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Einleitung 1

1. Einleitung

Wasserstoff (H,) wird als ,OI° der Zukunft gehandelt und viele Firmen in der
Automobilindustrie und der Energieversorgung fihren umfangreiche Forschungen zur
Wasserstoffgewinnung durch. Momentan wird Wasserstoff unter anderem durch
Dampfreformation unter hohem Druck und hohen Temperaturen, durch partielle Oxidation
unter Einsatz von Erddl, sowie durch Elektrolyse unter Nutzung von Elektrizitét, hergestellt.
Nachteile dieser Verfahren sind zum einen, dass Wasserstoff unter Verwendung fossiler
Brennstoffe entsteht und zum anderen Treibhausgase, wie CO,, als Nebenprodukte der

industriellen Gewinnung von Wasserstoff anfallen.

Neuere und vor allem ¢kologischere Methoden der Wasserstoffgewinnung beschaftigen sich
mit Bakterien und Algen (Melis und Happe, 2001), die unter bestimmten Bedingungen
Wasserstoff produzieren konnen. Obwohl diese Methoden 6kologischer sind und keine
fossilen Brennstoffe mehr bendtigt werden, sind diese wirtschaftlich kaum durchsetzbar. Die
Kultivierung von Bakterien bzw. Algen ist mit hohen Investitions- und Betriebskosten
verbunden. Es wird geschétzt, dass jahrlich 150 Millionen Tonnen Wasserstoff durch
Mikroorganismen produziert werden (Thauer et al, 2010). Allerdings sind
Wasserstoffproduzierer und -verwerter eng miteinander vergesellschaftet. Dadurch wird der
Wasserstoff mittels Hydrogenase-synthetisierenden methanen Archaea, sulfatreduzierenden
oder acetogenen Bakterien sofort wieder verbraucht (Conrad, 1996). Durch den relativ
geringen Wasserstoffaussto3 in der Atmosphare bestehen noch viele Probleme fiir die
Okologisch und auch wirtschaflich nutzbare Wasserstoffproduktion. Eine Mdglichkeit die
aufwendige und kostspielige Kultivierung der Bakterien zu umgehen, ware eine Anreicherung

und Isolierung der zur H,-Oxidation und -Produktion erforderlichen Hydrogenasen.

Hydrogenasen katalysieren die reversible Oxidation von molekularem Wasserstoff zu
Protonen und Elektronen (Adams et al. 1980; Vignais und Colbeau, 2004) (Gleichung 1).

Gleichung 1 H, & H +2e

Zukunftig kbnnten die aktiven Zentren dieser Enzyme, als effiziente zum Nachbau geeignete
alternative Modelle zur Energiegewinnung genutzt werden (Flanagan et al., 2016; Vincent et
al., 2005; Tard et al., 2005; Darensbourg et al., 2003).

Die Hydrogenasen wurden erstmals 1931 durch die beiden Wissenschaftler Marjory
Stephenson und Leonard Stickland benannt. Die Enzyme sind in den drei Doméanen des
Lebens vertreten, den Archaea, Bacteria und Eukarya (Bowman et al, 2013; Horner et al.,

2000; Adams et al., 1980). Aus chemischer Sicht werden Hydrogenasen den
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Oxidoreduktasen zugeordnet und sind wichtige Schlusselenzyme
wasserstoffmetabolisierender Mikroorganismen (Thauer et al., 2010; Schwartz und Friedrich,
2003).

Viele Mikroorganismen sind Wasserstoffproduzenten. Meist wird Wasserstoff aus der
Vergarung von organischen Makromolekilen (z. B. aus Kohlenhydraten) produziert. Der
Wasserstoffmetabolismus findet bei zahlreichen fermentativen Mikroorganismen nur unter
Sauerstoffausschluss statt. In diesen obligat oder fakultativ anaeroben Bakterien werden die
wahrend der Garung anfallenden Reduktionsaquivalente durch Oxidation regeneriert. Die
Hydrogenasen kénnen diese Reduktionsaquivalente auf die alleinigen Elektronenakzeptoren,
die Protonen, Ubertragen. Beispiele hierfir sind Arten der Gattungen Clostridium,

Thermotoga und Escherichia.

Umgekehrt sind Mikroorganismen durch Hydrogenasen in der Lage molekularen Wasserstoff
als alleinigen Elektronendonator zur Reduktion der terminalen Elektronenakzeptoren wie
Nitrat, Fumarat, Sulfat oder Kohlendioxid zu verwenden. Beispiele hierfir sind Arten der
Gattungen Pseudomonas, Escherichia, Desulfovibrio und Methanobacterium. Die
Hydrogenasen sind zumeist membrangebunden und Bestandteil einer
energiekonservierenden Atmungskette. Dabei werden die durch die Wasserstoffoxidation

entstehenden Elektronen Gber den Chinonpool der Atmungskette bereitgestellt.

1.1. Klassifizierung der Hydrogenasen

Hydrogenasen gehoren zu einer sehr heterogenen Enzymklasse, die sich in der strukturellen
Zusammensetzung der Metallatome ihres aktiven Zentrums unterscheiden. Basierend auf
diesen Metallatomen werden die Hydrogenasen in [Fe]-Hydrogenasen, [FeFe]-
Hydrogenasen und [NiFe]-Hydrogenasen unterteilt. Alle drei Klassen scheinen weder

strukturell noch phylogenetisch verwandt zu sein (Vignais et al., 2001).

Die [Fe]-Hydrogenasen enthalten einen Fe-haltigen Kofaktor mit zwei gebundenen CO-
Liganden (Shima et al., 2005) und kommen nur in einigen methanogenen Archaeen vor
(Korbas et al., 2006). Das aktive Zentrum der [FeFe]-Hydrogenasen enthalt zwei Fe-haltige
Kofaktoren: ein [4Fe-4S]-Kluster gekoppelt mit zwei Eisen-lonen. Beide Eisen-lonen binden
einen CN- und einen CO-Liganden. Diese Art des aktiven Zentrums nennt man H-Kluster.
Die sauerstoff-sensitiven Hydrogenasen, die ein H-Kluster tragen, kommen vermehrt in strikt
anaeroben Mikroorganismen vor (Peters et al., 2015). Da der Fokus dieser Arbeit auf den
[NiFe]-Hydrogenasen liegt, wird im Folgenden speziell auf diese Gruppe der Hydrogenasen

eingegangen.
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1.2. Die [NiFe]-Hydrogenasen

Die Mehrheit der Hydrogenasen gehoren den [NiFe]-Hydrogenasen an. [NiFe]-
Hydrogenasen sind verhaltnismaRig sauerstofftolerant und kommen in den Domanen der
Bacteria und Archaea vor (Peters et al., 2015; Vignais und Billoud, 2007; Vignais et al.,
2001). Die [NiFe]-Hydrogenasen bilden ein a-B-Heterodimer, welches aus der katalytischen
grol3en a-Untereinheit, inklusive dem NiFe(CN),CO-Kofaktor, und der kleinen [FeS]-Kluster
tragenden B-Untereinheit, besteht. Die kleine Untereinheit vermittelt Uber die [FeS]-Kluster
einen Elektronentransport vom bzw. zum aktiven Zentrum der groRen Untereinheit (Vignais
und Billoud, 2007). Die Struktur des aktiven Zentrums der [NiFe]-Hydrogenasen konnte
mittels Kristallstrukturanalyse (Volbeda et al., 2013; Higuchi et al., 1997; Volbeda et al.,
1995) und Infrarotspektroskopie (Bagley et al., 1995) geldst werden. Wie in Abbildung 1
dargestellt, besteht das bimetallene aktive Zentrum aus einem Nickel- und einem Eisenatom
und ist in der groRen Untereinheit lokalisiert. Vier hoch konservierte Cysteine an den
Positionen 61 und 64, sowie C-terminal lokalisierte Cysteine an den Paositionen 546 und 549
koordinieren den [NiFe]-Kofaktor (Volbeda et al., 1995; Menon et al., 1994). Zwei Thiolate
wirken als Briickenliganden zwischen dem Eisen- und dem Nickelatom (Bagley et al., 1994).
Der molekulare Wasserstoff wird heterolytisch am Nickelatom gespalten (Ogata et al., 2015;
Armstrong und Albracht, 2005; Volbeda et al., 2005). An dem Eisenatom des katalytischen
Zentrums sind die drei diatomaren Liganden gebunden, wobei es sich um zwei CN- und eine
CO-Gruppe handelt (van der Spek et al., 1996, Pierik et al.,, 1999). Diese halten die

Oxidationsstufe des Eisens niedrig und erleichtern somit die Reaktion am Nickel.

