicheung und-Insertion mit HypB HypA2 12kDa HypA3 12 kDa
Nickel-Speicheung und-Insertion; GTPase HypB2 35kDa HypB3 36 kDa
H,ase GUChaperon, Transfer dée-Gruppe HypCl 10kDa HypC2 10 kDa
Transfer deFe-Gruppemit HypC; redoxaktiv HypDl1 42kDa HypD2 44 kDa
CN-Transfer auf FedypC-HypD; ATPase HypEl 37 kDa HypE2 37 kDa
CN'-Synthese aus CMP und Hypgodifikation HypF2 86 kbDa HypF3 85 kDa
C-terminale Verkiirzung derjdse GU HoxW  19kDa PHGO070 19 kDa
Funktion: ?;Essentiell fir Hase Ox-Toleranz HypX 66 kDa
HochaffineNickel-Permease HoxN1 39 kDa

AbkirzungenMM = Molekulare Masse; CMP = Carbamoylphosphat

Die Produktion aller rekombinanten Genprodukte mit Ausnahme von HoxN1 konnte
erfolgreich mittels IPTGsowie Autanduktion (pPSG Konstrukte) oder Induktion mit AHT
(PASG Konstrukte) demonstriert werden (Abb. 111.5). Die Produktion des Membranproteins
HoxN1 konnte unter den getesteten Bedingungen nicht in dem Mal3e bewerkstelligt werden,
dass eineSDSPAGE-Visualisiering des Expressionserfolgs moglich gewesen ware (Abb.
[11.5). Da es in diesem Falle bei Induktionsstart zu komplettem Stillstand des Zellwachstums
kam, kann eine zelltoxische Wirkung der HoxNberproduktion hierbei nicht
ausgeschlossen werden. Die Produktvon HoxN1 konnte jedoch durch Einsatz von Basal
bzw. Autoinduktionstechniken erreicht werden. Erfolgreiche Produktion von Héxidfte

im spateren Verlauf der Arbeitfunktional durch eine signifikante Erhéhung der
Reifung®ffizienz sowie einem toxischeEffekt erhéhter NickeKonzentrationen im Medium
demonstriertverden(Abschnitt 111.2.2 Abb. 111.12).
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kDa M K HypD1 HypEl HypX HoxN1 HypF3 HypD2 kDa ™M K HypE2 HypB3 HoxF HoxH HypB2 HypF2

kDa M K HypCl PHGO70 HypC2Z HypA3 HoxU kDa M K HoxY  HoxW  Hoxl  HypA2

Abb. 1.5 T SDSPAGE Analyse zum Test derEinzelexpression aller 21 heterologenCn Gene. Alle
Expressionsplasmide wurden B coli BL 2 1 St a B)Bunk(ioBdE getestetPro Laufspur wurden 25 pg
Gesamtprotein bzw. 5 pL Marker aufgetragen. In (A) und Byden 12%, in (C), (D) 18% RSDSGele

verwendet. M = Marker; K = Kontrolle5(coliBL 21 St ar E ohne Pl asmid). Mit Ausn
enthelten alle Stamme pPS®t Konstrukte mit dem jeweiligen Zielgen unter Kontrolle desPF@motors. Im

Falle von HoxN1 ist keine sichtbare Uberexpression/Produktion erkennbar. Bei HypB2 und HypB3 (B) sind

neben den deutlich erkennbaren Banden in der Grifdemog des monomeren Proteins weitere Banden
erkennbar, welche auf multimere SB&sistente Formen der Proteine schliel3en lad8inanhand der AS

Sequenz kalkulierten molekularen Masslen einzelnen Proteirsind Takelle I11.3 zu entnehmen.

[11.1.2 Design und Assemblierung der MultigenKonstrukte

I11.1.2.1 Klassische Fusionsstrategié Assemblierung derCn Gene zu polycistronischen
Operons
Moderne kommerziell erhdltliche Klonierungssysteme, welche die Fusionierung mehrerer
Gene erlauben, verfolgen digtrategie der schrittweisen Verknipfung von Zielgenen zu
artifiziellen Polycistrons Diese werden anschlieBend durch Subklonierung in geeignete
Akzeptor/Expressionsvektoren unter Kontrolle eines einzelnen gemeinsamen Protomors
gestellt. Innerhalb des S@Gaté (IBA) Systemserfolgt dies paarweise unter Einsaines
Upstream (pNFUSE; hier: pFF.rbs3a) und emDownstreamFusionsvektor (pCFUSE; hier:
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pFF.c). Der Vektor pENTRY dient als Akzeptorvektor desultierenderBicistrons und
gleichzeitigals Ausgagsvektor fur den néachsten Fusionsschbie Fusionsvektoren sind
hierbei so designt, dass das zweite Gen mit @igamnen ribosomalen Bindestelldbpsomal
binding site RBS) verseherwird, welchegleichzeitig als verknupfende Sequenz der ORFs
fungiett.

Innerhalb dieser Arbeit wurde die klassische Fusionsstrategie zunéachst As$elmeblierung

der SH-Strukturgene hoxFUYHI angewandt Nach Transfer verschiedener binarer
Genkombinationen in Expressionsvektoren und Test der Expression beider Gensiaeigte
hierbei, dass lediglich bestimmte Genreihenfolgen eine Produktion jeweils beider
Genprodukteeines Bicistrongrlaubten. Etwa die Halfte aller Kombinationen erlaubte nur die
Translation des ersten Gens, wahrend das zweite Genprodukti@iektiert verden konnte

Aus diesem Grunde wurde eine Screeff8itategie erarbeiteym eine Reihenfolgdir die
durchgehende Translatiomller funf Strukturgene zu ermitteln. Hierzu wurden funf
Klonierungsansatze vorbereitet, welche jeweils ein bestimidpstreamKonstrukt (z. B.
pFF.rbs3ahoxF), die vier tbrigen Gene aBownstrearaKonstrukt (in diesem Falle: pFF.c
hoxU, pFF.choxY, pFF.choxH und pFF.ehoxl) sowie pENTRY als Akzeptorvektor
enthielten (11.3.5.2). Die fuinf polyklonalen pENTR@emische wurden ansaBend ohne
Vereinzelungsschritt zur Subklonierung in pAS& eingesetzt. Die resultierenden pASG
Konstrukte wurden inE. coli BL2 1St ar E ( DE 3 ) gefolgtr ®on seinerr mi e r
Vereinzelung defransformanden auf Platte. Je 25 dieser Klone pro Platte/Ansatten im
Kleinmal3stab angezogen und die Genexpression via Induktion mit AHT angeregt. Durch
Visualisierung der Ganzzellysate mittels SDSAGE konnten anschlieRerfdnktionale
bindre Konstrukte ermittelt undurchgehenddreihenfolga fir alle funf Genefestgelegt
werden. Dabei ergaben sifilr die SHStrukturgendediglich zweiMdglichkeiten hoxYHUF

oder hoxYFHU fur die tetramere undhoxYHUF oder hoxIYFHU fur die hexamere SH
Variante (Tabelle 111.4).Die Expression derresultierendenpolycistronischenSH-Module
ermdglichteeineerfolgreicheProduktionaller SH-Untereinheiter{Abb. 111.6).

Die polycistronische Assemblierung dakzessorischen Geri@rderte anschlieRBendieselbe
Problematik zu Tage. Nachdem Uber 80% aller bindren Kombinationen debavl M2-

Gene den zuvor beschriebenen Translationsabbruch zeigten, wurde eine S<Saaibénie

in diesem Falle verworfen. Um dennoch die systematische Assemblierung der geplanten SH
M1- und M2Module zu gewahrleisten, wurde eine altenvetFusionsstratég erarbeitet.

Dies hatte die Synthese der pFxfFisionsvektoren zur Folge (Abschnitt 111.1.2.2).
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kDa M SH.tet

100 — -

K
-
Tabelle 111.4 7 Ergebnisibersicht des Bicistron- 67 - : €— HoxF
Screeningdfur die SH Strukturgene. _——
50—
Gen 2 (pFF.c-X) %

hoxF hoxU hoxY hoxH hoxI
hoxF - - + -
hoxU
hoxY - + - [S—

hoxH - + - - zo—“

hoxI + + + +

30—
+
+

HoxU
HoxY

Gen 1
(pFF.rbs3a-X)

L . ) Abb. 1I1.L6 T SDSPAGE Analyse zum Test der
Die signifikante Produktion zweier Genprodukigypression deshoxFUYH-Polycistrons. Pro Laufspur
ausgehend vonireem Vektor (als Bicistron)wurde \yrden 25 Lg Gesamtprotein bzw. 5 pL Mark

als erfolgreich betrachtet (+). Im Falle eines ”idﬁufgetragen (Gel: 12% PAA). M = Marker; K
detektierbaren zweiten Genprodukts wurde digyntrolle E.coiBL21StarE ohne P

Reihenfolge als nicht erfolgreidiewertet(-). EcoliBL21St ar E ( DE3NIXYHUF OnaA
synthetische polycistronische Operon standtewr
Kontrolle des TeRegulons. Die Induktion erfolgte mi
AHT.

[11.1.2.2 Innovative Fusionsstrategiei AssemblierungPr7-kontrollierter Genkassetten

Wie anhand der in Abschnitt 111.1.2.1 demonstrierten Problematik ersichtlich ist, konnte das
urspringliche Klonierungsvorhaben aufgrund verschiedener Limitierungen nicht mit dem
bestehenden StarG&t®asisSystem umgesetzt werden. Aufgrundssien wurden mehrere
Erweiterungen in das System implementiert, um den gednderten Anforderweehe in

folgenden Punkten zusammengefasst werBechnung zu traget) Das Expressionssystem

sollte die einhdiliche Produktion aller Plasmikiodierten Genmpdukte unabhangig von der
Anordnung oder Anzahl der Gene gewabhrleisten; ii) Der regulierende Prorsoltte

moglichst variabel hinsichtlich InduktioriExpressionsstrategien sein, einschliel3lich
Induktionsstarke undlange; iii) Jedes rekombinante Gemngwét, unabhangig von seiner

Position innerhalb des assemblierten Modslslite bei Bedarf mit N oder Gterminalen
Affinitats-Tags (z. B. Strepll) fusioniert werden kdnnen; iv) Limitierungen hhitsich der

Anzahl kaexprimierter Genesollten beseitigtwerden v) Um eine erleichterte Kombination
eigenstandiger Module (B. SH, M1, M2) zu erméglichen und kombinatorische
Reifungsstudien (Essentialit&ubstituierbarkeitvon Genprodukte) durchfihren zu kénnen,

sollte das SystemulRerdenmehrere kompatible &ktorenzur Koexpressiobereitstellen.

Die Punkte i) bisii)wvwr den durch die Synthese der Fusion
pFNT7(506) sowie pFcT7(wt), pFcT7@ARBONLAZuNnd pF.
Wie die bisherigen Fusionskieren pFEbs3a und pFF.c enti@an die pFxT#Vektoren
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Rekombinationstellen(Es@Bl-in) fur die Aufnahme vorGenen aus pEntryKonstrukten. Im
Gegensatz zur schrittweisen Assemblierung der Gene (zu einlgoisponischen Operon)

erlaubt das neue Fusionssystem jedoclie Assemblierung von Genkassetten (d. h.
individuellen Transkriptionseinheitemmit jeweils eigenem Promotor und Terminator).
Aufgrund der in Abschnitt 111.2.2 erlauterten Mdglichkeiten und Charakteristika des dadurch
resultierenden Expressionssystemgdeuder T7Promotor (lacUV5/T7 System) ausgewahlt.

Die Generierung individueller Transkriptionseinheitgatet den zusatzlichen Vorteiblass

der Expressionsnachweis assemblierter Gene bereits innerhalb jedes intermediaren Konstrukts
vollzogen werden &nn Dadurch wirddie zeitnahe Kontrolle jedes Assemblierungsschritts

sowohl auf Nukleinsdureals auch Expressionsebene gewahrleistet (Abb. 111.7).

kDa M (1) kba M (2) kbDa M (3) kba ™M (4) kDa M pE-M2
100— ; 100— 1005 100 1005 7]

5 67— 67— 67— 67—
67 ¢
50— 50— 50— 50— 50—

3 < <
10— 40— a0 T 40— 40— - 12 %
<

308 o= 4 30— 30— 30—

— o 20— 20— 20 TR | =

<€
15T 15T 15 T
- - 18 %

+ PHGO70

Abb. 11I.7 1 Schrittweise Test der M2-Assemblierung mithilfe des entwickelten pFxTZ#Fusionssystems.

Der obere Teil der Abbildung stellt die Expressionsanalyse der unten gezeigten Vektorkonstrukte mithilfe von
E.coiBL21StarE (DE3) nach Induktion mit | PTG dar . 25
wurden mittels Coomassgefarbten 12% (und wo gageben 18%) PASDSGelen visualisiert. Die
dargestellte Abbildung zeigt teilweise zusammengesetzte Gelbilder (12% &A3Bele), um den gesamten
relevanten GréRenbereich aufzulésen. Die seitlichen Pfeile markieren die Bereiche der jeweiligen Genprodukte
deren Gene innerhalb des Assemblierungsschritts hinzugetiiden (in den Vektorkartegriin hervorgehoben

und unter den Vektorkarten nochmals ausgeschrieben). Die zu erwartenden molekularen Massen der Proteine
sind Talelle 111.3 zu entnehmenAbkiirzunga: P = T7 PromotorT = T7 Terminator{1)-(4): intermediareM2-
AssemblierungskonstruktpE-M2 = pE-Vektor mitvollstandig assembliertei2-Reifungsatz.
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Den oben genannten Anforderungen iv) und v) wurde anschlieend durch Design zweier
kompatibler Plasmde begegnet, welche dievektorkombinatorische Koexpression
verschiedener Module (SHM1- und M2Derivate) in einer Zelle erlauben sollten. Mit dem
Vektor pEntry (ColE1l ori, Kaf) in Kombination mit den individuell T-Promotor
kontrollierten Genen standdiizu bereits eigeeigneteAE x pr essi onsvekt or fi
Dieser wurde durch dide novosynthetisierten Vektoren pSm.CDF.3a (CloDF1/CDF ori,
Snf) und pAmp.RSF.3a (RSF ori, Aflp er g2nzt (Abb. VI . 44).
System stele die dafir bendgten Komponenten zur Verfugung. Analog zu den Basis
StarGat&-Expressionsvektoren (pASG / pPSG) wurden die kompatiblen VektordesBit-

in Rekombinationsstellen zur Aufnahme von Modulen aus pEftnstrukten ausgestattet.

Die Kombination von pEntrKonstrukten (SHModule) mit pSm.CDF.3&onstrukten (M1
oder M2Module) erwies sich innerhalb dieser Arbeit als optimal sowohl fisP&btiuktions

als auch Reifungsexperimente (Abschnitte 111.2.2, 111.4.2 und [11.4.3). Tabellevidr§chafft
einen Uberblick Gber weitere getestete Vektorkombinationemiahrend Abb. 111.8 die
Expressionsanalyse einer Auswafihaler Module/Konstrukte liefert. Die wichtigsten
Konstrukte fur die Expression der Miind M2-Module waren pSm.CDF.3@erivate, im
weiteren Verlauf der meit als pM1 KypA2B2C1D1E1F2Xund hoxW und pM2
(hypA3B3C2D2E2F3XindhoxW bezeichnet. Die Konstrukte pMioxN1sowie pM2hoxN1
erlaubten die zuséatzliche Produktion der hochaffinen NiBlegmease HoxN1l. PHGO70,
welches eine putative Endopeptidase kddighyd4, wurde lediglich in Sulgutions
experimenten anstelle dasxWGens eingesetzt (Abschnitt 111.4.3). Fur die SH Strukturgene
wurden aufgrund der hoheren Kopienzahl (ColE1 ori; ca. 40 Pelierglichen mit
pSm.CDF.3a (CDF ori; 2@0 Zelle) tiberwiegend pEntnKonstrukte eingesetzt (als pSH
Derivate bezeichnet). Das SWodul wurde hierbei in verschiedenen Modifikationen
assembliert: pSH4.wthpxFUYH tetrameres Enzym ohne Hoxl), pSH6.WitoxFUYHI
hexameres Enzym), pSH4.Strep @ x 6 E telrdrhees Enzym mit Nlerminal getaggtem
HoxF; SH/ar1) sowie pSH6.Streph(o x F U;Yhékaneres Enzym mit-Merminal getaggtem
Hoxl; SHvar). Alle Gene standen unter Kontrolle eigenerHromotoren und Terminatoren.
Durchde-novo Synthese des pAmp.RSF-8&ktors (RSF ori; Amp) wurde die Méglichkeit
eroffnet, einerzusétzlichen/ektor mit hdherer Kopienzahl (>100 Zeliém Vergkichzu ca.