Cys-S
Y CN

N e

>

Abbildung 1: Schematische Darstellung des aktiven Zentrums der [NiFe]-Hydrogenase von
Desulfovibrio gigas (nach Volbeda et al., 1995; Happe et al., 1997; Ogata et al., 2015). CN-Cyanid
Liganden, CO-Kohlenstoffmonoxid Ligand, Cys-Cystein, Ni-Nickel, Fe-Eisen, X-Reaktionszentrum.

1.3. [NiFe]-Hydrogenasen in Escherichia coli

Unter anaeroben Kultivierungsbedingungen synthetisiert E. coli drei aktive,
membranstandige [NiFe]-Hydrogenasen, welche durch die Operons hya (Hydrogenase-1),
hyb (Hydrogenase-2) und hyc (Hydrogenase-3) kodiert werden (Menon et al., 1994; Sauter
et al., 1992; Menon et al., 1990; B6éhm et al., 1990). Eine vierte Hydrogenase, welche

aufgrund von Sequenzhomologien zur Hydrogenase-3 (Hyd-3) im E. coli Genom entdeckt
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wurde (Andrews et al., 1997), wird durch das hyf-Operon kodiert. Diese Hydrogenase konnte

bisher nicht als aktiver Enzymkomplex nachgewiesen werden (Self et al., 2004).

Die Hydrogenase-1 (Hyd-1) und Hydrogenase-2 (Hyd-2) sind wasserstoffoxidierende
Enzyme mit einem in das Periplasma gerichteten aktiven Zentrum (Ballantine und Boxer,
1985, Abbildung 2). Die Wasserstoffoxidation der Hyd-1 und Hyd-2 dient einerseits dem
Aufbau einer Protonen-Motorischen-Kraft (pmf, proton motive force) an der
Cytoplasmamembran und andererseits der Bereitstellung von Elektronen fir den Chinon-
pool. Hyd-1 weist im Vergleich zu Hyd-2 eine geringere Aktivitat mit konstlichen
Elektronenakzeptoren auf (Jacobi et al., 1992, Sawers und Boxer, 1986). Hyd-1 wird unter
anaeroben Bedingungen in der stationaren Wachstumsphase synthetisiert (Atlung et al.,
1997). Die Sequenz des fir die Hyd-1 kodierenden hyaABCDEF-Operons wurde erstmals
durch Menon et al., 1990 identifiziert. Es kodiert fUr die kleine Untereinheit (HyaA), die groRe
Untereinheit (HyaB), ein membranintegriertes b-Typ Cytochrom (HyaC), die Hyd-1
spezifische Protease (HyaD) und zwei weitere Proteine mit noch ungeklarter Funktion (HyaE,
HyaF) (Abbildung 2). Hyd-1 ist tolerant gegentber Sauerstoff (Lukey et al., 2010) und wird
mit einer Cytochrom Oxidase koexprimiert (Brgndsted und Atlung, 1996). Diese Erkenntnisse
weisen auf eine wichtige Funktion der Hyd-1 in der Ubergangsphase zwischen aeroben und
anaeroben Wachstumsbedingungen in E. coli hin. Die Kristallstrukturanalysen von Volbeda
et al., 2012 zeigen zwei groRe und zwei kleine Untereinheiten. Nach Volbeda et al., 2013
wurde zudem ein Dimer aus zwei Trimeren identifiziert. Hyd-1 scheint demnach ein
Homodimer, bestehend aus zwei kleinen, zwei grof3en Untereinheiten und zwei Cytochrom-

b-Untereinheiten zu bilden.

Hyd-2 ist im Gegensatz zu der sauerstofftoleranten Hyd-1 eine sauerstoffsensitive
Hydrogenase (Lukey et al.,, 2010) und wird in der exponentiellen Wachstumsphase mit
Glycerol als Kohlenstoffquelle und Fumarat als Elektronenakzeptor maximal synthetisiert
(Ballantine und Boxer, 1986; Ballantine und Boxer, 1985). Glycerol wird durch E. coli zur
anaeroben Atmung oxidiert und kann nicht durch Garung verwertet werden. Dabei koppelt
Hyd-2 die Wasserstoffoxidation an den Aufbau eines elektrochemischen Gradienten (Pinske
et al., 2015). Hyd-2 wird durch das hybOABCDEFG-Operon kodiert (Sargent et al., 1998;
Menon et al, 1994). Die Gene kodieren fur die kleine Untereinheit (HybO), eine
elektronentransferierende Untereinheit (HybA), eine membranintegrierte Untereinheit (HybB),
die grol3e Untereinheit (HybC), die Hyd-2 spezifische Protease (HybD) und die Hyd-2
spezifischen Reifungsproteine (HybE, HybF und HybG) (Abbildung 2). Die Genabfolge und
die vorhergesagte Struktur zeigen grof3e Unterschiede zu der sauerstofftoleranten Hyd-1 auf.
Es bestehen deutlich hohere Ahnlichkeiten zu der strikt anaerob vorkommenden Hmc-

Hydrogenase aus D. vulgaris (Dolla et al., 2000).
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Hyd-1
H, 2H*

Hyd-3
und FDH-H
bilden FHL-Komplex

Periplasma

Cytoplasma

CO, + H*
HCOO-

Abbildung 2: Schematische Darstellung von Aufbau und Lokalisation der drei charakterisierten
[NiFe]-Hydrogenasen in E. coli. Hyd-1 und Hyd-2 sind wasserstoffoxidierende Enzyme, deren
jeweiliges aktives Zentrum in der groRBen Untereinheit auf der periplasmatischen Seite der
Cytoplasmamembran lokalisiert ist. Die Hyd-3 reduziert Protonen zu H, und bildet zusammen mit der
FDH-H den FHL-Komplex auf der cytoplasmatischen Seite der Membran. Die grof3en Untereinheiten
sind rot dargestellt. Die kleinen Untereinheiten sind lila gefarbt. Die kleinen gelb-orangenen Kugeln
stellen Eisen-Schwefel-Kluster in den Elektronen-transferierenden Untereinheiten der Hydrogenasen
dar (modifiziert nach Sargent 2016).

Im Gegensatz zu Hyd-1 und Hyd-2 produziert Hyd-3 Wasserstoff. Die Hyd-3 wird durch das
hycABCDEFGHI-Operon kodiert (Rossmann et al., 1995; Bohm et al., 1990). Zusammen mit
der Formiatdehydrogenase-H (FDH-H) bildet Hyd-3 den Formiat-Hydrogen-Lyase (FHL)-
Komplex (Bohm et al., 1990). Wobei die FDH-H wahrend der gemischten S&uregarung
Formiat zu zwei Protonen, zwei Elektronen und CO, oxidiert. Die Elektronen werden in einem
nachsten Schritt auf die Hyd-3 (bertragen. Hyd-3 katalysiert die Reduktion von zwei
Protonen durch die zwei Ubertragenen Elektronen zu Wasserstoff. Diese Reaktion dient der
Entsorgung der Protonen und wirkt somit aufgrund der Lage des aktiven Zentrums der Hyd-3

(Abbildung 2) der Anséuerung des Cytoplasmas entgegen (Sawers und Clark, 2004).

1.4. Die Reifung der [NiFe]-Hydrogenase in E. coli

Die Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen ist von den auf dem hyp-Operon kodierten
akzessorischen Proteinen abhangig. Die Produkte des hyp-Operons sind notwendig fur die
Synthese und Insertion des NiFe(CN),CO-Kofaktors in das aktive Zentrum der grof3en
Untereinheit (Pinske und Sawers, 2014; Forzi und Sawers, 2007; Bock et al., 2006). Zuerst
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erfolgt die Synthese und Insertion der Fe(CN),CO-Gruppe und anschlielend die Insertion
des Nickels in das aktive Zentrum (Winter et al., 2005; Magalon und Bock, 2000a; Magalon
und Bock, 2000b; Maier und Bock, 1996; Menon und Robson, 1994). Nach der
Vervollstandigung des aktiven Zentrums der groRen Untereinheit erfolgt eine C-terminale
Prozessierung dieser durch eine Hydrogenase-spezifische Endoprotease (Bdck et al., 2006).
Die Reifungsvorgange der [NiFe]-Hydrogenasen wurden am besten in den
Modellorganismen E.coli und R.eutropha untersucht. Die Komplexitdt des

Reifungsprozesses wird anhand der Befunde mit dem E. coli-System geschildert.

1.4.1. Die Genprodukte des hyp-Operons

Die Genprodukte des hyp-Operons und erganzende akzessorische Proteine sind essentiell
fur die Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen. E. coli exprimiert sechs sogenannte hyp-Gene
(hydrogenase pleiotropic; hypA-F)  (Abbildung 3), deren Genprodukte die
Hydrogenaseaktivitat pleiotrop beeinflussen. Das bedeutet, eine Deletion einzelner hyp-
Gene fuhrt zu einem Verlust der Hydrogenaseaktivitat. Mit Ausnahme von hypF sind die
E. coli hyp-Gene in einem Operon lokalisiert. Das hypF-Gen liegt in inverser Orientierung
13 kb stromaufwarts des hyp-Operons (Maier et al, 1993). In den Organismen
Bradyrhizobium japonicum (Olson und Maier, 1997), Rhizobium leguminosarum (Rey et al.,
1993), Ralstonia eutropha (Dernedde et al., 1993) und Azotobacter vinelandii (Chen und
Mortenson, 1992) ist das hypF-Gen Bestandteil des hyp-Operons. Die Genprodukte von
hypA und hypC sind hauptséchlich an der Reifung der Hyd-3 in E.coli beteiligt. In E. coli, wie
auch in anderen Organismen, existieren orthologe Proteine, die eine entsprechende
Funktion im Reifungsablauf fir die Hyd-1 und Hyd-2 (Menon et al., 1994) tUbernehmen.
Dabei handelt es sich um die Genprodukte von hybF und hybG (Abbildung 3). In allen bisher
untersuchten Mikroorganismen mit [NiFe]-Hydrogenasen sind die hyp-Genprodukte fir die
Reifung der grof3en Untereinheit konserviert (Bock et al., 2006).
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hyp-Operon (Hyd-1, Hyd-2 und Hyd-3)
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Organisation der hyp- und hyb-Gene im Genom
von E. coli. Die farbigen Pfeile symbolisieren die Gene und ihre Orientierung im Genom. Zu erkennen
ist die Organisation der Gene hypABCDE als Operon und die inverse Orientierung des hypF-Gens,
13 kb stromaufwarts des hyp-Operons. Die Gene hybF und hybG sind die homologen Gene zu hypA

bzw. hypC, und maRgeblich an der Reifung der Hyd-2 beteiligt sind.

In Tabelle 1 sind die Produkte der hyp-Gene und deren Funktion bei der Hydrogenasereifung

aufgefuhrt. Zusatzlich wird auf die Spezifitit der Proteine an der Reifung einzelner

Hydrogenasen hingewiesen.

Tabelle 1: Ubersicht liber die akzessorischen Reifungsproteine von [NiFe]-Hydrogenasen.

Protein MG Funktion
[kDa]

Referenz

HypA 12,8 Nickelinsertion in Pra-HycE

HypB 31,6 Verbesserung der Kinetik wahrend der
Nickelinsertion, GTPase

HybF 12 Zink enthaltenes Protein, welches beim
Nickeleinbau in das aktive Zentrum der
Hyd-2 beteiligt ist

HypC 9,7 Interaktion mit HypD, Ubertragung der
Fe(CN),CO-Gruppe auf HycE und HyaB

Jacobi et al., 1992

Cheng et al, 2013;
Maier und Bock, 1996; Rey
et al, 1994; Wu und
Mandrand-Berthelot, 1986

Blokesch et al., 2004

Stripp et al, 2013;
Albareda et al., 2013;
Soboh et al.,, 2012; Wang
et al.,, 2007; Watanabe et
al., 2007; Magalon und
Bock, 2000a; Drapal und
Bock, 1998
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HybG 8,9 Interaktion mit HypD, Ubertragung der Soboh et al., 2014; Soboh
Fe(CN),CO-Gruppe auf HyaB und HybC et al., 2013; Butland et al.,
2006; Blokesch et al., 2001
HypD 41,3 Proteininteraktion mit HypC oder HybG, Soboh et al., 2014; Stripp
Vorassemblierung der CN- bzw. CO- et al.,, 2013; Soboh et al.,
Liganden auf Fe 2012; Watanabe et al.,
2007; Blokesch und Bock,
2006; Butland et al., 2006;
Blokesch et al., 2004
HypE 35 ATP-abhéngige  Dehydratisierung des Stripp et al., 2015;
Carbamoylrestes, ATPase Tominaga et al., 2013;
Shomura und Higuchi,
2012; Rangarajan et al.,
2008; Blokesch et al.,
2004; Reissmann et al.,
2003
HypF 82,1 carbamoylphosphatabhéngige ATP- Petkun et al, 2011;
Hydrolyse, Transfer des Carbamoylrestes Reissmann et al., 2003;
von Carbamoylphosphat tber ein Paschos et al., 2002
Carbamoyladenylat-Intermediat auf HypE
1.4.2. Ein Reifungsmodell fur [NiFe]-Hydrogenasen

Neben den Produkten der hyp-Gene sind weitere Proteine bekannt, die an der Reifung der

Hydrogenasen beteiligt sind. Die Reifung der drei [NiFe]-Hydrogenasen kann in finf

wesentliche Teilschritte untergliedert werden (Bock et al., 2006):

1. Synthese der Apoenzyme.

2. Synthese der diatomaren Liganden (CO und CN’) und deren Assoziation mit dem
zentralen Eisenatom.

3. Aktive Aufnahme von Nickel in die Zelle und anschlieRende Insertion in das aktive
Zentrum, nachdem der Fe(CN),CO-Komplex inseriert wurde.