40 Zelle' bei ColE1[319]) einsetzen zu kémm. Jedoch erwiesen sigiA-Konstrukte als
umso instabiler, je mehr Genkassetten integriert wurBenHalbierung derCarbenicillin
Konzentrationm Medium konnte die SelektigpA-SH4.wt und pASHA4.Stregbeinhaltender
Stamme aufrecht erhalten werd¢8tdmme: NAES; Tabelle 111.6). Da Ampicillinund
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Carbenicillin gegentber Kanamycin oder Spectinomycin geringere Stabilitdten in wassriger
Losung aufweiser{320], erwiesen sichdie Einsatzmdglichkeiterder pAKonstrukte im

Rahmen der in Abschnitt 111.2.2 beschriebenen Kultivierungsstratadgdimitiert.

M K pM1-hoxN1 n‘r—1um|1-1 kDa M K pM2-hoxN1

HypF3
T7 P- 2099 HypX

HypD2
HypB3
HypE1l
HoxN1

HypD1 T7T-11466

HYPEL 15 400ss - "
HypB2 177- 10885 —3

g 042

pM1-hoxN1

14115 bp

g hypCl

71607 1-1 kba M K pM1-hoxF-hoxN1 i i kDa M K pSH6.wt
|

&— HoxF
€— HoxH

TTP-1722

- T7T-4133
= T7p.2211 30

T7 P-5315
T7T-5238

Abb. 1.8 1 Vektorkarten & Expressionsanalysen einer Auswdh generierter Multigen-
Expressionskonstrukte.Vektorkarten:Alle Gene innerhalb der hier gezeigten Module standen unter Kontrolle
individueller T~Promotoren (T7 P) undTerminatoren (T7 T). SmR = Spectinomycin Resistenzgen; KanR =
Kanamycin Resistenzgeii o x F 6-StrepltiNbxF; Expressionsanalysel®DSPAGE Analyse der Zelllysate

von jeweils transformiertefE. coliBL2 1St ar E ( DE3) nach I nduktion mit
Zelllysate bzw. 5 pL Marker wurden mittels Coomasggidarbten 12% (und wo gegeben 18%) PADS

Gelen visualisiert. Die dargestellte Abbildung zeigt kombinierte Gelbilder (12% &-R8%ele), um den
gesamten relevanten Grolenbereich aufzulésen. Die seitlichen Pfeile markieren die zu erwartenden Bereiche der
jeweiligen GenproduktéMolekulargewichte der Proteine, siehe Tab. I11.3). M = Marker; K = Kontralegli

BL21StarE ohne Plasmid).

Eine alternative Expressionsstrategie wurde dindbktive Entkopplung der Produktion von
Struktur und Hilfsproteinen verfolgtDurch diese Vorgehen sollt@lie in-vivo-Reifung der
SH in einem bereits mit den rekombinant€én Hyp-Proteinen gesattigten zellularen Milieu
getestet werdenDamit wurde das Ziel verfolgt, einerihzeitigen Aggregation der
préassemblierten Untereinheiten entgegenwirken (Abschnitt 111.2.2). Zu diesem Zweck
kamen Kombinationen aus pASG@TetracyklinRegulon) und pSm.CDF.daerivaten (T¥#
Kontrolle) zum Einsatz. Fir die pASKonstrukte wurden die Strukturgene wie in Abschnitt
[11.1.2.1 beschrieben als Polycistronessambliert. Die Mdglichkeit der Genfusion mit
Affinitats-Tags war hierbei auf das jeweils erste bzw. letzte Gen beschrémld. -SteplF

fusioniertehoxF Genwurde aus diesem Grundicht als Teil des polycistronischen Moduls,
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sondern mit dem MReifungsnodul kombiniert und folglich ebenfalls autoinduktiv
exprimiert Eine weitere Variante erlaubte die zusatzliche Kombination detbtuls mit
HoxU, um die Produktion des dimeren Diaphos&keduls (hoxFU) vollstandig von der
Expression der Hydrogena&ene (GenehoxYH zu entkoppeln. Somit erweiterte sich die
Auswahl der Expressionskonstrukte um die in Abschnitt 111.1.2.1 aufgefiihrten
polycistronischen Module sowie pASG:WwoxUYHund pASG.wthoxYH(ASHdedi Stamme;
Tabelle 111.6). Die dazu jeweils passendert Wil kombinierten Konstrukte waren pM1
hoxF.Strep, pMthoxUF Strep sowie dieselben Konstrukte inklusive dexN1Gers.

[11.2  Produktion von Wildtyp - und rekombinanten SH Varianten

Die posttranslationale Reifungsmaschinerie einer [Nifgdrogenase kannin erster
N&herung als mehrstufige Enzymkaskade angesehen werden. Mitbi#&ularbiologscher
Werkzeuge kann zwar die effektive Synthese aller Genprodukte, nicht jedoch deren
Loslichkeit, Funktionalitdt und Stabilitavollstandig beeinflusstwerden. Veschiedene
Organismen haben unterschiedliche Mechanismen zur Adaption zellMasehineri@ an
bestimmte Wachstumsphasen oder Stresssituationen entwickelt. In heterologen Systemen sind
elementare zusatzliche Faktoren von Belang, welche in die ohnehiniesgh zu
simulierenden Bedingungen mit einbezogen werden misserzu gehdrerbeispielsweise
Expressions und Energiehaushaltsfragestellungen, Aufnal@ysteme flir essentielle
Komponenten (hier: Metatanspor} oder die Regulation zentraler Haushadtsg (z. B.
Module fir die Assemblierung von F&€3uster) in An bzw. Abwesenheit von ODies gilt

fur rekombinante Stoffwechselwege in &hnlicher Weise wie fir Reifungswege von komplexen
MetalloenzymenKaultivierungsstrategierstellen daher essentielle enngche Elemente von
Multigen-Expressionsversuchetar.

Um die WildtypVariante der SH auSupriavidus necatofCn) den rekombinanten Varianten
vergleichend gegeniber stellen zu kénnen (Abschnitt 111.3), musste diese aus adaquatem
Ausgangsmaterial isoliertwerden. Eine Reihe von Optimierungsstrategien wurde
dementsprechendzunachst fir Cn bei Wachstum unter heterotrophen Bedingungen

entwickelt, um den SHGehalt des geernteten Zellmaterials zu maximieren.

[11.2.1 Optimierung der SH -Produktion in Cupriavidus necator

Wie bereits in Abschnitt 1.3.2 beschrieben ist die Produktion der energiekonservierenden

Hydrogenasen irCn nicht auf lithotrophe Bedingungen beschrankt. Verschiedene Arbeiten
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des letzten Jahrzehnts zeigten vielmehr, dass der Organismus beitivachster
energielimitierten, heterotrophen Bedingungen zu einer deutlich hdheren Syntheserate der
Enzyme verglichen mit Wachstum auf,/B0,/O, fahig ist [203,256] Die Kultivierung
erfolgte gemald deliteraturbesbriebenenArbeiten meist in Batclrahrweise Die hochsten

mittels dieser Technik erreichten spezifisclsHhAktivitaten in zellfreien Extraktemagen bei

7,1 U-mg" [203] bzw. 11,4 U-mg [256].

Zu Beginn dieser Arbeikonntendiese literaturbeschriebenen Werte weder bei Kultivierung

im 2-Liter-Fermenter, noch im Schittelkolben erreiglgrden Daraufhinwurden im Zuge

einer Reihe von Optimierungsanséatzen schrittweise sowohl medienbezogene als auch
physikalische Modifikationen der heterotrophen Kultivierungvorgenommen. Durch
Erhohung der Eise und StickstofSupplementation wurde hierbei die erste entscheidende
Optimierung erreicht (1,2 U-mgA 6,3 U-mg"; siehe Abb. 111.9).

. . . . 4
( (1) Kultivierung im Schiittelkolben ) )
Medium: Standard-Minimalmedium (MM) + SL6; 0,2% (w/v) Fruktose + 0,2% (v/v) Glycerin 152
Bedingungen: 100 mL Arbeitsvolumen; 30°C; 200 UpM; 25 h (OD,34 gy 2Wischen 9-11) U.mg'l
\ Inokulation: 1:50 aus 3-Tage alter Vorkultur (siche oben; 0,4 % (w/v) Fruktose ohne Glycerin) JL y
( . . s . AY4 N
(2) Nickel-Supplementation & Erhohung der Stickstoff-Quelle (2x)
Medium: siche (1); SL6 ohne Nickel; Supplementation 1 uM NiCl2 +2 gLl NH1C1 331
Bedingungen: siche (1) U- mg‘l
\ Inokulation: siche (1) J\ y
( .. . . hAY 4 N
(3) Erhohung der Eisen-Supplementation (10x)
Medium: siche (2); Supplementation 50 mg-L! NH, Fe(IID-Citrat 6,3
Bedingungen: siche (1) U- mg’l
\ Inokulation: siche (1) I y
(4) Entkopplung der Wachstumsphasen & Erhéhung der C-Quellen
Medium: Phase [: siehe (3); 0,4% (w/v) Fruktose; kein Glycerin;
Phase II: Zugabe 0.4% (v/v) Glycerin & 1 g-L’! NH,C1 1292
Bedingungen: Phase [: siche (1) fiir 24 h; U- mg-l

Phase II: Raumtemperatur (25 °C); 150 UpM: 48 h (insg. 72 h; OD ;34 g ZWischen 13-15)
Inokulation: siehe (1)

Abb. IIl.L9 1 Zentrale Schritte zur Optimierung der SH-Produktion in Cn unter heterotrophen
Bedingungen. Der initiale Schritt bestand in einésdaption der in zahlreichen Publikationen der letzten 35

Jahe beschriebenen heterotrophef, Hy dr ogenapei mi er end §mh4,21B,226] iweldhe n g e n fi
hauptsachlich im ZQiter-Fementer unter Kontrolle wachstumsrelevanter Parameter erfolgten, auf den
Schittelkolben (1). AnschlieRend erfolgten sequentielle Modifikationen der Basismedien, Supplemente und
physikalischen Bedingungen. Diieidenzentralen erfolgreichen Modifikationemaren hierbedie Erweiterung

der Nicket und Ammoniumchlorid (2) sowieanschlieRend der EiseSupplementatione(B). Im letzten Schritt

wurden schlieBlich die Biomassesowie die SHProduktionsphase voneinander getrennt Mjschnitt 1V.2

liefert eine @taillierte Betrachtung der gezeigten Optimierungsschitbkirzungen: MM = Minimalmedium;

SL6 = Spurenelemeritdsung; OD = Optische Dichte.
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Die daraufhin vorgenommene Trennung der Wachstumsphasen (Phase |: Wachstim von
auf Fruktose; optimale Begasungd Temperatur; Phase Il: Zugabe Glycerin, Verringerung
der Begasung und Temperatur) erhdhte die spezifischakdivitat auf 12,2 U-md, was den
hoéchsten bisher fiCn dokumentierten Wert darstellt. Die Bedingungen konateschliel3end

auf den 1000 mLSchuttelkolben hochskaliert und daher fur die Herstellung ausreichender

Mengen des hochaktiven Zellmaterials fur die folgendeR&higung angewendet werden.

[11.2.2 Kultivierungsbedingungen zur Produktion funktionaler SH in
rekombinanten E. coli StAmmen

Zur Expression heterologeCn Gene unter T+ oder TetKontrolle wurden dieE. coli
St2mme BL21StarE (DE3) EngdtestRoBage PlashiysE DE 3)
(PRARE) enthdl unter anderem vier tRBGene welche inE. coli tUblicherweise nicht
vorkommen Daher eignet sich der Stamm fur die Expression heterologer Gene mit stark von

E. coli abweichendem &dongebrauch. Fur di€n Gene konnte jedoch keine Pteimatik
hinsichtlich des Kdongebrauchs vork. coli festgestellt werden. In beiden getesteten
Stammea wurden vergleichbar&onzentrationen rekombinanter Genprodukte erreicler D
RNaseEdefizienteE. coli StammB L 2 1 S twardeEafgrund der anfanglich beobachteten
Translationsabbriuchgewahlt(Abschnite 111.1.2.1 und IV.1)

Alle Expressionsstamme wurden durch sequentielle Transformation von zwei oder drei
kompatiblen Expressionsplasmiden erzeugt. Gemal3 dereserdiArbeit vorgenommenen
modularen Einteilung der 2Cn Gene (Abschnitt 111.1.2.2,Tabellen 111.13) ist eine im
Folgenden beschriebene Gruppierung der generierten Expressionsstamme aus Griinden der
Ubersicht sinnvoll. Eine Mdglichkeit deEinteilung konnte anhand der SNariante
vorgenommen werden (tetr amer-Streppdex F hedkearme b 6
StrepltHo x | ) . I m weiteren Verl auf der Ar b-eit Wi
Strepltgetaggtem HoxF als Skl;, sowie die hexamere SH (HoxFUYH  mi-Streplb 6
getaggtem Hoxl als SH, bezeichnet, um sie von d€én bzw. rekombinanten Wildtyp
Variante zu unterscheidemgbelle 111.6). Eine weitere Eingruppierung der Stamme erfolgte
anhand der Plasmidombinatorik (Kombination I: pE mit pSm.COF.3aDerivaten; II:

pPASG mit pSm.CDF.3&Derivaten; Ill: pAmp.RSF.3amit pE- und pSm.CDF.3&Derivaten).

Das T*basierte Expressionssystert die Moglichkeit, zwei grundlegend unterschiedliche
InduktiongechnikenanzuwendenDie zeitlich festgelegte (licherweise B5 h) Induktion

des lacUV5Promotors zur Expression sl€/rnap Gens T7 RNA Polymerasg durch den

kinstlichen Induktor IPTG stellt die Ublicherweise angewandte Strategie zur Produktion
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maximaler Mengen der rekombinanten Proteine pro ZeiteidlaeitDemgegenuber steht die
Wachstumsphasemgesteuertelnduktion mit Laktose im Anschluss an eine Phase der
Kat abolitrepr es s[B2]n Lefztére Strategie midtaine teutlichgicRere
Variabilitat im Bezug auf Medienund Wachstumsparameter und erlaubt dadurch ein breites
Spektrum an Optimierungen.

Der Uberwiegende Anteil der rekombinant&n Proteine konnte im IPT®asierten
Induktionssystem zwar in grof3en Mengen produziert werdeneneigoch stark zur Bildung
unléslicher Aggregate iriclusion bodies Dies konnte weder durch Modifikation des
Mediums oder der physikalischen Parameter, noch durch Wechsel auf anaerobe Bedingungen
in speziell gepufferten Medien umgangen werden. Sowohl amaeroben als auch aeroben
Bedingungen konnte in Extrakten von Zellen IRTBuzierter Expressionsstamme keinerlei
SH-Aktivitat gemessenverden. Daher wurde im nachsten Schritt die basale Genexpression
getestetUnter Einsatz geeigneter Basismedien kenrei dieser Strategie alle Genprodukte

in ihrer loslichen Form produziert, sowie erstmals-Skiivitat in Extrakten detektiert
werden. Fur deRReifung®erfolg als essentiell stellten sich hier bereits die Kultivierungsdauer
und Ttemperatur heraus. So kdan maximale Aktivitaten (Stamme K1A, SH1F, SH2F;
0,05/ 0,2 U-mg™) nach ca. 3640 Stunden mit einer bei Raumtemperatur geschiittelten Kultur
erreicht werdenObwohl die Bildung von Aggregaten im Basalexpressidystem nahezu
vollstandig verhindert wurdeadien die erzielten SHKktivitdten aufgrund des geringen
Expressionslevels deutlich unter den im spateren Verlauf der Arbeit erzi@tsale
Genexpression unteanaerobenBedingungenresultierte in keinerlei Aktivitdt. Durch
Anwendung der T7#Autoinduktiors-Technik mit Glucose, Glycerinund Laktose[321]
konnten die Aktivitaten der oben genannten Stamme zunachst unter ansonsten identischen
Bedingungen au®,2i 0,6 U-mg” erhéht werden. Obwohl die Aktivitiater aus anfanglichen
Versuchen hergestellten Zellen noch gré3eren Schwankungen unterworfen war, stellte sich
das AutoinduktionsSystem als ideal hinsichtlich der Optimierungskapazitat hefealselle

[11.5 und Abb. 111.10 stelleralle getesteten Induktiosgsteme vergleichend gegeniber.