4. Proteolytische Prozessierung des C-Terminus durch hydrogenasespezifische
Proteasen.

5. Dimerisierung der Kkleinen und Untereinheit und deren

Membranassoziation.

grof3en

Die Expression des Gens der kleinen Untereinheiten erfolgt ko-transkriptionell mit dem der

grol3en Untereinheiten. Pinske und Sawers, 2012 konnten ErpA und IScA als essentielle
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akzessorische Proteine fur die [FeS]-Kluster Insertion in die kleine Untereinheit identifizieren.
Deren Synthese, die Membranassoziation und der gemeinsame TAT-abhéangige

Membrantransport sind essentiell fiir die Hydrogenaseaktivitat (Pinske und Sawers, 2011).

Neben der ko-transkriptionellen Genexpression der Untereinheiten, findet die Assemblierung
des Kofaktors durch die Genprodukte der hyp-Gene statt (Abbildung 4). In dem aktuellen
Reifungsmodell ist der Ursprung der diatomaren Liganden des aktiven Zentrums bisher nur
fur die CN-Liganden geklart. Diese werden aus Carbamoylphosphat synthetisiert (Paschos
et al., 2001). Die Synthese von Carbamoylphosphat erfolgt durch die Carbamoylphosphat-
Synthetase aus Hydrogencarbonat, Glutamin, zwei ATP und Wasser (Gleichung 2). Das
aktive Enzym wird durch die carAB-Gene kodiert. Eine Deletion in den carAB-Genen flhrt
zum Verlust der Hydrogenaseaktivitat, da kein Carbamoylphosphat (CP) gebildet werden
kann (Paschos et al., 2001; Barrett et al., 1984).

Gleichung 2: 2 ATP + HCO3;+ Glutamin + H,O — CP + 2 ADP + Glutamat + P;

Strukturelle und biochemische Analysen zeigen, dass das Reifungsprotein HypF zun&chst
Carbamoylphosphat an der Acylphosphatase Doméne hydrolisiert, wodurch ein reaktives
Carbamat entsteht, welches sofort mit ATP reagiert, um in Carbamoyladenylat und
Pyrophosphat umgewandelt zu werden (Shomura und Higuchi, 2012). HypF interagiert mit
einem weiteren Reifungsprotein, HypE (Rangarajan et al., 2008). Diese Interaktion
ermdglicht eine schnelle Reaktion des durch HypF entstandenen Carbamoyladenylat mit
dem am HypE C-Terminus lokalisierten Cystein. Dabei entsteht eine S-Carbamoyl
modifizierte HypE Variante (Tominaga et al., 2013; Shomura und Higuchi, 2012) (Abbildung
4, Teilschritt 1). HypE hat eine Carbamoyldehydrataseaktivitat und nutzt ATP Hydrolyse flr
die Umwandlung des Carbamoylrestes in ein gebundenes Thiocyanat (Tominaga et al.,
2013) oder wie neuere Studien postulieren, moglicherweise in ein Isothiocyanat (Stripp et al.,
2015) (Abbildung 4, Teilschritt 2). Das mit (Iso)thiocyanat beladene HypE kann nun CN™ an
Fe (Il) abgeben (Abbildung 4, Teilschritt 3). Die Ubertragung der CN-Liganden ist noch nicht
vollstandig aufgeklart. Burstel et al., 2012 postulierten, dass der CN-Liganden vor dem CO-
Ligand an das Fe gebunden wird. Infrarotspektroskopieanalysen unterstiitzen in neueren
Studien von Stripp et al., 2014 die Theorie, dass der CO-Ligand zuerst an ein Fe gebunden
wird und dann folgt die Bindung der CN-Liganden. Dabei wird entweder CO Uber ein Fe-lon
an HypD gebunden oder CO, wird an ein Fe-lon gebunden, um dann durch einen CO,-
Reduktase-ahnlichen Mechnanismus (Jeoung und Dobbek, 2007), z. B. durch HypD
reduziert zu werden (Abbildung 4, Teilschritt 4). Es wird vermutet, dass das CO, von HypC
(Hyd-1 und Hyd-3) bzw. HybG (Hyd-1 und Hyd-2) an HypD geliefert wird (Soboh et al.,
2013). Weitere Studien sind notwendig, um die Herkunft des CO-Liganden vollends
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aufzuklaren. HypD interagiert mit dem Hyd-2 spezifischen Protein HybG (alternativ fir Hyd-3:
HypC). Beide sind mit der Fe(CN),CO-Gruppe assoziiert (Soboh et al., 2013; Burstel et al.,
2012; Blokesch et al., 2004). Die Cysteine 41, 69 und 72 von HypD sind essentiell fur die
Bindung bzw. die Synthese der Fe(CN),CO-Gruppe (Burstel et al., 2012; Soboh et al. 2012).

Nach der Insertion der Fe(CN),CO-Gruppe des Kofaktors in das pro-HybC Apoprotein
(Abbildung 4, Teilabschnitt 5) kann die Nickelinsertion durch die hydrogenasespezifischen
Proteine HybF (Hyd-1 und Hyd-2: Blokesch et al., 2004; Hube et al., 2002) oder HypA (Hyd-
3: Atanassova und Zamble, 2005; Jacobi et al.,, 1992) in die jeweiligen grofRen
Untereinheiten erfolgen. Zusatzlich sind die GTPase HypB (Watanabe et al., 2015; Leach et
al., 2005) und die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase (PPlase) SlyD an der Nickelinsertion
beteiligt (Abbildung 4, Teilabschnitt 5). Ein slyD-Deletionsstamm zeigt in der stationdren
Wachstumsphase keine Hydrogenaseaktivitat. Es wurde gezeigt, dass ein SlyD-defizienter
Stamm unter hohen Nickelkonzentrationen Hydrogenaseaktivitdt rekonstituieren kann
(Pinske et al., 2015). Das unterstiitzt wiederum die Beobachtung, dass SlyD mit HypB
interagiert (Zhang et al., 2005) und die Nickelfreisetzung aus HypB fordert (Leach et al.,
2007). HypB kann durch erhéhte Nickelkonzentration im Medium ebenfalls ersetzt werden
(Hartwig et al., 2015, Maier et al, 1993, Waugh und Boxer, 1986). Die Kristallstruktur von
HypB (Gasper et al., 2006) bestatigt die frihere Hypothese (Maier und Bdck, 1996), dass
HypB als GTP-regulierter Nickellieferant fir Hydrogenasen fungiert.

Nach dem Einbau von Nickel in das katalytische Zentrum erfolgt die Prozessierung am C-
Terminus der groBen Untereinheit durch eine hydrogenasespezifische Endoprotease (Bbck
et al., 2006). Die Protease spaltet den C-Terminus vier Aminosauren in C-terminale Richtung
entfernt von dem vierten Cystein (Cys 549), welches den Kofaktor koordiniert (Rossmann et
al., 1994; Sorgenfrei et al., 1993; Menon et al., 1993). Die Protease HyaD prozessiert den C-
Terminus der groRen Untereinheit der Hyd-1 (HyaB) und HybD den der Hyd-2 (HybC)
(Abbildung 4, Teilabschnitt 6) um 15 Aminosduren (Menon et al., 1993). Die
hydrogenasespezifische Protease Hycl prozessiert den C-Terminus der Hyd-3 um
32 Aminosauren (Rossmann et al., 1994). Nach Abschluss der Kofaktorinsertion und der
Prozessierung findet eine Heterodimerbildung zwischen grof3er und kleiner Untereinheit statt
(Abbildung 4, Teilabschnitt 7). Das an der kleinen Untereinheit (HybO), N-terminal lokalisierte
Tat-Signalpeptid ist fir den Tat-abhangigen Membrantransport des Heterodimers essentiell.
Nur das korrekt gefaltete und den [NiFe]-Kofaktor tragende Heterodimer wird mittels dem
Tat-System Uber die Membran transportiert (Jack et al., 2005; Jack et al., 2004; Dubini und
Sargent, 2003). Weitere Untereinheiten werden separat uUber die Membran transportiert
(Abbildung 4, Teilabschnitt 8).
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Ligandensynthese

[NiFe]-Kofaktorinsertion und Prozesssierung
der groRen Untereinheit

Assemblierung der gro3en und kleinen
Untereinheit

Tat-abhangiger Membrantransport des
Heterodimers

Abbildung 4: Reifungsmodell der Hyd-2 aus E. coli. Dargestellt sind die Proteine mit den
wichtigsten Reaktionen: 1. ATP-verbrauchende Transcarbamoylierung des Carbamoylphosphates
(CP); 2. ATP- verbrauchende Dehydratisierung des Thiocarboximids zu Thiocyanat durch HypE; 3.
Noch mechanistisch unverstandene CO- und Cyanidubertragung auf HypD; 4. HypD bildet ein
Komplex mit HybG zur Ubertragung der Fe(CN),CO-Gruppe; 5. Insertion des Fe(CN),CO Kofaktors
durch HybG-HypD und des Nickels durch HypB, SlyD HybF in die groRe Untereinheit (rot); 6.
Prozessierung der gro3en Untereinheit durch die Hyd-2 spezifische Protease HybD; 7. Assemblierung
der grof3en und kleinen Untereinheit als Heterodimer; 8. Tat-abhangiger Membrantransport von HybC-
HybO, die Untereinheiten HybA und HybB werden separat transportiert.
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1.5. Die Reifungsproteine HybG und HypC

HybG und HypC sind wichtige Reifungsproteine, die die Fe(CN),CO-Gruppe des Kofaktors
an die Apoproteine, pro-HyaB (Hyd-1), pro-HybC (Hyd-2) und pro-HycE (Hyd-3), liefern
(Burstel et al.,, 2012; Soboh et al., 2012; Bock et al., 2006; Blokesch und Bock, 2002;
Blokesch et al., 2001). Neuere Studien zeigen, dass HypC und HybG mdglicherweise an der
lange unbekannten Synthese des CO-Liganden beteiligt sind. Dabei wurde ein an HypC und
HybG gebundener CO,-Ligand via Infrarotspektroskopie identifiziert (Soboh et al., 2013;
Soboh et al., 2012). Es wurde bereits nachgewiesen, dass HypC mit dem Apoprotein der
grol3en Untereinheit der Hyd-3, pro-HycE, aber nicht mit der prozessierten HycE Variante,
interagiert (Magalon und Bdck, 2000a; Magalon und Bdck, 2000b; Drapal und Béck, 1998).
Ahnliche Beobachtungen wurden auch in R. eutropha gemacht (Winter et al., 2005; Jones et
al., 2004). HybG ubertragt die Fe(CN),CO-Gruppe auf die Apoproteine der Hyd-1 (pro-HyaB)
und Hyd-2 (pro-HybC) (Soboh et al., 2013; Butland et al., 2006; Blokesch et al., 2001). Es
konnten bereits stabile Komplexe zwischen HybG und den Apoproteinen der groRRen
Untereinheiten der Hyd-1 und Hyd-2, sowie mit HypD und HypE, nachgewiesen werden
(Butland et al., 2006). Weiterhin konnten Blokesch et al., 2001 zeigen, dass HypC die
Funktion von HybG bei der Reifung der Hyd-1, jedoch nicht bei der Hyd-2 Gibernehmen kann.
Im Gegensatz dazu ist HybG nicht in der Lage die Funktion von HypC bei der Reifung der
Hyd-3 zu Ubernehmen. Ungeklart ist bisher, welche Bereiche in HybG und HypC fir die
Interaktion mit den Apoformen der groBen Untereinheiten essentiell sind. Trotz hoher
Sequenzahnlichkeit zwischen HybG und HypC missen spezifische Aminosaurereste fur die

Interaktion mit Hyd-2 bzw. Hyd-3 verantwortlich sein.

1.6. Der Einfluss des C-terminalen Peptids auf die Reifung der a- und B-Untereinheit

Schon frihere Studien in Bacteria und Archaea deuten darauf hin, wie essentiell der C-
Terminus der groRen Untereinheit fir die Hydrogenasereifung ist (Sorgenfrei et al., 1993;
Gollin et al., 1992; Kortluke und Friedrich, 1992). Weitere Untersuchungen verdeutlichen,
dass die Reifungsproteine HybG und HypC nur mit den Apoformen der grofRen
Untereinheiten interagieren, nicht jedoch mit den prozessierten grof3en Untereinheiten
(Butland et al., 2006; Magalon und Béck, 2000a; Magalon und Bock, 2000b; Drapal und
Bock, 1998). Diese Analysen beweisen, dass das C-terminale Peptid der grol3en
Untereinheiten eine wichtige Funktion bei den Interaktionen zwischen den grol3en
Untereinheiten und den Reifungsproteinen HypC/HybG hat. Nach der Prozessierung der
grol3en Untereinheit findet die Dimerisierung mit der kleinen Untereinheit statt. Im Falle von
Hyd-2 dimerisiert HybC mit der kleinen Untereinheit HybO. HybO hat ein N-terminal
lokalisiertes Tat-Signalpeptid (Berks, 1996). Es wurde bereits gezeigt, dass die Tat-

Maschinerie essentiell fir den Transport zahlreicher periplasmatisch orientierter Proteine ist
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(Berks et al., 2000). Das Tat-System transportiert nur korrekt gefaltete Proteine Uber die
Membran (Yahr und Wickner, 2001). Rodrigue et al., 1999 zeigten, dass ein aktives Hyd-2
Heterodimer mittels dem Tat-System und dem am HybO lokalisierten Tat-Signalpeptid Uber
die Membran transportiert wird. HybE, ein spezifisches Chaperon fir die Hyd-2 Reifung,
bindet an das Tat-Signalpeptid der kleinen Untereinheit, HybO (Dubini und Sargent, 2003).
HybE maskiert das Tat-Signalpeptid, um moglichweise einen vorzeitigen Transport der
kleinen Untereinheit Gber die Membran zu verhindern (Dubini und Sargent, 2003; Dubini et
al., 2002). Die HybO und pro-HybC Reifung erfolgt parallel. Wahrend das aktive Zentrum in
pro-HybC inseriert wird, werden [FeS]-Kluster von der Isc-Maschinerie in HybO inseriert
(Pinske und Sawers, 2012b). Erst nach Vollendung der Reifung beider Untereinheiten findet
die C-terminale Peptidabspaltung durch die spezifischen Proteasen und die Dimerisierung
statt. Die C-terminale Abspaltung an der grol3en Untereinheit signalisiert die korrekte [NiFe]-
Kofaktorinsertion in das aktive Zentrum (Thomas et al., 2015). Im Fall einer unvollendeten
Reifung von pro-HybC wird HybO proteolytisch abgebaut (Thomas et al., 2015; Pinske und
Sawers, 2014; Pinske und Sawers, 2012b). Alle diese Daten geben Hinweise darauf, dass
die [NiFe]- Hydrogenasereifung einem starken Kontrollmechanismus unterliegt und das C-
terminale Peptid der grofRen Untereinheiten eine wichtige Schltisselrolle dabei tibernimmt.