Bei Berucksichtigung der PlasmimhsierterEinteilung der Stammésiehe obengrwies sich
Kombination I (pE mit pPSm.CDF.3&Derivaten) als die hinsichtlich der finalen Stktivitat
erfolgreichste. Bei dieser Plasmidkombioat lag die Gendosis pro Zelle im moderaten
Bereich. Diese wird durch den jeweiligen Replikationsursprung (ColE1l; ca. 40'Z&lle
CDF; ca. 2040 Zelle' [319]) sowie die Genaantitat pro Plasmid (pE:i% SH-Gene;
pSm.CDF.3a: B10 Genepestimmt Besagte Kombination wurdeeben den SHProduktions

folglich auchftr alle Deletions und Substitutionsstamnengesetz{Tabellenlll. 6, 111.13).
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kba M Bas IPTG(O;) Al IPTG(AN) K Tabelle 111.5 T Induktionstechniken beim T7-basierten

100— . o4 System und Anwendbarkeit auf dieCn Gene.
67— #anF . ] 1 . B
- g Induktionsart Produktion Lo&slichkeit SH aktiv
< OX|
50— Basale Expressio + +++ +
a0— IPTG Aerob +++ T T
IPTG Anaerob ++ +i T
0. Autoinduktion +++ ++ 4+
HoxU

Hoxy (1) erfdglos; (+): mit maRigem Erfolg;(++): mit
deutlichem Erfolg; (+++): mit herausragendem Erfolg;
(+/1): nicht einheitlich bestimmbar.

20—

Abb. II1.10 7 SDSPAGE Analyse zum Vergleich der T#basierten Induktionsarten. Alle Induktionen (mit

Ausnahme der Kontrolle) wurden nfit coliBL 2 1 St ar E ( DE 3 Bendhd@FUY Qukthgefiintt.

Pro Laufspur wurden 25 pBrotein (GanzzelLysat) bzw. 5 pL Marker aufgetragefGel: 12% PAA) M =

Marker; Bas = Basale Expression; IPTG(® Aerobe Kultivierung mit IPTG Induktion; Al = Autoindtikn;

| PTG( AN) = Anaerobe Kultivierung mit I PTG I ndukti on;
Anerobe Kultivierung)Aus Griinden der Anschaulichkeit wurden zwei Gelbilder kombiniert.

Erwartungsgemal hatten geringe Modifikationen der Keltiuigsbedingungen bei allen
getesteten Expressionsstammen substantielle Anderungen der resultierentieivisii zur
Folge. Um eine optimale Balance zwischen der i) Expressionsrate (Zugriffsmoglichkeit:
Variation der CQuellen; Temperatur), ii) Loslichkeund Funktionalitédt der Genprodukte
(Medienformulierung, Supplemente, Kultivierungsdauer ttethperatur), iii) Erhaltung der
Stabilitat funktional assemblierter SH (Einfluss auf zelluldre Redoxbedingungen dptrch O
Verfugbarkeit und Medienformulierung) owie iv) Funktionalitit des kompletten
Reifungsapparats (Zugriffsmoglichkeiten analog Punkt i) und iii)) zu erreichen, wurden
Optimierungsversuche systematisch und sequentiell durchgefuhrt. Abb. [Il.11 stellt die
wichtigsten Resultate dabie besten Ergenisse wurden mit M9 Minimalmedium als Basis
erzielt, welches folglich fur weitere Optimierungsansatze verwendet wurde (Abb. Ill.11a).
Die Konzentration derur Autoinduktion eingesetzten-Quellen stellte sich als wichtiges
Regulationselement heraus. Sonkte mit einem Verhaltnis Glucose/Glycerin/Lactose (%
w-viv-viiw-v?t) von 0,1/2/0,8 eine bis zu 2,5fache Erhdhung der Aktivitat im Vergleich zu
den von Studier vorgeschlagenen 0,05/1]821] erreicht werden (Abb. 111.11b). Als ebenso
entscheidend@rwies sich die Zugabe bestimmter Supplemente: Eisen (als Fafithonium
Citrat), Nickel (als NiG)) und Riboflavin stellten sich als essentielle Komponentere ifie
erfolgreiche Reifung der SH heraus (Ab 111.11d). Da es sich bei der MBasis um ein
Minimalmedium handelt, wkte sichdartber hinaus die Suppientation eines Aminosaure

Mix vorteilhaft ausEine vergleichbar&Virkung konnte jedoch durch Zugabe von 5% (v/v)

LB-Medium erreicht werdenyelches daraufhin als glinstigere Alternative fungierte.
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®$® .\<‘\ 2 Standard-Bedingungen (*): 500 mL Schikanekolben (100 mL

") < Arbeitsvolumen); 25 °C (RT); 200 UpM; 40 h; Inokulum 1:50
Art der Supplementierung Standard-Medium: MS-Minimalmedium (C-Quellen: 0,05/1/0,2); 1 uM NiCl,;

100 uM Fe(lll)-Citrat

Abb. 111.11 7 Auswahl modifizierter Parameter fur die Kultivierungsoptimierung rekombinanter Ec

Stamme.In allen Experimenten wurde der Stamm KHAXN1 E. coliBL 2 1 St ar EpSHDNE 8pME +

hoxN1 siche Tabelldll.6) eingesetztAlle Medien enthieltefje 50 mg-L* Kanamycin und Spectinomycizur

Selektion plasmidtragender MikroheRalls nicht gezielt modifiziert, wurden die im unteren Teil der Abbildung
aufgef¢hrt @rdiASg werghatifiiktion (*) angewandt. Anmerkung zu den Einzel
ExperimentenA) Si ehe -MeSItiaumdfiar d edoch mit d e B) Die angeggpenbre nen B
Kombinationen X/Y/Z geben die Konzentrationen von Glucose (% w/v) / Glycerin (% v/v) / Laktose (% w/v) im

Medium an;C) Die angegebenen Zahlen geben das jeweilige Animpfverhaltnis (v:v) an. Vorkulturen wurden in

al |l en Fallen—B_:jeedrrinanq:guA@BalnTldarjdedoch' ohne Laktose, anocg
getesteter Kulturen wurde stets eine gemeinsame \orkeerwendet;D) Anur Basisfi -stel |t
Medi umi, j edosxc tind BelliNH,-Citiat Qar. Die angegebenen Supplemente wurden

dement sprechend dem Anur Basisfir Medium hinzugef ¢ gt .
von 5% (W) LB-Basismedium zur M®asierten Kultur den gleichen Effekt wie die Supplementation des
AminosaureMix hatte; E) Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf das Kulturvol¢manbeitsvolumen)

innerhalb eines 500 mL Schikanekolberis; Die angegebene Teragatur wurde Uber den gesamten
Kultivierungszeitraum konstant gehalten.

Bei Anwendung einheitlicher Kultivierungsbedingungen auf alle Expressionsstamme (Tabelle

[11.6) konnte ein deutlicher Effekt bei den Stammen beobachtet werden, welche zusatzlich das
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hoxN1Gen beherbergten. Letzteres kodiert eine hochaffine NRR&ahease HoxN1 ausn

[238,240,241,317,318] | nner hal b der ersten, unter aop

Kultivierungen wurde eine durchschnitithe spezifische Aktivitat des K1AStammes
(pSH4.wt + pM1) von 1,95 + 0,24 U-rlgerreicht wéhrend dise beiKoexpression des
hoxN1Gens StammK1A-HoxN1, pSH4.wt + pMthoxNJ) auf durchschnittlictb,01 + 0,35
U-mg" erhdht werden konnte Diese Werte wurde bei beiden Stammen unter
Supplementation von 1 pM Niglerreicht. Hohere NickeKonzentrationen fuhrten, mit
Ausnahme des HypA2BReletionsstammes, zu einer Verringaguder ExtrakiAktivitat

(Abb. 111.12). HypAB-Komplexe beschleunigen nach bisherigenrsééndnis die Nickel
Einschleusung in die HydrogenaSatereinheit Wie anhand der hier dokumentierten
Beobachtungen bestatigt, kann ihr Fehlen jedoch partiell durch eine Erhéhung der
extrazellularen NickeKonzentration kompensiert werdéibb. 1.2 und Alschnitt 1V.7).

Abb. 111.12 1 Einfluss der NiCl,-Konzentration im
Medium auf die SH-Aktivitdt ausgewahlter Stamme

Di e Kultivierung optimidrtenl gt e
Be di n g der duwanduktion(Abschnitt 11.2.1.2.2),
jedoch unter Zugabe der angegebenen NiC
Konzentrationen zum Medium. Die angegebenen
spezifischen Aktivitaten wurden in zellfreien Extrakten,
welche aus Zellen dreier unabhéangiger
Kultivierungsexperimente des jeweiligen Stammes
hergestellt wurden, ermittelt. Dieehlertalken stellen die
Mittelwerte der drei unabhangigen Experimente sowie
die daraus abgeleiteten Standardabweichungen (+) dar.

a
1

mm. 1 M NiCly
3 25 uM NiCl,
= 100 pM NiCly

B
(]

N w
1 1

—_
[

o

Spezifische Aktivitit [U mg™1]

KIA-Hox N1  (AK1A + HoxN1A& mit
hoxN1)

Expressionsstamm

Bisherige Verache zur Produktion rekombinanter [NiRdydrogenasen itft. coli erfolgten

stets unter strikt anaeroben Bedingunf@86-288,322] Somit stellt diese Arbeit den ersten
Ansatz zur aeroben Kultivierung umavivo-Refung eines solchen Enzyms dar. Gleichwohl
konnte anhand von Wachstumskurven (Abb. 111.13), der Kultivierungsdauer, Schuttelrate und
Zelldichte vermutet werden, dass wéahrend des Zeitraums optialeraseaktivitatstets
eher e Fann a & q Wides igodag Die genaue Simulatiomerartiger Bedingungen
erwies sich als komplex, was sich unmittelbar auf Versuche niederschlug, eine
Hochskalierung des Kultivierungsprozesses zur Produktion funktionaleva®tiinehmen

Durch schrittweise Modifikation der Kuwirvolumina und SchuttéRUhrraten konnten
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folgende Parameter zur reproduzierbaren-F8biduktionskultivierung empirisch ermittelt
werden: Das in Abb. Ill.13 gezeigte Wachstumsverhalten konnte sowwohl500 mL
Schikanekolben mit 100 mL Arbeitsvolumen undeg Schittelrate von 180 UpMils auch

im 1000 mL Kolbenmit einem maximalen Kulturvolumen von 550 mind 200 UpM
reproduziert werden. Firied reproduzierbare Ubertragung des SchiittelkoBgstems auf
den 2Liter-Fermentemwurden eine konstante Rihrrat®n 500 UpMsowie eine Begasung
mit 1,2 vvm komprimierter Lufals Optima ermitteltDasArbeitsvolumenim Fermentelag
beil,5 1,8 Liter.

Durch Aufnahme von Wachstumskurven und Korrelation mit demA&tiitatsverlauf
konnte ein koharentes Bild der aldign Phase deReifungsnaschinerie erzeugt werden
(Abb. 111.13a, Abschnitt IV.4. Um die Q-Sattigung sowie weitere Prozessparametdine
verfolgen zu konnen, erfolgte dModellkultivierung in einem Ziter-Fermenter inklusive
Kontrolleinheit. Der Prozs war vor Erreichen der stationaren Phase durch zwei
Verzégerungsphasen, &hnlich  einendoppelten  Diauxid/erhalten ( ATr i auxi e fi
gekennzeichnefAbschnitt 1V.4) Die hierbei relevanten Wachstumsphasen wurden innerhalb
Abb. 1ll.13a hervorgehoberDiskussian Abschnitt 1V.4. Die Produktion aller SHund M1-
Proteine schien bereits nach Phase IllIT @D h) abgeschlossen zu sein (Abb. 111.13a,b).
Demgegeniber erfolgte ein substantieller Anstieg derABtivitat erst mit vierstindiger
VerzdgerungDas optimale Enster fir die Aktivitat deReifungapparatsvurdedemnachab

dem Beginn von Phase V verortet (Abb. 1ll.13a). Etwa 38 Stunden nach KultivieBtags
konnte die maximalespezifische SHAktivitat in Zellextraktengemessen werderDies
entsprach dem Zeitplit des SHAktivitdtsmaximums im Schiuttelkolben und ergab soait
einheitliches Fenster fitie optimale Zellernte na@@6i 40 StunderKultivierungsdauer

Als kritisch im Bezug auf die Reproduzierbarkeit des Aktivitatsmaximums und der SH
Gesamtausbeuterweies sich der Zustand der eingesetzten Vorkultur. Maximale und
reproduzierbare Werte lieRen sich erzielen, wenn die-MbehtKultur® bei 2530 °C und

200 UpM kultiviert wurde. Die Passage wurde durchgefuhrt, bevor eine optische Dichte
(ODs7svorkuituy) VON 1 erreicht wurdeSpezifische Aktivitaten in Extrakten geernteter Zellen
konnten af diese Weisenochmals erhdoht werden, resultierend in den in Tabelle 1.6
angegebenemurchschnittswrten. Die Zellausbeute bei Einhaltung des zuvor genannten
optimalenErntezeitraums lag beii @ Gramm Zellfeuchtmasse pro Liter Kultur. Hierbei war
im Falle der Schittelkultur (Schikanekolben) die Ausbeute umso hdher, je kleiner das

Kulturvolumenunter Einhaltung der Skalierungsparamegewahlit wurde.