1.7. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Schlisselrolle des C-terminalen Peptids der grofRen
Untereinheiten im [NiFe]-Reifungsmechanismus naher zu charakterisieren. Dazu soll geklart
werden, ob der C-Terminus als Interaktionsflache fur die Reifungsproteine dient oder ob
dieser eine bestimmte Konformation halt, welche dann durch die Prozessierung geschlossen
wird. Flr diese Experimente wurden Termini-Austausch Varianten von HyaB und HybC
konstruiert und entsprechende Aktivitatsstudien durchgefihrt. Aul3erdem wurden limitierte
Proteolyse Experimente mit dem pro-HybC und einer genetisch prozessierten HybC-Variante
(HybCpoc) durchgefiihrt, um mogliche Konformationsanderungen zu identifizieren. Die
HybC,.-Variante wurde auf3erdem genutzt, um Abhangigkeiten zwischen den Reifungen der

grol3en und der kleinen Untereinheit zu untersuchen.

Zudem wurde die Interaktion zwischen den Apoproteinen der grof3en Untereinheiten und den
Reifungsproteinen HybG und HypC néher charakterisiert. Einserseits sollte die Interaktion
nachgewiesen werden. Andererseits sollte die Region in der die Interaktion stattfindet
eingegrenzt werden. Dazu wurde unter anderem mittels Termini-Austausch-Varianten der C-
Terminus der grof3en Untereinheit als Interaktionsflache getestet. AuRerdem wurden in HybG
und HypC verschiedene Aminoséurereste ausgetauscht, um Bereiche zu identifizieren, die

fur die Interaktion bzw. Aktivierung der groRen Untereinheiten eine Rolle spielen.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerateliste

Tabelle 2: Verwendete Geréate und deren Hersteller

Gerat Hersteller
Anaerobenzelt Coy, Ann Arbor/MI (USA)
Autoklav
- Varioklav H+P Labortechnik, Oberschleilfheim
AKTA purifier 10

Elektrophoresezubehor

- Agarosegelkammer

- Twin-Gelkammer
Elektroporator

- BioRad Gene Pulser

- BioRad Pulse Controller
Gelimager

- UV-Transilluminator
Laminarbox

- LF MRF 06.12 GS
NanoDrop ND-1000
pH-Meter

- Calimatic 765
PCR-Thermocycler

- Primus 25 advanced
Spannungsgeber (Gelkammern)

- Power Supplies EV243
Ultraschallgerat

- Sonoplus GM 3100/3200

- Sonoplus UW 3100/3200

- Sonotroden KE 76 und MS 73
UV/Vis-Spektralphotometer

- Spekol 1500

- Uvikon 930

Western-Blot Apparatur
- Fastblot B 33
Zentrifugen
- Hettich Universal 30RF
- Hettich EBA 12R
- Biofuge Pico
- Sorvall RC6 Plus

GE Healthcare, Minchen

Peqglab, Erlangen
Biometra, Géttingen

BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen

Intas, Gottingen

Steag, Pfullingen
Peqglab, Erlangen

Knick, Berlin

Peglab, Erlangen

Peglab, Erlangen

Bandelin, Berlin

Bandelin, Berlin

Bandelin, Berlin

Analytik Jena, Jena
Kontron-Instruments Tegimenta, Rotkreuz
(CH)

Biometra, Gottingen

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Heraeus Instruments, Osterode
Thermo Scientific, Waltham/MA (USA)

2.2. Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Komplettpakete

Die verwendeten Chemikalien stammen von folgenden Firmen: Roche (Mannheim), SERVA
(Heidelberg), Fluka (Steinheim), Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Steinheim), Carl Roth
(Karlsruhe) und Peqglab (Erlangen). Verbrauchsmaterialien wurden bezogen von:
Konzentrator Vivaspin 6 bzw. 20 (Sartorious Stedim, Gottingen), Spritzenfilter Rotilabo
Spritzenfilter, steril, 0,22 ym (Roth, Karlsruhe). Saulenmaterial TALON Co?*-Affinitats-
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Saulenmaterial (Clontech, Mountain View/CA USA). StrepTactin Sepharose 50 % (IBA,
Gottingen). Verwendete Komplettpakete stammten von: QIAprep Spin Miniprep (Quiagen).
Quick Change Mutagenesis Kit Il (Agilent Technologies), GFX PCR DNA and GEL Band
Purification Kit (GE Healthcare).

2.3. Biologische Materialien

2.3.1. Bakterienstamme
Alle verwendeten Bakterienstamme (Tabelle 3) sind Abkdmmlinge von E. coli.

Tabelle 3: Ubersicht Giber die verwendeten Bakterienstamme

Stamm Genotyp/Phanotyp Referenz
MC4100 F-araD139 A(argF-lac) U169 Casadaban, 1976
rpsL150 relAldeoC1  rbsR
fthD5301 fruA25 A-
XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 Stratagene, Amsterdam,
hsdR17 supE44 relAllac [F"  pjiederland
proAB laclgZzZA M15 Tnl0
(TetR)]
BL21(DE3) E. coli B Derivat, F-ompT lon Novagen, Nottingham, USA
hsdS (rB- mB-)dcm+ gal
A(DE3) endA
FTD147 MC4100 AhyaB, AhybC, Redwood et al., 2008
AhycE
FTD150 MC4100 AhyaB, AhybC, Redwood et al., 2008
AhycE, AhyfB-R
DHP-F2 MC4100 AhypF Paschos et al., 2002
DHB-G MC4100AhybG Blokesch et al., 2001
DHP-C MC4100 AhypC Jacobi et al.,1992
DHP-D MC4100 AhypD Jacobi et al., 1992
DADE MC4100AtatA-E Wexler et al., 2000
CP 793 MC4100 AhyaB  AhycE Pinske et al., 2011
AhybO ::Kan'
CP 695 MC4100 AhybC Pinske et al., 2011
CB10 DHPF2AhybC Thomas et al., 2015
CB11 MC4100AhybG ::Kan' Thomas et al., 2015

CB12 CB10Afdx ::Kan' Diese Arbeit
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CB13 DADEAhybC Thomas et al., 2015
CB15 FTD147hybC" AhybG::Kan" Thomas et al., 2015
CB16 FTD150hyaB* AhyaD::Kan' Thomas et al., 2015
CB17 FTD150hybC* AhybD::Kan"  Diese Arbeit
CB18 FTD150hybC* AhybG::Kan"  Diese Arbeit
CB19 FTD150hyaB* AhypC::Kan' Diese Arbeit
CB20 FTD150hybC" AhybE::Kan"  Diese Arbeit
CB21 FTD150hyaB* AhyaE::Kan" Diese Arbeit
CB22 FTD150hyaB* AhyaF::Kan' Diese Arbeit
CB23 FTD150hyaB* AhyaD::Kan' Diese Arbeit
SHH228 DHP-C AhybG Hartwig et al., 2015

2.3.2. Plasmide
Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Plasmide sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4. Genotyp und Referenz der verwendeten Plasmide

Plasmid Genotyp Referenz
pASK-hybC hybC in pASK-IBA5, Amp' Pinske et al., 2011
PASK-hybCproc pASK-hybC, V553 Thomas et al., 2015

pASK-hybC"2®

puc-hyaB
puc-hyaB"™®¢

pzl-hybC-CT

pCAN-hybC

PCAN-hybCpoc

pASK-hybG
pCThybG-HQL

Stoppkodon (TAA), Amp'

hybC mit hyaB C-Terminus
in pASK-IBA7, Amp'

hyaB in pUC18, Amp'

hyaB mit hybC C-Terminus
in puc18, Amp'

C-Terminus von hybC in pzl,
Amp'

Erhalten von pCA24N-hybC,
G568 Einbau eines
Stoppkodons  (GGC  zu
TAA), Cm"”