3 Vorkultur: Gblicherweise 100 mL Arbeitsvolumen in 500 mL Schikanekolben; idemtisktedien
zusammensetzung wite Induktionskultur, jedoch ohne LakteZeigabe ¢ieheAbschnitt 11.2.1.2.2).
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Optimierte Wachstumsbedingungen:

»Medium: M9-Basismedium

» C-Quellen: 0,1% (w/v) Glucose;

2% (v/v) Glycerin; 0,8% (w/v) Laktose

»Supplemente: 5% (v/v) LB-Medium;
1 uM Riboflavin; 1 uM NiCl,;
200 uM NH,Fe(III)Citrat

» Antibiotika: stammspezifisch;
Je 50 mg-L! Carb/Kan/Sm

» Temperatur: RT (22-25 °C)

» Vorkultur: Medium wie oben, jedoch ohne
Laktose; 100 mL Arbeitsvolumen in 500 mL
Schikanekolben bei RT; ca. 12-16 h bis
Max. ODgyg v = 15 Inokulum 1:50 (v:v)

Abb. 111.13 i Wachstumsverlauf vonE. coliBL 21 St ar E ( DE3) St iembermeéniériDiei i m
Kultivierung erfolgte unter optimierten Wachstumsbedingungen (C), jedoch ohne die spateren Optimierungen
hinsichtlich der VorkulturA) Zeitlicher Verlauf der optischen Dichteowie der @Séattigung (als p&online

Signal, relativ zur Anfangskalibrierung in Mfteiem Mediuma 100%) und der spezifischen Skktivitat,

welche nach Extraktherstellung der wersch.Probenahm&eitpunkten geernteten Zellen ermittelt wurde. Die
Waclkstumsphaseri VI sind im Diskussionsteil der ArbeitApschnitt 1V.4) erlautert; B) SDSPAGE-Analyse
(kombiniertes Bild eines 129% und eines 18%A-Gels) von Ganzzellysaten von zu verschiedenen
Probenahm&eitpunkten (Uber den Laufspuren angegeben u@)idurch Pfeile kenntlich gemacht) geernteter
Zellen. Pro Laufspur wurden 25 pg Gesamtprotein bzw. 5 pL Marker (M) aufgetragen. Die GroRenbereiche der
rekombinanten Genprodukte sind durch seitliche Pfeile markiert; C) Spezifikation der optimierten
Wachsumsbedingungen, welche auf alle weiteren Studien zur Produktion rekombinanter SH angewandt wurden.
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Koexpression de$ioxN1 Gens mit dem M1-Modul fuhrte zueina durchschnittlich 2,2
3,1fach@& Erhdhung der Extraktaktivitat fur Std (KLA/KLA-HoxN1), SH/a1 (SH1F/SH1F
HoxN1) und SHar2 (SH2F/SH2FHoxXN1) ProduktionsstamméTabelle 111.6). Die maximal
erreichten Aktivitaten fur die einzelnen Varianten lagen bei+722 U-mg* (SHu; K1A-
HoxN1), 6,8+ 1,2U-mg* (SHya1; SH1IFHOXN1) sowie 3,8 0,4 U-mg* (SHya2; SH1F
HoxN1). Die geringere spezifische Aktivitat der aH war hierbei auf die hohe Abundanz

des zusatzlich produzierten Hoxl zuriickzufiihren, welches aufgrund seiner deutlich htheren
Loslichkeit (verglichen mit den anderen Untereinheiten) den Antesl Holoenzyms im
Zellextrakt dementsprechend herabset#ierzu seiauchauf Abschnitt 111.3.2verwiesen

Tabelle 1lI.6 7 Auswahl der 10 wichtigsten in dieser Arbeit generierten SHProduktionsstémme

Einteilung:l = Hox 0 FUYH; ,3a 6= =kraNxalerdagH o |
SH Variante Stamnt Plasmidé' HeterologeCn Gené' Spez?‘:j Crzgi? L( tivitat
Wildtyp K1A pSH4.wt + pM1 hoxYHUF /M1 3,2+ 04
K1A-HoxN1 pSH4.wt + pMthoxN1 hoxYHUF //M1 + hoxN1 7,2+£12
1 (5h§)t(r|:e)pll— SH1F DSH4.Strep + pM1  hoxYHUF (5-Strepll)// M1 2,2+ 0,2
SHIFHOXN1  pSH4.Strep + pMhoxN1 hOXYHUF(ﬁ;%ip”)” M1+ 6,8+ 12
pASGwthoxUYH+ pM1- hoxYHU /M1 + hoxF(5-
SHdecl hoxF. Strep Strepll) 3,0+ 06
pASGwthoxYH+ pM1- hoxYH //M1 + hoxU, hoxF
SHdec3 hoxUF.Strep (5-Strepll) 13201
pA-SH4.Strep + pE hoxYHUF(5-Strepll)//
NAES6.1 hypF2E1XhoXW + pS hypE1F1X, hox\WWML1 1) // 0,98+ 0,18
hypC1D1A2B2 hypC1D1A2BIM1 II)
NAES4. 1 pA-SH4.Strep PEM1 +  hoxYHUF(5-Strepll)// M1 // 0,77+ 0,08
pM2 M2
2 (5'Strepll - SH2F pSH6.Strep + pM1 YHI(5-Strepll)UF // M1 1,702
hoxI L
) SH2EHoxN1  pSH6.Strep + pMhoxN1 ' HI(B-StrepllUF /M1 + 3,8+ 0,3

hoxN1

& Angaben zu Plasmidind Genspezifikationen finden sich im Anhang dieser Aifdeibelle VI.2)

1 Unit (U) entspricht 1 pmol aus #yeneriertem NADH pro Minute. Assays wurden unter anaeroben
Bedingungen durchgefiihrt. Die angegebenen spezifischen Aktivitaten wurden in zellfreien Extrakten, welche
aus Zellen dreier unabhangiger Kultivierungsexperimenteesesiligen Stammes hergestellt wurden, ermittelt.

Die Mittelwerte dreier unabhangiger Experimente, sowie die sich daraus ergebenden Standardabweichungen ()
sind gezeigt. Alle Kultivierungen wurden bei RT fur 40 h (Schikanekolben; 100 mL; 200 UpM)-Méd@im

(0,1% wi/v Glucose; 2% v/v Glycerin; 0,8% w/v Laktose; Supplemektiechnitt 11.15.1) vorgenommen.

Wie bereits in Abschnitt 111.1.2.Beschriebenwurden zwei Stamme hergestellt, welche eine
induktive Entkopplung dehoxUYHhoxYHGenevon denlbrigen Genen erlauben sollten
(ASHded Stamme; Tabelle 1Il.6)Die Expression der Strukturgenveurde gemafR dieser
Strategieerst nach 24 Stundenit AHT induziert. Dies entspradtem Zeitaum in welchem

sich das zellulare Milieu den optimalen Bedingungen férRleifungsmaschinerie annéhert
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und die M1-Genproduktebereitsvorliegen (Abb. 111.13a Die akzessorischen Gene wurden
zusammen mit den komplettierenden Strukturgehexi bzw. hoxFU) als Teil derLaktose
Induktion (T7-Promotor; Autoinduktion)koexprimiat. Mit SH-Aktivitaten von 3,0 + 0,6
bzw. 1,3 + 0,1U-mg* zeigten SHdecl bzw. SHdec3 keine héherenARHitaten als die
optimierten Stamme mit uniformer Induktion (Tabelle 111.6).

Plasmidkombination Il (pA pE, pSPlasmide; NAES Stamme) erdffnete diglichkeit
der Koexpressiordreier unterschiedliche Module in einer Zelle. NAES6.1 enthielt die
gleichenCn Gene wie Stamm SH1F (Skh + M1), jedoch wurden die 12 Gene gleichmalig
auf die drei verfugbaren Plasmide verteilt. Auf diese Weise solltedbldger Effekt erhdhter
Gendosen getestet werden, da die SH Strukturgene auf éliggnCopy-Plasmid (RSF ori
mit >100 Kopien-Zell&), und das M1 Modul auf zwd?lasmiden (statt einemjorlag. Die
maximalespezifischeAktivitat dieses Stammes lag bei 0.88,18U-mg” und damit deutlich
unter der mit SH1F erreichten (Tabelle [Il.BJAESA.1 stellte einen weiteren Stamm der
Kombination Il dar. Anhand der Koexpression von\@H M1 und M2 sollte hierbei die
Kombination zweier vollstandiger Reifungsstatk&l & M2) untersucht werden. Aufgrund
der zuséatzlichen MZene hypA3B3C2D2E2F3enthielt NAES.1 damit eine Gesamtanzahl
von 18 heterologen Genen. Jedoch lag die mit diesem Stamm errepdtidischeSH-
Aktivitat deutlich unter der Kapazitat vergleichbaExpressionsstamme (maximale Aktivitat
NAES4.1: 0,77+ 0,08U-mg*; Tabelle 111.6).Daraus folgtder Schlussgass offenbar keine
Stimulierung der SHReifung durch den M3Batz bei gleichzeitiger Anwesenheit des
vollstandigen MiSatzesméglich ist Die Féigkeit des M2Reifungssatzes zur funktionellen

Komplementation des MEatzes wd detailliert in Abschnitt I11.4 beleuchtet.

[1.3 Reinigung und Charakterisierung der SH Varianten

Die SH ist eine der am besten untersuchten [Ni#grogenasen tUberhau@eit 1970wvurde

das Enzym mehrfach mit teilweistark variierender Qualitaereinigt, sowiebiochemisch
und spektroskopisch charakterisienftt16,140,203,24248,250,251,253,254,2995,297
299,323328]. Eine Begrindung fir die unterschiedlichen spezifischen Aktivitdten visuell
homogener Praparationen wurde von Schnedtlet. geliefert. Demnach enthaltémaktionen

mit vergleichsweise geringer Aktivitat @n entsprechend hoheAnteil irreversibel
inaktivierter EnzymMolekile [251]. Van der Lindenet al. entwickelten eine verbesserte
Strategie zur SHsolierung, welche vor allem an zwei Stellen innerhalb der
Reinigungsprozedurnéscheidende Anderungen vornaf@03]: Sie verbesarten erstens die

Qualitat des Ausgangsmaterials durch eine optimierte Kultivierungsstrategie und ermittelten
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dariiber hinaus die optimaletabilisierungbedingungennnerhalbder Zellsuspension und
des zellfreien Extrakts vor dem ersten sdulenchromatbgid®En Reinigungsschritt.

Fur die SH wurde lange Zeit eine tetramere Struktait den Untereinheiten HoxFUYH
angenommenim Jahre 2005elangschliel3lichdie Identifizierung de nativen hexameren
Aufbaus Innerhalb diesa liegt ein zuséatzliches Dimer Hbxvor, welchem die Funktion
einer NADPHAKktivierungsstelle zugesprochen wird[243] und diese Arbeit)HoxI, ist mit
dem Diaphoras#lodul HoxFU assoziiert. DiStarke deHoxl-Bindungan die tetramere SH
ist stak von den vorliegenden Pufferbedingungen abhéngig. Unter bestimmten Bedingungen
(pH>7,0 oder erhthte lonenstarke) I6st sich das Homodimewalwenddas HoxFUY H-
Tetramerunter diesen Bedingungen stabil. iSowohl HoxF als auch Hoxl kénnen ohne
Verlust de EnzymFunktionalitdt am NTlerminus mit einem StreplTag fusioniert werden,

was eine erleichterte Reinigung beider Enzymvarianten erlaubt.

[11.3.1 Reinigung der hexameren Wildtyp-SH ausCn

Zur Gegenuberstellung mit Praparationen rekombinanteiV&ithnten sollte das native
Enzym zunéchst in vergleichbarer Qualitat @usisoliert werdenUm eine méglichst hohe
Qualitat der Praparation zu erreichen, wurde hierbei hochaktives Ausgangsmaterial eingesetzt.
Abschnitt 111.2.1stellt die zu diesem Zweck vorgemmenen Optimierungsexperimente dar.
Unter Einsatz des dabei gewonnenen Ausgangsmaterials und der Adaption bereits optimierter
Bedingungen[203] konnte die hexamere SH daraufhin mit hoher spezifischeivitek

isoliert werden. Aus etw&0 GrammCn Zellen konnten 17 mg des Enzyms mit einer
spezifischen Aliitat von 130 U-md isoliert werden (Abb. 111.14 und Tabelle 111.7).

DEAE  GF Abb. 111.14 i Darstellung des Reinigungsverlaufs

100— nativer hexamerer SH aus Cn. Proben (25 pug

ZFE ASF
Gesamtprotein bei ZFE und ASF; 5 ug bei DEAE

6 <—HoxF UNd GF;5 pL Marker) wurden via 12% RSDSGE
SR aufgetrennt. Das Bild wurde zwischen mehreren

50— S— Spuren geschnitten, um irrelevante Bereiche zu

% entfernen. M = Marker; ZFE = Zellfreier Extrakt;

-
3

kDa M

ASF = Prazipitierter Proteinanteil aus der
fraktionierten AmmoniumsulfaEallung (3% 60%),
rickgeldst in 50 mM KPpH 7,0 und dialysiert gegen

—— . Hoxu den gleichen Puffer; DEAE = Gepoolte und

e HoxY

konzentrierte Fraktion nach der Anionenaustausch
Chromatographie = (DEB-Sepharose); GF =
TT— Gepoolte, konzentrierte  Fraktion nach der

i GroRenausschlusshromatographie (Gelfiltration auf
S <— HoxI
L F B ' Superdex 200).

7
0
0
0

2
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Dies entspricht der zweithdchsten bisher erreichten Aktivitat des nativen Eang@n (202

U-mg?; [203]). Hierbei muss beriicksichtigt werden, dass die chromatographiSchstie in

dieser Arbeit aufgrund der gegebenen Infrastruktur bei Raumtemperatur durchgefuhrt wurden,
wodurch ein Tdider EnzymMolekile mdglicherweise inaktiviert wurde.

Tabelle 1.7 i Daten zur Reinigung der hexameren WildtypSH ausCupriavidus necator

m(Protein)  Aktivitdt ~ Spez. Aktivitdt ~ Anreicherungs-

Reinigungsschritt [mg] U]’ [U-mg’]° faktor Ausbeute
Zellfreier Extrakt 1.36TF 10.903 8,0 1 100%
ASF 60% Pellet 671 8.529 13 1,6 78%
DEAE Sepharose 69 5.828 84 11 53%

Gelfiltration 17 2.195 130 16 20%

4Es wurden ca. 20 Gramm Zellfeuchtmasse als Ausgangsmaterial eingesetzt.
® 1 Unit ist definiert als die anadye H-abhéngige Reduktion von 1 pmol NAPro Minute.
ASF = Fraktionierte Ammoniumsulfatéllung (3% 60%); DEAE = Diethylaminoethyl (Anionenaustauscher).

[11.3.2 Reinigung der rekombinanten SH Varianten

Die Reinigung der rekombinanten tetrameren bzwaheren SHvarianten erfolgte mittels
StrepTactin Affinitdtschromagraphie. Zu diesem Zweck wurdmtweder HoxF (Stdn)

oder Hoxl (SHa2) am NTerminus mit einem Streplfag fusioniert (Tabelle 111.6). Ein
Einfluss des Tags auf die Stabilitat des-Bhkymkomplexes konnte hierbei, analog der
Literaturbeschreibung243], nicht festgestellt werden. Die verringerte Aktivitat derygH
Expressionsstamme (SH2F, SHEBXxN1) gegentiber den Sk;-Stdmmen liegt in der helm
Loslichkeit der HoxdUntereinheit begrindet (siehe auch Abb. 111.20f), so dass dieses einen
betrachtlichen Teil derdklichen Proteinfraktion bildetind die spezifische SHAktivitat
dementsprechend absenkis Konsequenz musste der Uberschuss an freierh in den aus

der Affinitatschromatographie stammenden Fraktionen durch einen nachfolgenden
Feinreinigungsschritt mittels Gelfiltration abgetrennt werden. Da erst gegen Ende der Arbeit
die vollstdndige Optimierung der KultivierunglSxpressionsstrategiabgeschlossen war,
waren anfangliche Reinigungsversuche durch fehlende Reproduzierbarkeit gekennzeichnet.
Die Qualitdt des Ausgangsmaterials hatte einen groRen Einfluss auf die Stabilitat des
Enzymkomplexes, was im Falle der hexameren,gHn Form eine Dissoziation des
HoxYH-Dimers beobachtet werden konnte. Dies resultierte nach Uberschreiten des optimalen
Erntezeitraums (ca. 880 h; Abb. 111.139) in der Isolierungibestochiometrischer Mengen

des HoxFU} DiaphoraseKomplexes Abb. I11.15a).Im Falle der tetrameren Variante konnte

eine deraige Destabilisierung nicht beobachtet werden. DieyvsHwar dariber hinaus
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instabil gegenuber Erhohungen der lonenstarke wahrend der sdulenchromatographischen
Schritte. Ein zusatzlicher Waschschritt mit Basispuiffil. 150 mM KCI fuhrte zur Elution

des hexameren Enzyms. Innerhalb dieser Fraktion (Abb. 111.15b, WX) hattStsegiHoxI

offenbar vollstandig von HoxFUYH abgeltst, da das oxidierte Enzym nicht langer mit
NADPH aktiviert werden konnteDie Dissoziaibn von SHgebundenem Hoxl erfolgte auch

bei Anderung der Pufferbasikinter Bedingungen der NatRAGE beispielsweis&onnte

eine Abtrennung von HoxFUYHWHeobachtet werdefAbb. 1l1.16a). Der tetramere Komplex
erwies sich als unter diesen Bedingungen ktatas sich anhand einemdenaturierende
Auflosung des kompakten, stéchiometrischéfoxFUYH-Komplexes in der zweiten
Dimensionnachweisen lieRAbb. 111. 16b,c).

A B

kDa M ZFE ST GF ZFE DB W1 W2 ™M E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 WX

- - w100

— =57 - . - <€— HoxF
. - - <€— HoxH

o —50 ' 4

s >

—30 -
= — A — . t HoxU
— HoxY

- — )

~ P = = <
kDa .