Erhalten von pCA24N-hybC,
V553 Einbau eines
Stoppkodons (GTA zu TAA),
cm"”

hybG in pASK-IBA3, Amp'

wie pASK-hybG, mit
Deletion der Aminoséauren
HQL an Position 17,18,19

Thomas et al., 2015

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Soboh et al., 2013
Hartwig et al., 2015
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pCThybG+GS

pCThybG-HQL/+GS

pCThybG-CEGN

pCThybG-YStopp

pCThybG-HQL/+GS/YStopp

pJA1021
pThypCStrep
pCThypC+HQL

pCThypC-GS

pCThypC+HQL/-GS

pCThypC-VStopp

pCThypC-GStopp

pCThypC+HQL/-GS/VStopp

pCThypC+HQL/-GS/GStopp

wie pPASK-hybG, mit
Insertion nach Aminosaure
33, kodierend fur GS

wie pPASK-hybG, mit
Deletion der Aminosauren
HQL an Position 17,18,19
und mit Insertion nach
Aminosaure 33, kodierend
fur GS

wie pASK-hybG, mit
Deletion der Aminosauren
CEGN an Position 34-37

wie pPASK-hybG, mit
Insertion eines Stoppkodons
an Aminosaureposition 77

wie pASK-hybG, mit
Deletion der Aminoséauren
HQL an Position 17,18,19
und mit Insertion nach
Aminosaure 33, kodierend
fur GS und Insertion eines
Stoppkodons an Position 77

pACYC184, hypC*, Cm'
pt7-7 hypCStrep, Amp"

wie pJA1021, mit Insertion
der Aminosauren HQL nach
Position 16

wie pJA1021, mit Deletion
der Aminosauren GS an
Postion 34 und 35

wie pJA1021, mit Insertion
der Aminosauren HQL nach
Position 16 und mit Deletion
der Aminosauren GS an
Postion 34 und 35

wie pJA1021, mit Insertion
eines  Stoppkodons an
Position 77

wie pJA1021, mit Insertion
eines  Stoppkodons an
Position 82

wie pJA1021, mit Insertion
der Aminosauren HQL nach
Position 16 und mit Deletion
der Aminosauren GS an
Position 34 und 35 und wie
pJA1021, mit Insertion eines
Stoppkodons an Position 77

wie pJA1021, mit Insertion

Hartwig et al., 2015

Hartwig et al., 2015

Hartwig et al., 2015

Hartwig et al., 2015

Diese Arbeit

Jacobi et al.,1992
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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pCThypC+PAD

pCThypC+PAD/+HQL

pCThypC+PAD/+HQL/VStopp

pCThypC+PAD/+HQL/GStopp

der Aminosauren HQL nach
Position 16 und mit Deletion
der Aminosauren GS an
Position 34 und 35 und wie
pJA1021, mit Insertion eines
Stoppkodons an Position 82

wie pJA1021, mit Austausch
der Aminosduren GQP an
Position 40,41,42 gegen die
Aminosauren PAD

wie pJA1021, mit Austausch
der Aminosduren GQP an
Position 40,41,42 gegen die
Aminosauren PAD und mit
Insertion der Aminosauren
HQL nach Position 16

wie pJA1021, mit Austausch
der Aminosduren GQP an
Position 40,41,42 gegen die
Aminosauren PAD und mit
Insertion der Aminosauren
HQL nach Position 16 und
mit Insertion eines
Stoppkodons an Position 77

wie pJA1021, mit Austausch
der Aminosaduren GQP an
Position 40,41,42 gegen die
Aminosauren PAD und mit
Insertion der Aminosauren
HQL nach Position 16 und
mit Insertion eines
Stoppkodons an Position 82

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

2.3.3. Phage

Zur Transduktion der durch Genmarkern ersetzten Gene zwischen verschiedenen E. coli-

Stammen wurde der Phage P1,; verwendet.

2.4. Nahrmedien und Medienzuséatze

Alle Medien wurden, wenn nicht anders vermerkt, bei 121 °C und 1,2 bar fir 20 Minuten

autoklaviert. Zur Herstellung von Festmedien wurden diesen jeweils 1,5 % (w/v) Agar-Agar

zugegeben.

2.4.1. Lysogeny Broth (LB-Medium) nach Miller 1972

Pepton aus Casein
Hefeextrakt
NaCl

1 % (wiv)
0,5 % (w/v)
1 % (w/v)
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Die Komponenten wurden in H,Oq4q gelost. Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt.

2.4.2. Terrific Broth (TB-Medium) modifiziert nach Sambrook und Russel 2001

Pepton aus Casein 1,2 % (w/v)

Hefeextrakt 2,4 % (Wiv)
NacCl 1 % (w/v)
MgSO, 1,5mM
Glycerin 0,4 % (viv)

Die Komponenten wurden in H,O4q geldst und autoklaviert. Anschlieend erfolgte die
Zugabe von separat autoklaviertem Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 (Endkonzentration
100 mM) sowie steril filtriertem Aspartat/NaOH, pH 7,0 (Endkonzentration 30 mM).

2.4.3. TGYEP-Medium modifiziert nach Begg et al. 1977

Pepton aus Casein
Hefeextrakt

Glukose
Spurenelementlésung (SLA)
Kaliumphosphatpuffer pH 6,5

1% (w/v)
0,5 % (w/v)
0,8 % (w/v)
0,1 % (v/v)
100 mM

Die Komponenten Pepton, Hefeextrakt und Glukose wurden in H,O44 gelst und autoklaviert.

Danach erfolgte die Zugabe von autoklaviertem Kaliumphosphatpuffer pH 6,5

(Endkonzentration 100 mM) sowie autoklavierter Spurenelementlésung.

2.4.4. M9- Minimalmedium modifiziert nach Sambrook und Russell 2001

M9-Minimalsalze 10 % (v/v)

MgSO, 2 mM
CaCIZ 0,1 mM
Glukose 0,4 %
Supplementlésung | 0,5%
Supplementlésung Il 0,5%
Thiamin/ HCL 0,3 uM
Spurenelementldsung SLA 0,1 %
10x M9-Minimalsalze

Na,HPO, 476 mM
KH,PO, 220 mM
NaCl 85,4 mM
NH,CI 186 mM

Supplementlésung |

Alanin 0,84 % (w/v)



Material und Methoden

20

Arginin
Glutamin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin
Serin
Threonin
Valin

2,53 % (w/v)
0,4 % (wiv)
0,2 % (W/v)
0,31 % (w/v)
0,79 % (w/v)
0,79 % (W/v)
1,1% (w/v)
0,9 % (w/v)
0,99 % (w/v)
2 % (W/v)

2 % (wiv)
0,71 % (wiv)
0,7 % (W/v)

Die Aminosauren wurden in destilliertem Wasser geldst und anschliel3end autoklaviert.

Supplementlésung Il

Asparagin
Aspartat
Cystein
Glutamat
Tryptophan
Tyrosin

0,84 % (w/v)
1 % (wiv)
0,73 % (wW/v)
1 % (w/v)
0,41 % (wiv)
0,36 % (w/v)

Die verwendeten Aminosauren wurden in destilliertem Wasser geldst und steril filtriert.

245,

Medienzusatze

Die in Tabelle 5 und Tabelle 6 aufgefiihrten Medienzusatze wurden vor Verwendung steril
filtriert. Die beschriebenen Stammlésungen wurden bei -20 °C gelagert und zu dem

autoklavierten Medium gegeben.