100 ——Su—.

67=—=" - ie HoxF
e
50—

40 —=S
. HoxU
[0).4
(o

20— - —— Hoxl*

Abb. IIl.15 T Beispiele fur Praparationen geringerer Qualitat der SH,», mit potentiellen Fehlerquellen.

(A) zeigt die Reinigungsschritte des Enzyms (aus Zellen des Stamms SH2F), bei der die Ausgangszellen (1 g
Zellfeuchtmasse)erst nach 44 StundeKultivierung geerntet wurden. Die Reinigung erfolgte mit einer
StrepTactin Sepharose (1 mL) Graviflow Saule. Elutionsfraktionen wurden gepoolt, konzentriert (ST) und
anschlieRend mittels einer Superdex 200 HR 10/300 Gelfiltrationssaule der Feinreinigung unterzogen (GF).
Deutlich zu erkennen ist deuntestochiometrische Anteil des Hox¥Moduls, resltierend aus der
Destabilisierung des hexameren Enzyms. (B) zeigt die FraktibeieReinigung des Enzyms (Stamm SH2F;
Ernte nach 38 hjinter suboptimalen Bedingungdber Waschvorgang erfolgte durch zwei Saulenvolumen (SV)

mit 50 mM KPi pH 7,0, gefolgt vo einem SV mit 50 mM KPi Puffer pH 70150 mM KCl[konzentriert und

als letzte Laufspur aufgetragen (WX)]. Zu erkennen ist die héhere Kontamination der Elutionsfraktionen durch
unzureichende Waschschritte, sowie der Auswascheffekt durch ApplikatioiK @ew/aschpuffers (WX).
Proteinproben (25 pg Gesamtprotein bei ZFE, DB; 5 ug bei ST und GF; 10 ug bei WX; je 25 uL pre Wasch
bzw. Elutionsfraktion; 5 yL Marker) wurden via 12% P/ADSGE aufgetrennt. M = Marker; ZFE = Zellfreier
Extrakt; ST = EluaPool ausder StrepTactin Affinitatschromatographie; GF = Gelfiltration; DB = Durchbruch;

W = Waschfkt.; E = Elutionsfkt.; WX = Konzentrierte Waschfraktion 3 (KClI); HoxI* = StreplkHoxl.

Wie eingangs dieses Kapitels bereits erwastetten sichdie Schrittevor Beladen der Saule
im Falle der SHals entscheidendiir die spatere Qualitat der Praparatibaeraus Unter

Bertcksichtigung der gegebenen Infrastrukkonnte Gefrieren/Auftauen als optimale
Aufschlussmethodeermittelt werden Durch bis zu sechs Zyklekonnte (mikroskopisch

verfolgt) ein nahezu 100%iger Aufschlussgrad erreicht werden. Initiale spezifische
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Aktivitaten und Stabilitaten lagen hierbei deutlich hoher als bei Anwendung des
Ultraschallaufschlusses. Die JA03] vorgestelltenoptimiertenStrategien zur Kontrolle der
Redoxbedingungererwiesen &h auch fir die rekombinanten Varianten alerteilhaft
hinsichtlich der Enzymstabilitdt. Gemal} dieser Strategie wurde der Aufschlusspuffer mit 50
mM Succinat versetzt, resultierend in dem Verbrauch des restlichen -Geldsirch die
Aktivitat der vorhandnen Membranvesikel. Dies verhindert zusatzlich ein niecisy
Redoxpotential welches der S¥btabilitat nicht zutréaglich is{[203] und Tabelle VI.3)
Wahrendder Aufschluss und UltrazentrifugatiogSchritte wurden die Suspensioan einer
Argon-Atmosphare ausgesetzt. Tabelle 111.8 liefert eine Ubersithtden methodischen

Schrittenzur Generierungptimierte, reproduzierbareund hochaktiver SHPréparationen

A B C
kDa SH\mrl SHvarZ . . . " . "
_ 1.Dimension (Nativ-PAGE) . 1.Dimension (Nativ-PAGE)
=4 i o~ Hoxl
HoxFUYH Oligomer HoxFUYH
232 ‘
kDa
d <— HoxFUYH —100—
m - — 70— = - —
140 — . B | Hoxr* — HoxF* o]
S| HoxH ——— w— 50— # HoxH g
wv v
Hoxl a p—as— 8 a
< Oligomer .5 b _35— 8 .E
“w w
S| Hoxu = 4 25— # Hoxu g
67 —8 - E HoxY e 0 HoxY = g
v A : e,

Abb. 111.16 T Nativ- und 2D-PAGE von partiell gereinigten rekombinanten SH Varianten.(A) 3i 15% PA
Nativgel mit 5 pg (Skkr) bzw. 15 ug (SKar) geladenem Protein. Die markierte tetramere Wildtgpm der

SH (HoxFUYH) hat gemaf243] eine kalkulierte molekulare Masse von 167 kDa (gemaRy analytischer
Gelfiltration in dieser Arbeit: 171 kDa; Abb. 11l.18Pas HoxtOligomer kdnnte ein Homotetramer (ca. 80 kDa)
darstellen. Standards: Ferritin (440 kDa), Catalase (232 kDa), {2etgtdrogenase (140 kDa), BSA (67 kDa).
Die Laufspuren der SH1 (B) bzw. SHr» (C) wurden ausgeschnitten und in der zweiten Disian mittels
SDSPAGE (12% PA) analysiert. Aus der Kombination der drei Bildedie Schlussfolgerungnéglich, dass

die HoxkFUntereinheit unter den NatiAGE Pufferbedingungen den Komplex vollstandig verlasst.

Die in Tabelle 111.6 angegebenen spestifien ExtrakiAktivitaten - insbesondere ddroxN1
beherbergenden Expressionsstanimeurden erst im spateren Verlauf der Arbeit erreicht.
Die nachfolgend vorgestellten Préaparationen wurden daher unter Bericksichtigung der in
Tabelle 111.8 gelisteten Optirarungen, jedoch mit Ausgangsmaterial geringerer Aktivitat
erzielt (Stamme: SH1F fir Sk, SH2F fur SHa). Abb. 111.17 und die Tabellen 111.9 und

[11.10 stellen die Ergebnisse dar. Der Fokus dieser Reinigungen lag im Gegensatz zur
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Isolierung des Wildtg-Enzyms (Abschnitt I11.3.1hicht auf Ausbeutesonderrauf maximaler
Reinheit. Die SHVarianten konnten mit spezifischen Aktivitaten von 192 U'n(§Hyar1)
bzw. 227 U-md (SHvar2) isoliert werden. Im Falle der hexameren SH Variante 2 stelit di

die hotstebislangerreichte spezifischaktivitat dar (bisheriger Werf203]: 202U-mg™).

Tabelle 111.8 i Ubersicht tber Optimierungsschritte zur Reinigung der rekombinanten SH Varianten

Tetramere SH Variante 1 (Strepll-
HoxF, HoxUYH)

Hexamere SH Variante 2 (Streplt
Hoxl, HoxFUYH)

Extraktherstellung

Aufschlusspuffer

1i 4 mL-(g Zellfeuchtmasse)50 mM KPi pH 7,0 + 50 mM Succinat + 5 mM MgG
DNase/RNase + Avidin + 2 uyM FMN + 0,05 mM PMS®merkung:Weitere

Erhohung der lonenstarke fuhrt zur Verri

ngerung der Ausbeute.

Aufschlussart

Ultraschalt, Tolud- und Lysozymaufschluss fihrt zu Aktivitatsverlust sowohl unter

Argon, Q als auch Luftjdeal: GefriererlAu
25 °C)in 1,5 mL Aliquots unter Argon

ftauen 36 Zyklen (30 min-80 °C / 15 min

Verdunnung

Enzym bleibt bei moderater
Extraktverdinnung stabil;
Renigungserfolg jedoch umso besser, je
konzentrierter der geladene Extrakt

StarkeExtraktverdinnung fiihrt zu
Aktivitatsverlust durch Destabilisierung d
hexameren Struktur (HoxYH l8st sich voi
HoxFUl, ab

Saulenschritte

StrepTactin Sepharoseschechte Bindung an die SauMacroPrepgute Bindung, Fraktionen sind
Matrix jedoch unsaubeBuperflow:gute Bindung, optimaler Reinigungserfolg
Gravity Flow liefert maximale Ausbeute | Gravity Flow liefert maximale Ausbeute
Saulenart (hohe Verweilzeit); Enzym wird bei HPR | (hohe Verweilzeit); HPR mdglich, resultie
(+ Peristaltikpumpe) teils agewaschen | jedoch in geringerer Reinheit der Prap.
Zugabe von bis zu 150 mM KCI (nicht | Erhéhungder lonenstarke nicht empfohle
Waschpuffer NaCl ) zum Waschpuffer verbessert die| da diese zur Destabilisierung und zur
Reinheit der Praparation Ablésung des HoxIDimers fuhrt
Enzym ist innerhalb des Extrakts thermolabil; Reinigung bei 4 °C fuhrt zu deutlich
Temperatur e : .
besseren Reinigungsergebnissen als bei Raumtemperatur
L Schritt nétig v.a. zur Entfernung von Res| Schritt nétig v.a. zur Entfernung von
Geffiltration : N Y
Kontaminanten uberschussgem StrepHox|

StreplkHoxI zeigte im Verbund mit dem nativen S&bmplex eine deutlich starkere Bindung

an StrepTactin als StrepHoxF. Erhhungen der Waschvolumina oder der Fliel3rate fiihrte
im Falle der Sk daher bereits zum Auswaschen eines Teils des gebundenen Enzyms.
Daraus resultierte eine deutlich héhere Ausbeute fir digSfabelle 111.10).5/ 8 Gramm
Zellfeuchtmasse wurdein beiden hier gezeigten Fallen als Ausgangsmaterial eingesetzt. Dies
entspricht der Zellmenge,elkche Ublicherweise aus 600 mL Autoinduktidfgtur erhalten

wird. Folglich liegt die erzielte Ausbeute hochreiner SH fir beide Varianten im Milligramm
Berach pro Liter Kultur. Aufgrund der im spateren Verlauf der Arbeit erreichten héheren
spezifischen Aktivitaten der SRroduktionsstamme (Tabelle 111.6) kann angenommen
werden, dass die Ausbeute deler gezeigten Reinigungen noch nicht der maximalen

Kapaziéit des Systems entspricht.
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A - Tetramere SH Variante 1

kDa M ZFE

StrepTactin  GF

100
67 HoxF*
HoxH
50
40
HoxU
HoxY

B — Hexamere SH Variante 2

kDa M ZFE

StrepTactin  GF

100

67 HoxF
HoxH

50

40
HoxU
HoxY
HoxI*

Abb. 111.17 T Darstellung des Reinigungsverlaufs der beiden rekombinanten SH VarianterRroben (25 ug

Gesamt protein bei ZFE;

5

Og bei allen

Fraktion nach der GréRenausschi@somatographie (Gelfiltrain). HoxF* = StrepHHoxF; HoxI* = Streplt

HoxI. SpezifischeAktivitdten sind in den Tabellen 18.und I11.10 dokumentiert. Bei der in (A) sichtbaren
geringeren Auflosung von HoxU und HoxY handelt es sich um ein methodisches (Gelherstellung oder
elektroploretischer Lauf) und nicht ein Probbezogenes Problem. In Abb. 111.18 ist die-BFobe erneut und

mit besserer Aufldsung visualisiert.

Tabelle 111.9 7 Daten zur Reinigung der rekombinanten tetrameren SH Variante 1 aus Stamm®aSH1F.

m(Protein) Aktivitat

Spez. Aktivitat

Anreicherungs-

Reinigungsschritt [mg] [up° [U-mg]° faktor Ausbeute
Zellfreier Extrakt 1.8258 1.810 1,0 1 100%
StrepTactin Superflow 5 329 67 67 18%
Gelfiltration 0,7 125 192 193 7%

#Es wurden ca. 6 Gramizellfeuchtmasséaus 60anL Kultur) als Ausgangsmaterial eingesetzt.
® 1 Unit ist definiert als die anaerobe-abhangige Reduktion von 1 umol NAPro Minute.

¢ Bei der hier vorgestellten Reinigung lag der Fokus vollstandig auf Reinheit. Folglich wurden lediglich die

aktivsten Faktionen der GréRenausschh@sromatographie in die Berechnung mit einbezogen.

Tabelle 111.10 i Daten zur Reinigung der rekombinanten hexameren SH Variante 2 aus StamASH2F.

m(Protein)

Aktivitat

Spez. Aktivitdt Anreicherungs

Reinigungsschritt [mg] U]’ [U-mg*]° faktor Ausbeute
Zellfreier Extrakt 2.276 2.754 1,2 1 100%
StrepTactin Superflow 45 885 19 16 32%
Gelfiltration 2,7 604 227 187 229

#Es wurden ca. 7 Gramiellfeuchtmasséaus 600 mL Kultur) als Ausgangsmaterial eingesetzt.
® 1 Unit ist definiert als die anaerobe-dbhéngige Reduktion von 1 pmol NAPro Minute.

¢ Bei der hier vorgestellten Reinigung lag der Fokus vollstandig auf Reinheit. Folglich wurden lediglich die

aktivsten Fraktionen der Gro3enausschidssomatographie in die Bechnung mit einbezogen.
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[11.3.3 Eigenschaften der gereinigten SH Varianten

Die Wildtyp-SH sowie die rekombinanten Varianten (Abb. 1Il.18a) wurden einer
vergleichenden Charakterisierung hinsichtlich katalytischer Aktivitat, Aktivierung des
oxidierten Enzyns, Stabilitat und spektroskopischer Eigenschaften (UV/Vis) unterzogen.
Mittels analytischer Gelfiltration wurden fir die rekombinanten Enzyme molekulare Massen
von 171 (tetramere Sk1) bzw. 213 kDa (hexamere $kb) ermittelt (Abb. 111.18b). Dies
decktsich mit den aus Aminosauresequenzen kalkulierten Werten (170 bzw. 208 kDa) und
den von Burgdorgt al. angegebeneWerten, bei denen die Masse des Str&aptids nicht
bertcksichtigt wurde (Ib6bzw. 205 kD&243]). Fur das WildtypEnzym ist in der Literatur

eine empirisch ermittelte molekulare Masse von 205 kDa ange{fbt@in

A B
kba M SHw  SHun  SHun 07 -
. HoxF*
o - ——
e e e <—HoH 067
50 ——— °
0,5 4
40— <>( 1\
- 1
0,4 = 1 0
= B HoxU 0,3 4
— i e HoxY
0,2
20— - ) T 1
S <— Hoxl* 100 1000
- <— Hoxl log ,, (Molekulare Masse) [kDa]

Abb. 111.18 T Darstellung der drei gereinigten SH Variantensowie Bestimmung der molekularen Masse.

(A) zeigt die SDSPAGE Analye der in den Abschnitten 111.3.1 und 111.3.2 vorgestellten Praparati®ieben

(5 ug der Enzyme bzw. 5 puL Marker) wurden via 12% PBBSGE aufgetrennt. M = Marker; SH=
HoxFUYHI, ausCn; SH,,;1 = HoxXF*UYH mit StreplkHoxF (HoxF*); SHar» = HoXFUYHI*, mit StrepliHoxl,

(HoxI*). (B) zeigt die Kalibration zur Bestimmung molekularer Massen mithilfe der Gelfiltration auf einer
logarithmischen Skalierung. Kalibrierstandards und analytische Proben wurden mit einer Superdex 200 HR
10/300 GelfiltrationsSaule,aquilibriert mit 50 mM KPi Puffer pH 7.0, analysiert. Thyroglobulin (669 kDa),
Ferritin (440 kDa), Catalase (232 kDa), Aldolase (158 kDa) und BSA (67 kDa) wurden als Standards verwendet.
Uber den Fit K, = 10,137-In(MW) + 1,2185 (R= 0.982) wurden fiir @ betlen rekombinanten SH Varianten

(rot hervorgehoben) molekulare Massen von 171 kDadtramere Sti1; Kay = 0,514) und 213 kDa2(
hexamere Sti,; Kay = 0,484) bestimmt.

Kolorimetrische Bestimmung von NicltamEisen in Praparationen dedrei gerénigten
Varianten lieferte Werte von 169 (SHw,), 15 17 (SH/ar1) bzw. 1518 (SHar2) Mol Eisen
pro Mol Enzym. Aus der Prasenz konservierter -BdSterKoordinationsstellen innerhalb

der Aminosauresequenz der -®htereinheiten kann auf insgesamt vier [4F& (je eins in
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HoxY und HoxF und zwei in HoxU) und ein [22S}Cluster (ebenfalls HoxU) geschlossen
werden[221,247] Kombiniert mit dem Eisenatom des aktiven Zentrums kann somit ein
theoretischer Wert von 19 &l Eisen pro Mol SH vorausgesagt werden. Die bisher empirisch
ermittelten Werte lagen knapp47] oder deutlicH250,325]unter diesem theetischen Wert.

Die SH bindet zwei FlaviKofaktoren (FMNa in HoxY und FMNb in HoxF; Abschnitt
1.3.3). Die Prasenz sowohl von FMN als auch der-E&fSter wurde mithilfe der UV/Vis
Spektroskopie bestatigt (Abb. 111.19). Absorptionsmaxima im Bereich @&nl&w. 378 nm
sowie 420 bzw. 475 nm wiesen hierbei auf die Anwesenheit der3Fézw. [4Fe4S}
Cluster hin (Abb. 111.19a{329-331)). Nach Reduktion des Enzyms mit einem Uberschuss
Dithionit wurde ein Differemspektrum aufgenommen, welches auf zusétzliche Maxima im
Bereich von 370390 nm sowie 450160 nm schlie3en lasst (Abb. 111.19b). Dies deutet neben
der zuséatzlichen Absorption der [4B8}Cluster im Bereich von ca. 380 nm auf die
Anwesenheit oxidierter RHén-Kofaktoren hin332,333]
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g ‘é’_—O,‘I -
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I
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300 400 500 600 400 450 500 550
Wellenldange [nm] Wellenldange [nm]

Abb. 111.19 T UV/Vis spektroskopische Analyse der rekombinanten SH Variante ZA) zeigt das Spektrum

des gereinigten oxidierten Enzyms (1 mg:Hhim Bereich 300650 nm mit denrh Text erlduterten relevanten
Absorptionsmaximdozw. -schultern (B) zeigt das Differenzspektrum des oxidierten minus dem des reduzierten
(0,5 mM Dithionit) Enzyms im Bereich 356650 nm mit den im Text erlauterten relevanten Absorptionsmaxima.

Als probat Methode zur Ermittlung der vollstandigen und korrekten Assemblierung des SH
Holoenzyms kann die Messung der physiologischen Aktivitas:NAD™), welche die
Anwesenheit der HoxFUYH Untereinheiten, ihrer Fel8ster undbeider FMN-Kofaktoren

voraussetzt, eingesetzt werden [246]. Da die Q-Toleranz ein entscheidendes
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Charakteristikum der SH darstellt, sind aerobe Messungen der physiologischen Aktivitat
dartuber hinausein gangiges Mittel zur Feststellung der Qualit@rschiedener SH
Praparationen[203]. Hierfir kann ebenfalls das Aktivierungsverhalten der oxidierten
tetrameren und hexameren SH unter sowohl anaeroben als auch aerobeBedasgyngen
herangezogen werden. Die qualitativ hochwertigsten Préparationen aller drei in dieser Arbeit
gereinigten  Varianten (Adzhnitte 111.3.1  und 111.3.2) zeigten vergleichbare
Aktivierungseigenschaften mit der Ausnahme, dass eine Aktivierung der tetrameygn SH
mit NADPH nicht mdglich warfAnhang,Tabelle VI.4) Diesbestatigtdie These, dass Hoxl

als spezifische Aktivierungsellefir NADPH fungiert[243]. Alle Varianten katalysierten
Oxidation unter aeroben Bedingungen mit spezifischen Aktivitdten, welche gegenuber
anaeroben Messungen um ca.i 2% reduziert waren (Tabefielll.10 und VI.4). In
Abwesenheit eines Aktivators (Ublicherweise 5 uM NADH bei beiden Varianten oder 40 uM
NADPH bei hexamerer Variant-halbkwHBrrethendesn | ed
maximalen Absorptionsanstiegseobachtet werden (Tabelle 111.11 und.4; [140,202).

Diese war umso geringer ausgepragt, je hoéher die Qualitat (spezifische Aktivitat) der
Praparation war. Eine vergleichende Analyse verschiedener Praparationen hinsichtlich des
anaeroben und aerobghktivierungsverhaltens ist Teil der Diskussiokbgchnitt 1V.5.

Die rekombinanten SH Varianten waren aul3erordentlich stabil bei Lagerung unter Luft. Nach
sechs Monaten beR0 °C (unter Zugabe von 5%/v) Glycerin) konnte fur allé/arianten

Uber 75% Rdsaktivitat gemessen werden. B80 °C wariber dieserZeitraum sogar nahezu

kein Verlust gegentuber der Anfangsaktivitat festzustellen (Tabelle 111.11). Bei Lagerung unter
FormiergasAtmosphare auf Eis {5% H,, Rest N) waren alle Varianten vergleichsweis
instabil und zeigten Halbwertszeiten von wenigen Stunden. Zugabe von NADH unter diesen
Bedingungen beschleunigte die irreversible Inaktivierung und fuhrte zu komplettem
Aktivitatsverlust binnen 40 Minuten (Tabelle 111.11). Zusammengefasgsprachendie
rekombinanten SH Varianteter in dieser Arbeit gereinigteiVildtyp-SH hinsichtlich der
untersuchten MerkmaleDie vorgestellten Ergebnisse stehem Einklang mit den
literatutbeschriebenen Charakteristika des Enz{fth0] und Abschnitt 1V.5.

Innerhalb des zellfreiek. coli Extraktswaren die rekombinanten Varianten vergleichsweise
instabil. In unbehandeltem, luftgesattigtem Extrakt lag die Halbwertszeit vag,Shhd

SHyare bei ca. einer Stunde (Tabelle 111.11). Die Zugabe des Proteaseinhibitors PMSF (0,05
0,1 mM) bewirkte keinerlei Veranderung dieses Inaktivierswgrhaltens Demgegentber
konnte inCn Extrakt selbst nach 24 Stunden auf Eis noch Restaktivitat gemessen werden.

Durch Anpassung der Redoxbedingungen wie in Abschnitt 111.3.2 beschrieben (Zugabe von
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50 mM Succinat zum Auéhlusspuffer, sowie Erhaltung einer Arg8imosphére vor dem
ersten Saulenschritt) konnte die Stabilitdt innerhalb der Extrakte deutlich erhéht werden
(Tabellen 111.11 und VI1.3) Dadurcherhdhte sich die Halbwertszeit der rekombinanten SH
Varianten auf 3,5%tunden (Tabelle 111.11), so dass ein deutlich groR3erer Anteil der den ersten
Reinigungsschritt passierenden Enzolekilein deraktiven Form isoliert werden konnte.

Tabelle I11.11 7 Vergleich der enzymatischen Eigenschaften der Wildtyp und rekombinanten SH-
Varianten.

Eigenschaft SHuw (Cn) SHSVﬁriIEI)EC Slgvlflréé)Ec
ZFE-Stabilitat (Eis; KPi Puffer; Luftgesattigt  ty,= 12 i tip=1,1H

ZrE S G SOTH

Stabilitat greinigte Variante-g0 °CY 6 Monate: >80% 6 Monate: >75% 6 Monate: >75%
Stabilitat gereinigte Variante§0 °CY 6 Monate: >90%

Stabilitat gereinigte Variante ¢HN, Aktivitatsverlust binnen 6 h; Aktivitatsverlust binnen 40 mi
Atmosphére, Eis) bei Zugabe von NADH

6 Untereinheiten 4 UE (HoxUYH, 5+ 6 UE (HoxFUYH,

Stochiometrische Variante (HOoXFUYHI)  StreplkHoxF)  5-StreplkHoxly)

Eisenatome [Mol/Mol Enzym] 16/ 19 1517 15118
Molekulare Masse (Analytische GF) nicht bestimmt* 171 kDa 213 kDa
Aerobespez. Aktivitat (gereinigte Varianfe) 101 U-mg* 152 U-mg* 173 U-mg*
Anaerobe sp. Aktivitat (gereinigte Variarfte. 130 U-mg" 192 U-mg* 227 U-mg*
Aktivierung des ox. Enzyms (NADH) 5 uM NADH

Aktivierung des ox. Enzyms (NADPH) 40 UM NADPH nicht moéglich 40 uM NADPH
"lag" Phase ohne Aktivator (anaerbb) 70180s

"lag" Phase ohne Aktivator (aer8b) 135160 s 1501170 s 140/ 165s

# Die Restaktivitat in zellfreien Extrakten wurde alle 30 min (rekombinante Varianten) bzw. alle 120 min
(Wildtyp-SH) bestimmtNach acht Messpunkten wurde das Zeitintervall vervierfacht.

® Zur Bestimmung der Stabilitat gereinigter Varianten wurden monatlich Aliquots & 50 pL entnommen. Proben
wurden nicht mehrfach aufgetaut und eingefroren. Die Prozentangabe bezieht sichRastaltivitat nach 6

Monaten Lagerung unter den angegebenen Bedingungen. Proben wurden unter Luft gelagert.

1 Unit ist definiert als die anaerobe oder aerobalhangige Reduktion von 1 pmol NARro Minute. Das

Vorgehen ist im Methodenteil (Abschnitt4.5.1) beschrieben.

“Der Beg#+hbhkeihl dgschrei bt innerhalb eines photometr
Startpunkt (NAD Zugabe) und dem Zeitpunkt, bei dem die maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird.

Der genaue Zusammenhangim Diskussionsteil der Arbeit beschrieben (Abschivtb).

1.4 Untersuchungen zum Reifungsprozess der SH

Eine Einflhrung in den Reifungsprozess von [NiHgHrogenasen inklusive der beteiligten
Reifungsfaktoren wurde bereits in Abschnitt 1.2.2.3)8geben. Im Laufe der vergangenen
Jahrzehnte kamen unterschiedliche Techniken zur UntersuchuMpatieationzum Einsatz.

Bevor Genomsequenzieruag gangige, automatisierbakéerfahren darstellte beschrankten
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sich diesbezugliche Untersuchungen aufldentifizierung einzelner Gene mit Relevanz fur

den H-Metabolismus des jeweiligen Organisn{t8,159163,334336]. Durch AKnock
Studien wurden schliel3lich essentielle Genprodukte fir die Reifung der {Nyedpgenasen
ermittelt, wobei homologehyp-Gene in allen bisher untersuchten [N#Fgjdrogenase
beherbergenden Organismen gefunden wurd2%9,160,162,163,336] Unter Einsatz
biochemischer Methoden erfolgte a®r Jahtausendwendesrstmals die Isolierung und
Charakterisierung einzelner Reifungsfaktoren sowie binarer baméarer HypKomplex
Intermediate. Die bislang wichtigsten Erkenntnisse gingen hierbei aus den Pionierarbeiten von
Bock und Mitarbeitern hervor, weleh Erkenntnisse zu dem Reifungsprozess der
Hydrogenas@& (HycE Untereinheit) auk. coli lieferten[164,167172,174179]. Durch dis
kombinatorische Potentigles in dieser Arbeit praseatien Klonierungssystemalfschnitt

l11.1) wurde erstmals eine umfassende Weiterentwicklung der bisher in diesem
ZusammenhangubliziertenTechniken ermdglichfdieses Kapitel und Abschnitte 18,.7).

[11.4.1 Isolierung reifungsrelevanter Proteine und Komplexe

Die Isolierung einzeler Hyp bzw. HoxProteine durch heterologe Uberproduktion und
anschlieBende Reinigung der Stregéitaggten Genproduktemittels StrepTactin
Affinitdtschromatographigeliente der Ermittlung der Ldslichkeit, Funktionalitat sowie nativer
Konformationen dersben. Drei SHUntereinheiten, HoxF, HoxH und Hoxl, wurden als N
terminal StrepHgetaggte Varianteseparatproduziert. StreptHoxF zeigte sich selbst bei
Anwendung der fur die SiProduktion optimierten Expressiofdrategie (Abschnitt 111.2.2)

als weitgelknd unléslich und konnte lediglich als Teil des Diaphoraser kompletten SH
Komplexes isoliert werden. StregHoxl war untergdngigen Expressionsbedingund&?l G-

oder Autoinduktion, 2030°C) I6slich und konnte mit hoher Ausbeute als homogenes Protein
gereinigt werden (Abb. [11.20f und Tabelle 1ll.1Zine Reinigung deN-terminal StrepH
getaggte HydrogenaséJntereinheit HoxH war mithilfe der Affinitdtschromatographie
moglich resultierte jedochn geringerer Ausbeutbei Vergleich mit StreplkHoxI (Abb.
[11.20d und Tab. 11l.12) Dennoch kann dies als essentielle Erkenntnis angesehen werden, da
HoxH das priméare Substrat der Reifungsmaschinerie dardstelt somit als einzige
Untereinheit auch auf3erhalb des -Bbimplexes transient vorliegen muss.m Zuge der
zellfreien Maturationsexperimente (ZFM; Abschnitt 111.4.4) wurden im spateren Verlauf der
Arbeit Hinweise darauf geliefert, dass eine Komplexbildung der HoxFUJihtgreinheiten

selbst bei nicht vollstandigrozessierteroxH-Proteinstattfinden kan (Abb. 111.33).
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Abb. 1I1.20 T Darstellung des Reinigungserfolgs einer Auswahl einzelner rekombinante€n Proteine. a)
Reinigung von HypC3SStrepll; b)Reinigung von StrepiHypE1; c) Reinigung von StrepHiypF2; d) Reinigung

von StrepltHoxH; e) Reinigng von StrepHHoxW; f) Reinigung von StrepiHoxI; Proben (25 ug
Gesamtprotein bei ZFE; 15 pg bei allen Elutiwaktionen (E) mit Ausnahme von c) und d), dort jegh 5 puL
Marker) wurden via SD®AGE aufgetrennt. Die Bilder wurden teilweise zwischen msdn Spuren
geschnitten, um irrelevante Bereiche zu entfernen. M = Marker; ZFE = Zellfreier Extrakt; E = Gepoolte und
konzentrierte Fraktion nach der StrepTactin Affinit@tsromatographie; K = Kontaminanten; P = Maogliche
ProteolyseProdukte des Zielpraies. Das HypC4aStrepll Protein (a) bildet ein stabiles Homodimer, welches
sich selbst bei SD8ehandlung nicht vollstéandig aufldst.

Unter den Reifungsfaktoren wurde lediglich eine Auswsdparatproduzert, da in diesem
Falle die Kodution der intermetiren HypKomplexe direktere Aussagen uber die Léslichkeit
und Funktionalitat erlaubt. -@rminal Strepllgetaggtes HypC1 konnte in hohen Ausbeuten
isoliert werden, ebenso wie StrejplypEl (Abb. 111.20a,b). Ein HypEHYypF2 Komplex
konnte selbst nach zabichen Modifikationen der Expressionsbedingungen nicht erfolgreich
gereinigt werdenHierbei war n den Elutionsfraktionen nur jeweils das Streggtaggte
Protein identifiziebar. Aus diesem Grund wurde StreflypF2 als separatesProtein
aulRerhalb des Kuoplexesproduziert und gereinigt. Das vollstandige Zielprodukt stellte in

diesem Fall nur einen Teil der gereinigten Proteinfraktion dar und wurde stets von zwei
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dominanten Proteinspezies im Bereich von cd.585kDa begleitet (Abb. 111.20c). Diese
erwiesa sich nach WesterBlot Analyse mit AntiStrepllFAntikGrperKonjugat als verkurzte
Varianten von StreplHypF2 (Daten nicht gezeigtpie ProteolyseProblematik konnte auch
durch Einsatz von Proteasghibitoren nicht umgangen werden. StrepidxW, die HxH-
spezifische Endopeptidase, konnte in guter Ausbeute nahezu homogen isoliert werden (Abb.
[11.20e und Tabelle 111.12). Die dabei erhaltenen Elutionsfraktionen zeigten eine deutliche rot
braune Farbung. StrepHoxW wurde daraufhin einer genaueren Untehsung unterzogen,
welcheim spateren Verlauf dieses Abschnitts dokumentiert wAtab( I11.24a).

Zur Untersuchung von Hypmteraktionen und Komplelntermediaten hat sich eine Methodik
etabliert, bei der eines der Hyroteine mit einem Strepllag fusionert und anschliel3end

mit den jeweils gebundenen KomplEartnen durch Affinitatsreinigung keluiert wird

( Pulldowrfi {166,180,337). Anhand der bereits publizierten Ergebnisse konnten mehrere
Vorhersagen auch fiudie Cn-Proteine bereits im Vorhinein getroffen werde®bg$chnitt
1.2.2.3.3. Diese zu erwartenden Komplntermediate konnten in dieser Arbéizusatzlich

zu mehrererzuvor niegereinigten oder postulierten Komplexierrfolgreich isoliert werden
(Abb. I11.21). C-terminal StrepHgetaggtes HypC1 konnte im Komplex mit der Hydrogenase
Untereinheit HoxH (Abb. Ill.21a) isoliert werden. Dies stellt das erste Intermediat des
Reifungszyklus dar (Abb. 1.2). Ein HypGHypD1 Komplex konnte sowohl mit -@rminal
getaggtem HypC1l (Abb. 111.21b) als auch-terminal getaggtem HypD1 (Abb. 11l.21c)
gereinigt werden. In beiden Fallen war die Produktion des léslichen Komplexes nur bei
Anwendung spezieller Kultivierungsbedingungen maglich: Hierbei karivfmalmedium

unter Zusatz von 0,2 mM NkFe(lll)-Citrat zum Einsatz undiel Kultivierung erfolgte bei
18°C. HypCXHypD1-Komplexe zeigtenn gereinigter, oxidierter Formneine gelbliche bis
braune Farbung. Ebenso wie im Falle von StréfdkW ist eine diesbezigliche genauere
Untersuchung innerhalb dieses Kapitels weiter unten beschi(@bénlll.24b).

Der trindre HypCaHypD1-HypE1 Komplex (Abb. 111.21d) konnte erfolgreich aus Stammen
gereinigt werden, in denen dagpF2 Gen koexprimiert wurde. Dies steht im Einklang mit
friheren Ergebnissen sowohl fur die coli[337] als auch di€Cn Hyp-Proteine[180], nach
denen der Eintritt von HypETiden trinaren Komplex einer vorherigen Modifikation durch
HypF (in diesem Falle: HypF2) bedarf. HypF2 selbst ist nicht Teil des trindren Komplexes
(Abb. 111.21d). Obwohl ein HypEdHypF2 Komplex innerhalb dieser Arbeit nicht gereinigt
werden konnte (sieheoben), genigt die erfolgreiche Isolierung des HypCl
Strepll//HypD1//HypE1l Komplexesls Hinweis aufdie Funktionalitat aller vier fur die
Assemblierung der Eise@ruppe benotigin Genprodukte (Abschnitt I\V).7
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Abb. 1Il.21 T Darstellung einer Auswahl de (partiell) gereinigten Cn Hyp-Komplexe. a) HypCt

Strepll//HoxH; b) HypC1-Strepll//HypD1; c) HypC1l//StrepiHypD1; d) HypC2iStrepll//HypD1//HypELl; €)
StrepltHypA2//HypB2; f) HypA2//StrepHHypB2; g) StrepHHypX//HoxH; h) HypC2Strepll//HoxH; i)
HypC2-Strepll//HypD2; j) HypC2Strepll//HypD2//HypE2; k) HypA3//StreplHypB3; L) HypCl
Strepll//HypD2; Proben (25 pg Gesamtprotein bei ZFE;05ug bei gereinigten Fraktionen; 5 pL Marker)
wurden viaSDSPAGE aufgetrennt. Die Bilder wurden teilweise zwischen reetm Spuren geschnitten, um
irrelevante Bereiche zu entfernen. M = Marker; ZFE = Zellfreier Extrakt; E = Gepoolte und konzentrierte
Fraktion nach der StrepTactin Affiniti@hromatographie; K = Kontaminanten; Dimere Formen der HypC1
und HypC2StrepltProkine, welchedurch SDSBehandlung nicht aufgelést wurden, sind angegeben. Die in d)
sichtbaren zusétzlichen Banden entsprectegnmit HypE1 (Abb. 111.20b) keluierten Kontaminanten.
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Fir die Reinigung des Nickéhsertionskomplexes HypARlypB2 wurde die Fsion des N
terminalen StrepilTags sowohl mit HypA2 als auch HypB2 getestet, was iddveFallen zur
erfolgreichen Kokition des jeweiligen Komplexpartners fuhrte (Abb. 111.21e,f). Hierbei ergab
die Variante mit StrepiHypB2 eine deutlich hohere Absute(Tabelle 111.12, fuhrte jedch

zu Fraktionen mit deutlich stéchiometrischetdberschuss des getaggten HypB2
(Abb. 111.21f). Heterologe Produktion von HypX, einem bisher nicht charakterisierten Protein
dessen Fehlen i@n Zellen ein Verlust der SH Lroleranz zur Folge ha202,203] ergab
lediglich geringe Mengen Igslichen Proteins. Um eine direkte Interaktion von HypX mit
HoxH zu untersuchen und im Falle einer Komplexbildung eine hohere Ldslichkeit zu erzielen,
wurde StrepHHypX zusammen mit HoxH produziert. Geringe Mengen von StidppX
konnten daraufhin erfolgreicgereinigt werden, wobei HoxH kduierte (Abb. 111.21g). Dies
stellt den ersteidinweis fur einedirekte HypX-Interaktion mit der kaseUntereinhet dar.
Zusatzlich zu den M1 Proteinenwurde ein alternativer Satz Hyproteine
(HypA3B3C2D2E2F3) innerhalb dieser Arbeit zumsten Mal untersucht (M2Abb. I11.1

und Tabelle 111.3). Hierbei wurde zunachst analog dem zuvor beschriebenen Vorgehen die
Moglichkeit der Isolierung von MRomplexIntermediaten untersucht. Die Loslichkeit aller
M2-Proteine erwies sich als vergleichsweise gering. Als Einzelproteine konnten HypC2
Strepll, StrepHHypE2 und StreptHypF3 partiellin geringen Ausbeutegereinigt weren
(Daten nicht gezeigt)StreplkHypF3 zeigte nach der Affinitathromatographienoch starke
Kontamination. Ein HypEzHypF3 Komplex konnte, wie auch der analoge HyhypF2

(M1) Komplex, nicht isoliert werden. Der Hyp&€3repll//HypD2 Komplex (Abb. 111.2Q)
wurde hingegen ebenso wie HypA3//StredipB3 (Abb. 111.21k) erfolgreich gereinigt.
Nach Modifikation der Expressionsbedingungen (siehe Vorgehen fur Produktion von-HypC1
HypD1) und unter Kogpression vorhypF3 war schlielich die partielle Reinigungnes
trindren HypC2HypD2-HypE2 Komplex erfolgreich jedoch in geringe Ausbeute und
Reinheit sowiamit sichtbarentberschusslesStrepltgetaggte HypC2 (Abb. 111.21)).

Als Uberraschend stellte sich die erfolgreiche Isolierung eines HBIEPIl//HoxH
Komplexes heraus (Abb. 111.21h). Ebenso wie im Falle von HypilofH (Abb. Ill.21a)
enthielt die Fraktion unterstochiometrische Mengen von HoxH. Obwohl eine Untersuchung
funktionaler Uberschneidungen von Miind M2Hyp-Proteinen sowie die Fahigkeit zur
gegensitigen Komplementation erst Teil der Abschnitte 111.4.2 und 111.4.3 ist, konnte eine
weitere direkte Wechselwirkung bereits an dieser Stelle nachgewiesen werden: Eitxr HypC
Strepll//HypD2 Komplex konnte erfolgreich in hohen Ausbeuten isoliert werden (Abb.
[11.21L und Tabelle 111.12).Die Reinigung weitereM1-M2-Komplexeerwies sichhingegen
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aufgrund der Bildung unl6slicher Aggregadés nicht erfolgreich HypC2Strepll//HypD1,

StrepltHypA2//HypB3

und StreptHypA3//HypB2

Zielproteine in Fraktionen der Affinitd¢hromatographie

lieferten

keinerlei

Spuren der

Tabellel11.12 7 Gereinigte rekombinante Reifungs-Proteine und-Komplexe in der Ubersicht.

Protein/Komplex  Expressionsvektof Reinheit®  Ausbeuté Native Formen
Einzelproteine
HypC1-Strepll pFNT7(3") hypC1 homogen 5,8 mg(g Zellen)* r;];frlrrlirne oligomere
Hinweise auf
StrepltHypE1 FcT7(5) hypEl homogen 7,3m Zellen)*
piEHYp p (5)hyp g a(g ) (HVEEl)a o
. . 1 Fraktion nicht
StrepltHypF2 pFNT7(5") hypF2 partiell 0,04 mg(g Zellen) homogen
StreplkHoxH pFcT7(5)_hoxH Egrr:%zguen 0,92 mg(g Zellen)1 nicht betrachtet
. nahezu 1 mehrere oligomere
StreplkHoxW pASG(5')_hoxW homogen 4,4 mg(g Zellen) Formen
StrepltHoxI pFcT7(5) hoxI homogen 17,3 mg(g Zellen)* I(-Il_llr;\)/(vlt)ase auf
4
Komplexe
: . 1 Hinweise auf 1:1
HypC1-Strepll//HoxH pE_X(3)_hypC1l X(wt)_hoxH  US HypC1 2 mg(g Zellen) Stéchiometrie
. leichter US 1 Hinweise auf 1:1
HypC1-Strepll//HypD1  pE_X(3")_hypC1 X(wt)_hypD1 HypC1 0,19 mg(g Zellen) Stéchiometrie
. nahezu 1 Hinweise auf 1:1
HypC1l//StrepiHypD1  pE_X(wt)_hypC1l X(5")_hypD1 homogen 0,15 mg(g Zellen) Stéchiometrie
. Hinweise auf 1:1:1
ypDLIMYPEL yprziper P emogen  OSLma(@ Zelleny'  bzw. 222
Stdchiometrien
HypB2//StrepliHypA2  pE_X(5)_hypA2 X(wt)_hypB2 partiell 0,13 mg(g Zellen)* ?;?T:grne oligomere
StreplFHYpB2//HYpA2  pE_X(wt)_hypA2 X(5)_hypB2 US HypB2 2,3 mg(g Zellen)* rF“cf’rrr‘T:grne oligomere
. . 1 Hinweise auf 1:1
StrepltHypX//HoxH pE_X(5")_hypX X(wt)_hoxH partiell 0,11 mg(g Zellen) Stéchiometrie
. . 1 Hinweise auf 1:1
HypC2-Strepll//HoxH pE_X(3')_hypC2 X(wt)_hoxH  US HypC2 0,57 mg(g Zellen) Stéchiometrie
\ nahezu 1 Hinweise auf 1:1
HypC2-Strepll//HypD2  pE_X(3")_hypC2 X(wt)_hypD2 homogen 0,12 mg(g Zellen) Stéchiometrie
HypC2-Strepll// pE_X(3")_hypC2 X(wt)_hypD2/ . 1 Fraktion nicht
HypD2//HypE2 hypE2/hypF3 partiel 0,14 mg(g Zellen) homogen
StrepltHypB3//HypA3  pE_X(wt)_hypA3 X(5)_hypB3 partiell 0,11 mg(g Zellen)* Egﬂ‘gggnmcm
HypC1-Strepll//HypD2  pE_X(3) hypC1 X(wt) hypD2 US HypC1 0,16 mg(g Zellen)* Hinweise auf 1:1

Stochiometrie

& Nomenklatur fiir assemblierte Genkassetten: X(wt) = Ps®itiityp-Gen unter Kontrolle eines TRromoters
undiTer mi nat or sStreplbgét®ygieds Gen urded Kontrolle eines-Arémoters undi Terminators;
X (5 6 )Strepligbtaggtes Gen unter Kontrolle einesHomoters und Terminators.
® US = Uberschuss; partiell = keine homogene Praparation; Kontaminanten oder Pr&entysee vorhanden.
¢ bezieht sich auf die Gesamtprogienge in der gepoolten Elutionsfraktion pro Ausgafejfeuchtgewicht.

Die -hooder

Proteinkomplexes kann durch native Gelelektrophorese oder Gelfiltration allein nicht

exakte stdochiometrische Zusammensetzung eines heterogenen

vorbehaltlos bestimmt @rden. Dennoch kann durch derartige Techniken eine vorlaufige

T 891
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Ubersicht tiber mégliche natiormengeliefert werdenEine Auswahl deM1-Proteine und

-Komplexe wurdezundchsmittels Nativ-PAGE analysiert (Abb. 111.22).

A B
2iglzi)a M E kDa M E B
—— 440 —
140 — i “
i 232 — - HypC1-
HypC1- Strepl|
57— €= Strepll o /IHypD1
/IHoxH T — /IHypE1
(C1D1E1),
HypC1- I
Strepll ypC1-
Oligomere 57— HypC1- Strepl|
@Strepll /IHypD1
/IHypD1 - IIHypE1
12% PAA-Gel 4-15% Gradienten-PAA-Gel 4-15% Gradienten-PAA-Gel
D E F
kDa M E B kDa M E kDa M E
F r "
440— 440 — .
440— W
HypA2// 252~ 22—
22— Strepll -
HypB2
(A2B2), 140— s 140 —
140 — —
é atregg Hoxl- HoxW-
yp . €= strepll Strepll
Oligomere Oligomer kOhgomere
67 — w— 67— M 67 — M-

4-15% Gradienten-PAA-Gel 4-15% Gradienten-PAA-Gel 4-15% Gradienten-PAA-Gel

Abb. 111.22 T Darstellung einer Auswahl gereinigter rekombinanter Proteine und Komplexe mittels N-
PAGE. A) HypC1l-Strepll//HoxH; B) HypCl-Strepll//HypD1; C) HypCiStrepll//HypD1//HypEl; D)
HypA2//StrepltHypB2; E) StrepHHoxI; F) StrepltHoxW; Proben (5.0 pg bei gereinigten Fraktiongh pL
Marker) wurden via NatAPAGE analysiert. Die Bilder wurden teilweise zwischen mehreren Spuren
geschnitten, um irrelevante Bereiche zu entfernen. M = Marker; E = Gepoolte und konzentrierte Fraktion nach
der StrepTactin Affinitat<Chromatographie; B= Visualisierung der Streplietaggten Proteine innerhalb der
nativen Komplexe mittels WesteBlot und ChemilumineszerRetektion; Die Bezeichnungen neben den
visualisierten Banden stellen hypothetische Konformationen dar. Die Identitat der jeweiligées Spede auf
Basis von AntiStrepltWesternBlots, Abgleich mit den GréRRenstandards des Proteinmarkeds- uvo
vorhanden zusatzlichLiteraturabgleich analysiert. Die analytische Gelfiltration der Hyb#»B2 Probe (Abb.
[11.23b) fihrte zu einem andare GrolRenverteilungsmuster atiie NativPAGE (D). Die tatsachlichen
molekularen Masen aller Spezies konnteteilweise von dem hier gezeigten Muster abweichen.
Proteinstandards: Ferritin (440 kDa), Catalase (232 kDa), LBetagdrogenase (140 kDa), BSA7(8Da).

Unter den SHund MILEinzelproteinen lieferten HypC3trepll (ca. 11 kDa je Monomer),
StreplkHypE1 (ca. 38 kDa je Monomer), StrefplypB2 (ca. 36 kDa je Monomer), Strepll
HoxW (ca. 20 kDa je Monomer) und Strepibxl (ca. 20 kDa je Monomer) Hirsise auf

oligo- oder multimere native Formen. Im Falle von HypC1 schienen mehrere stabile Formen
moglich, wobei eine prominente Bande im Bereich von ca5@®&Daauf ein Homotetramer
hindeutet (Abb. 1ll.22a). Bei den heterodimeren Komplexen Hyp@dxH und HypC1l-
HypD1 wurden Hinweise austochometrischeVerhaltnisevon 1:1geliefert(Abb. 111.22a,b).
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Der trindre HypCaHypD1-HypE1 Komplex schien mehrere stabile Formaenermoglichen

wobei ein hexamerer (HypGtjHypD1)-(HypE1l), Komplex (ca. 180 kDa) dibevorzugte
Konformation darzustellen schien. Dies konnte sowohl mittels NAGE (Abb.l11.22c) als

auch analytischer Gelfiltration (Abb. 111.23a) gezeigt werden. Gereinigtes StigpE1l

zeigte bei Analyse mittels NatRAGE eine Bande zwischen 70 ubd0 kDa, was auf ein
Homotrimer (ca. 110 kDa) hindeutemnter Vorbehalt, daine genaue Analyse noch aussteht).

Die Analyse des HypAHypB2 Komplexes gestaltete sich komplexer, da das HypB2
Einzelprotein mehrere oligomere Formermoglicht N-PAGE Analysedes HypA2//StrepH
HypB2-Komplexes ergab drei dominante Formen (Abb. 111.22d). Diese konnten auch bei
Analyse der StreplHypA2//HypB2 Praparation (siehe Abb. 111.21e), in welcher kein HypB2
 berschuss vorl ag, beobacht &dpll-HweprBd2e nO | iDgioemeir |
markierte Bande war in dieser Praparation jedoch geringer ausgepragt (Daten nicht gezeigt),
so dass fur das Heterodimer mehrere Konformationen als wahrscheinlich angesehen werden
kbnnen. Zusatzliche Betrachtung des HypA®WB2 Kompkxes mittels analytischer
Gelfiltration (Abb. 111.23b) lieferte wiederum eiabweichendeMuster mit zwei dominanten
Formen bei ca. 84 kDaMogliche Form (HypA2):-(HypB2),] bzw. 143 kDa Mogliche

Form (HypA2)s-(HypB2); oder (HypB2)].

A B
0,7 = 0,7 -
0,6 - 0,6 =
0,5 4 1\ 05 - T

= HypC1D1E1 > (HypA2),- 1‘

X X (HypB2)

0,4 0,4 ? (HypB2),
(HypC1D1E1),
0,3 4 L 0,3 - ®
0.2 T , 0,2 ' ,
100 1000 100 1000
log,, (Molekulare Masse) [kDa] log,, (Molekulare Masse) [kDa]

Abb. 111.23 T Bestimmung dermolekularen Massengereinigter HypC1D1E1- sowie HypAZB2-Komplexe.
Kalibrierstandards und analytische Proben wurden mit einer Superdex 200 HR 10/300 GelfiiBatitens
aquilibriert mit 50 mM KPi Puffer pH 7.0, analysiert. Thyroglobulin §86Da), Ferritin (440 kDa), Catalase
(232 kDa), Aldolase (158 kDa) und BSA (67 kDa) wurden als Standards verwendet. Ubialibemtionsft

Kav = 10,137-In(MW) + 1,2185 (R= 0.982; MW = molekulare Masseyolecular weight wurden fiir den
HypC1D1E1 KomplexXA) native Formen mit molekularen Massen vdrk®a (HypC1D1E1; Ky = 0,601) und

179 kDa [(HypC1D1E1); Kay = 0,508] ermittelt. Fur die HypA2B2 Praparation (B) konnten zwei dominante
Spezies mit molekularen Massen V& kDa [(HypA2)-(HypB2); Kay = 0,622] bzw. 143 kDa [(HypA2)-
(HypB2); oder (HypB2); Kay = 0,539] identifiziert werden.
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Gereinigtes StreplFHoxl wandert bei Analyse mitted NatitPAGE als einzelne Bande
welche auf ein Homotetramer (ca. 80 kDa) hindeutet (Abb. 111.22e). Diese Form isstatsh

bei Analyse der hexameren &k zu beobachten, was auf die Ablésung von Strejoixl

unter diesen Bedingungen hindeutet (Abb. 111.16). Analyse von StHptWV lieferte keine
eindeutigen Ergebnisse (Abb. 111.22f). Aufgrund zweier separater Proteiehakdnnten
jedoch auch hier verschiedene oligomere Formen moglich sein.

Mehrere in dieser Arbeit gereinigte rekombinante Proteine oder Proteinkomplexe zeigten
charakteristische Farbungen im visuellen Bereich. Préparationen des 13y@pll//HoxH
Komplex erschienen bei einer Konzentration >50 mg-ndriirich. Da jedoch weder der
analoge HypCZtrepll//HoxH, noch HoxH bzw. HypC1 als einzeln gereinigte Proteine diese
Farbgebung aufwiesen, kénnte hierbei eine Kontamination fur die Einfarbung verantwortlich
sein. Alle potentiell eisenhaltigen Proteine und Komplexe zeigten in ihrer oxidierten Form
eine gelbliche (verdinnt) bis rétlidbraune Farbung (konzentriert). Hierzehgrten die SH
Varianten Abschnitt 111.3.3), alle HypDBenthaltenden Komplexe (Hyp&€3trepll//HypD1;
HypC1//StrepliHypD1; HypCZtStrepll//HypD1//HypEl; HypCZtrepll//HypD2; HypC2
Strepll//HypD2//HypE2) sowie Uberraschend auch Strej@kW. Daraufhin wurden ein
HypD1l-enthaltender Beispielkomplex (HypC1//StreplypD1) sowie StreptHoxW mittels
UV/Vis Spektroskopie analysierum Hinweisen auf redoxaktive dfaktoren nachzugehen.

Die Ergebnisse sind in Abb. 111.24 dargestellt.

A B
1,2 -
0,4 -
'c 0,8 c
2 el
[« X o
§ 5 0,2 -
204 4 3
< <
HoxW (ox) el . — HypC1D1 (ox)
...... HoxW (red) --++++ HypC1D1 (red)
0,0 T T T T T 0;0 I I ' !
300 350 400 450 500 550 300 350 400 450 500
Wellenldnge [nm] Wellenldange [nm]

Abb. .24 7 UV/Vis spektroskopische Analyse von gereinigtem StreplHHoxW und HypC1//Strepll-

HypD1. (A) zeigt dasSpektrum von gereinigtem oxidierten StreplbxW (15,1 mg-m[*) im Bereich 300580

nm (durchgehende Linie) sowie das Spektrum derselben Probe nach Reduktion mit 1 mM Dithionit unter
anaeroben Bedingungen (gestrichelte Linie). (B) zeigt das Spektrum nenigiem oxidierten HypC1//Strepll

HypD1 (1,5 mg-m[*) im Bereich 300510 nm (durchgehende Linie) sowie das Spektrum derselben Probe nach
Reduktion mit 200 uM Dithionit unter anaeroben Bedingungen (gestrichelte Linie).
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In beiden Fallen sind deutliche Anzken fir die Prasenz von [4B&]-Clusten vorhanden,
erkennbardurch Absorptionsmaxima im Bereich von 420 bzw. 148D nm (Abb. 24a,b)
[329-331] Wahrend furE. coli HypD bereits ein solches [4HS}Cluster anhad des
UV/Vis Spektrums sowie der Prasenz koordinierender Cyst&agte vorgeschlagen wurde
[179], stellt dies den ersten Hinweis féin solches Strukturmotiv fur ei@n Analogon dar.
Die weiteren HypD1/Dz2nthaltenden Komplexe zeigten entsprechende UVPpiskiren wie
in Abb. I11.24b anhand des Beispielkomplexes visualisiert (Daten nicht gezeigt).

Gemal Literatur wurde bislang keib@chemische Charakterisierung véloxW-Analoga
vorgenommen. Da die spektroskopischen Eigenschéft€fVVis) wie oben erwahnt stark auf
die Préasenz eine®doxaktiven[4Fe-4S}Clusters hinde@n (Abb. 1ll.24a), wurde zunachst
die Aminosauresequenz auf dasrhandensein typischer Fé&®ordinationsseiten untersucht.
Dabei zeigte sich, dass die Primarsequenz ein Ferretigpisthes CxCx,C-Motiv mit
einem entfernter liegenden vierten CysteiRgst aufweist (Abb. 111.25)[331,338,339]
Anstelle des Cysteinylrests 4£ konnten alternative AReste wie Histidin als vierte
Koordinationsstelle fungierenDurch kolorimetrische Bestimmung von NieH&mEisen
wurden 3,9 + 0,1 Mol Eisen pro Mol StregiioxW ermittelt. Eine angtische Betrachtung
dieser neuen Erkenntnisse HoxW betreffend ist Teil der Diskusalmsthnitt 1V.8.

MNAPAEFPYVTLADFDDPSTLIYGIGNVGRIGDRGWAFIDRLEAESLCSGAEVQRHYQLHL

EDADLISRKRKVLFDATKDASVASFSLERAEPRMDFSHESSIPSIMAT CQRCFQCLPE
VYVLAIRGYEWELRMGLTPQARHNAMMHFSMRAERQTS

Abb. IIl.25 T Aminosauresequenz von HoxW mit essentiellen und den neu identifizierten MotiveRie
grin hervorgehobenen Aminosaurereste bilden das essentielle Motiv fur die-Blickehungsseite, welche
konserviert in allen Hydrogenaseezifischen Endopeptidasen (Gruppe: NARduzierende bidirektionale
H,asena HoxW-Famili€) vorliegen. Das in dieser Arbeit vorgeschlagene-Eister Koordinationd/otiv
(Csar Ci115 Ci1s Cio1) WurdegelbhervorgehobenHierbei sei angemerkt, dass weitédmminosaureReste neben
C4o als potentielle vierte Koordinationsstelle fungieren konnteine detaillierte Betrachtung mit Sequenz
Alignmentsliegt innerhalb des Diskussionsteils dieser Arlveit (Abschnitt IV.8.

[11.4.2 In-vivo-Deletionsexperimente zu Untersuchung der SH-Reifung

Die Untersuchung der Relevanz bzw. Essentialitat putativer Maturasen wird konventionell
dur ch A KStudienkdarchgefiihrt. Im Falle vaBupriavidus necatosind zahlreiche
Untersuchungen des ,HWMetabolismus im Allgemeinenund der energieliefernden
Hydrogenasen auf biochemischer und strukturanalytischer Ebene dokumentiert. Der
Reifungsprozess der Enzyme und die hierbei relevanten Gene standen hierbei jedoch lediglich
vereinzelt im Fokus[161-163,180,182,185,186,196,198,199,202,226,2833%W) Die
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Zerlegung der Reifungsprozessedn gestaltet sich als aufwendig, da innerhalb des Genoms
mehrere Kopien deinyp-Gene vorliegen[236] und Abb. 11.1). Die Fahigkeit der innerhalb

des MBH und SHClusters vorliegendemyp-Gene zur gegenseitigen Komplementation
wurde sowohl fur die SHals auch fur die MBFReifung demonstrierf316]. Eine genaue
Analyse des Einflussgsdes bindren Komplexesalfschnitt 111.4.1) auf dieReifung®ffizienz

wurde bisher nicht vorgenommen. Ebenso ungeklart blieb bisher die Rolgyd#e€lusters
(M2-Gene). In dieser Arbeit wurden daher rekombinante Stamme generiert, welche
Deletions und Komplementationsstudien (bezogen auf die SH) innerhalb des heterologen
Systems in einfacher und praziser Weise ermdglichen sofierzu kam die neu enickelte
Klonierungstechnik zum Einsatz.

Fur die DeletiongExperimente in dieser Arbeit sollte der Einfluss des Fehlens binarer Hyp
Komplexe (HypA2B2, HypC1D1 und HypE1F2 fur das Mbdul; HypA3B3, HypC2D2

und HypE2F3 fur das MRodul; HypX und HoxW fir bele Module) auf die finale ZFE
Aktivitat, und damit den Reifungserfolg der Stthtersucht werden. Die hierfur konstruierten
Expressionsplasmide kdnnen als Derivate der pMil pM2Konstrukte angesehen werden
(Abb. 111.26; Basisvektor: pSm.CDF.3a). Die [@&bnsstamme wurden durch Transformation
des Stammes KOE(coli BL2 1St ar E mi t pSH4. wt ; Tdlke!l | e 1 |
dargestellterjeweiligen Konstrukten erzeugt. Unter Anwendung des in Abschnitt 11.2.1.2.2
beschriebenen &aStandardverfahrensdé wurden d
getestet. Uber diin den loslichen Zellextrakten messbare Aktivitat konnten anschlieRend
Ruckschlisse uber den Reifungserfolg abgeleitet werden (Abb. 111.27a,b und Tabelle 111.13).
Die Basisstimme K1AH, coliBL 21 St ar E; pSH4. wt + pM1) und
lieferten ExtraktAktivititen von 1,95 + 0,24 U-mbbzw. 0,15 + 0,02 U-nmig (Tabelle
[11.13). Zum Zeitpunkt deDeletionsExperimente war die in Abschnitt 111.2.2 beschriebene
Optimierung hinsichtlich der Vorkultur noch nicht entwickelt, weswegensgezifischen
Aktivitaten folglich hinter den maximal erreichten Werten zurtickblieben (Tabelle III.6;
K1A). Da die M2Stamme zwar diepartielle Synthesefunktionaler SH erlaubten, die
Aktivitat von K1B jedoch eine GrélRenordnung unter der von K1A lag, wurden die Waerte d
M1- und M2Experimente separat ausgewertet und normalisiert.

Die Deletionenvon HypC1D1 sowie HypE1lF2 fuhngeweils zum nahezu vollstéandigen
Verlust der SHAktivitat (11 2% der KLAAktivitat; Abb. [11.27a und Tabelle 111.12). Im Falle

des Nickelinsetionskomplexes HypA2B2 wurde die Skktivitdt auf ca. 10% des K1A
Wertes reduziert (Tabelle 111.13), konnte jedoch durch Zugabe von 25 uM, MiGh

Medium partiell komplementiert werden (Abb. 111.12). Die maximal erreichte spezifische
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ExtraktAktivitat konnte in dieser Weise auf 0,42 + 0,05 U‘gca. 21% von K1A)
gesteigert werden. HOhere Nickebnzentrationen im Medium verringerten allerdings die
spezifische Aktivitat (Abb. 111.12). Im Falle der bisher nicht charakterisierten Maturase HypX
konnte bei Etfernung des GensypX ein vergleichsweise geringer Effekt auf die anaerobe
SH-Aktivitat beobachtet werden (1,5 + 0,3 U-thgca. 77% der K1AAktivitat; Abb. 111.27a

und Tabelle 111.13). Im Gegensatz zur Entfernung der andererPidteine verlor die
rekombinante SH dieses Stammes jedoch die Eigenschaft d&ol€anz und war instabil
aulRerhalb der Extrakimgebung (Anhang, Tabelle VI.4). Dies deckt sich mit den
Ergebnissen einer friheren Stuf@®2] und bekrafigt die Rolle von HypX als eine fir die
Aneignung der SHD,-Toleranz essentielle Maturase. Das Fehlen der Hspétifischen
Endopeptidase HoxW fuhrte, ebenso wie das Fehlen des kompletten Reifungsmoduls M1
(Stamm KO), zu vollstandigem Aktivitatsverlust (AdH.27a).

Abb. 1I1.26 T Vektorkarten der M1 - und M2-Deletionsplasmide sowie der Basiskonstrukte pM& pM2.

Alle Gene innerhalb der hier gezeigten Konstrukte standen unter Kontrolle individueloitibtoren (T7 P,

grine Regulationselemente) unBierminatoren (T7 T, schwarze Regulationselemente). SmR = Spectinemycin
Resistenzgen; CDF ori = CloDF1 Replikationsursprung. Die hier gezeigten Konstrukte waren kompatibel mit
pSHKonstrukten (Kanamycin Resistenzgen, ColE1 Replikationsursprung) und wurderhdlb der
Deletionsstamme mit pSH4.wt (WildiypoxF, hoxU, hoxY, hoxH unter T7P/T Kontrolle) kombiniert. Die
Farbgebung de€n Gene entspricht der in Abb. 1ll.1 eingefiihrten EinteiluBgtfernte Gene sind anhandrde
jeweiligen Plasmibdezeichnungrsichlich: (deltalceniGen2
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