Tabelle 5: Medienzuséatze

Medienzusatz

Stammkonzentration

Endkonzentration

Kanamycin

Ampicillin

Chloramphenicol

IPTG
AHT

30 mg mI™* in H,O
100 mg ml™ in H,O
34 mg ml™ in Ethanol
1 MinH,O

2 mg ml* in DMF

30 ug mi*

100 pg ml*
25 pg mi*
150-300 uM
0,2-0,4 yg mi*
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Tabelle 6: Spurenelementlésung SLA modifiziert nach Hormann & Andreesen, 1989

Spurenelement Stammkonzentration Endkonzentration
FeCl, - 4 H,0* 75-10°M 7,5 uM
ZnCl, 5.10"M 0,51 uM
MnCl, - 4 H,0 5.10*M 0,51 uM
NiCl, - 4 H,0 1-10"M 0,1 uM
HsBO; 1-10*M 0,098 uM
CuCl, - 2 H,0 1,2 -10°M 0,012 uM
CoCl, - 6 H,O 8-10"*M 0,8 uM
Na,MoO, - 2 H,0 1,5-10*M 0,15 uM
Na,WO,- 2 H,0 1-10*M 0,1 uM
Na,SeO; - 5 H,0 1-10°M 1 uM
Na,VO; - 2 H,0 1-10*M 0,1 uM

* FeCl, wurde zunachst vollstandig in 25%iger (v/v) Salzsaure gelost.

2.5. Zellanzucht

2.5.1. Aerobe Zellanzucht von E. coli
Die E. coli Stamme wurden schiittelnd bei 37 °C kultiviert. Hierbei wurden die Kulturgefal3e

mit 20 % (v/v) des maximalen Volumens mit Medium befillt und bei 200 rpm geschttelt.

2.5.2. Anaerobe Zellanzucht von E. coli

Fur die anaerobe Zellanzucht von E. coli Zellen wurden bei einem Kulturvolumen bis 500 ml
das Gefal3 bis mindestens 70 % beflllt und als Standkultur inkubiert. Bei gréReren Volumina
wurde zusatzlich ein Magnetrihrer, um das Absetzen der Kultur zu verhindern, eingesetzt.
Nach dem Erreichen der gewtunschten Wachstumsphase, wurden die Zellen bei 4 °C fur
10 min bei 8000 g abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlielend mit Puffer gewaschen

und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

2.5.3. Messung des Bakterienwachstums
Das Wachstum der E. coli Kulturen wurde mittels Messung der Zunahme der optischen

Dichte bei 600 nm (ODggo) an einem Photometer verfolgt.

2.5.4. Stammhaltung

Zur Stammbhaltung wurden Stammkulturréhrchen von Pro-Lab Diagnostics (Richmond Hill,
Kanada) verwendet, die eine Glycerin-LB-Medium-Mischung beinhalten. In diese wurden
1 ml einer Ubernachtkultur tberfiihrt und bei -80 °C tiefgefroren. Die kurzfristige Lagerung

der Kulturen erfolgte auf LB-Agar-Platten bei 4 °C.
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2.6. Molekularbiologische Methoden

2.6.1. Isolierung von Plasmid-DNA
Zur lIsolation von Plasmid-DNA aus E. coli wurde das QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Hilden) verwendet. Die Praparation erfolgte aus einer 5ml Ubernachtkultur nach den

Angaben des Herstellers.

2.6.2. Dialyse von DNA-Ldsungen Marusyk & Sergeant, 1980
Zur Entfernung von stérenden lonen vor der Elektroporation wurden die DNA-Proben auf
einen Membranfilter mit Porengrof3e 0,025 um (Millipore, Eschborn) pipettiert und fur 45 min

gegen destilliertes Wasser dialysiert.

2.6.3. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentrationen wurden photometrisch am NanoDrop ND-1000 der Firma Peglab
(Erlangen) bestimmt. Bei doppelstrangiger DNA entspricht eine Absorption von 1 bei einer
Wellenlange von 260 nm einer DNA-Konzentration von 50 pg mi™.

2.6.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach Mullis et al. 1986

Zur spezifischen Amplifikation von Plasmid- oder chromosomaler DNA wurde die Methode
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendet. Fir analytische Zwecke wurde die Tag-
DNA-Polymerase verwendet und fur praparative Zwecke wurden die Phusion-DNA-
Polymerase und die Pfu-Turbo-DNA-Polymerase eingesetzt. Die Pfu-Turbo-DNA-
Polymerase wurde im Rahmen eines QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies, Boblingen) verwendet. In Tabelle 7 sind die Zusammensetzungen der
Standard-PCR-Reaktionen dargestellt. Alle PCR-Reaktionen wurden in einem 0,2 ml

Reaktionsgefal? in einem Thermocycler durchgefihrt.
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Tabelle 7: Zusammensetzung der Standard-PCR-Ansatze

PCR-Ansatz Taqg-DNA- Phusion-DNA- Pfu-Turbo-DNA-
Polymerase Polymerase/ Polymerase
Matrize (template) Zellmaterial oder 50-200 ng 5-50 ng Plasmid-DNA
Plasmid-DNA Chromosomale-
oder Plasmid-
DNA
Primer for (10 pM) 0,22 ul 1,5 pl 1,5l
Primer reverse 0,12 ul 1,5 pl 1,5 pl
(20 uM)
dNTP-Mix (10 mM) 0,5ul 1u 1u
10x Reaktionspuffer 2ul - 5ul
5x Reaktionspuffer - 10 pl -
DNA-Polymerase 0,2 ul 0,25 ul 1
H>04q ad 20 ul ad 50 ul ad 50 ul

Unter Tabelle 8 sind die Programme der verwendeten DNA-Polymerasen vorzufinden.

Tabelle 8: Amplifizierungsprogramme der verwendeten DNA-Polymerasen

Taq-DNA- Phusion-DNA-Polymerase/

Polymerase Pfu-Turbo-DNA-Polymerase
Denaturierung 95 °C 3 min 95 °C 30s
Denaturierung 95 °C 30s 95 °C 30s Zyklen:
Hybridisierung 55-65°C 30s 55-65 °C 1 min (. Tag/Phusion: 35

Pfu-Turbo: 18

Elongation 72 °C x*min  72°C X% min
Nachsynthese 72 °C 10 min 72°C 10 min

a Die Elongationszeit x errechnete sich aus der Syntheseleistung der eingesetzten Polymerase (1 kb
min bei Tag/ Pfu Turbo und 2 kb min bei Phusion) und der erwarteten Fragmentgrof3e.

Die in den PCR-Ansatzen angewandten synthetischen Oligonukleotide sind in Tabelle 13 im

Anhang dargestellit.
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2.6.5. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberprifung der PCR wurden die DNA-Fragmente ihrer GréRe nach mittels eines
1,5 %igen (w/v) Agarosegels aufgetrennt. Dabei wurde die Agarose in 1x TAE-Puffer
gekocht und als horizontales Gel gegossen. Die Proben wurden mit 1x DNA-Proben-Puffer
versetzt und aufgetragen. Um einen GréRenvergleich vornehmen zu kdnnen, wurde der
GroRenstandard Gene Ruler DNA Ladder Mix von Fermentas verwendet. Bei der Agarose
Gelelektrophorese wurde 1x TAE-Puffer als Laufpuffer eingesetzt und eine Spannung von
100 V angelegt. Zur Detektion der Fragmente wurde das Agarosegel fir 15 min in einem
Ethidiumbromidbad (1 mg I") inkubiert, um Banden unter dem UV-Transluminator sichtbar zu

machen und auszuwerten.

50x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer)

Tris/HCI, pH 8 2M
Essigsaure 1M
EDTA 100 mM

5x Probenpuffer

Glycerin 50 % (w/v)
EDTA 200 mM
Bromphenolblau 0,02 % (w/v)

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die entsprechenden DNA
Fragmente mit einem Skalpell aus dem Agarosegel geschnitten und mittels GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit der Firma GE Healthcare nach Angaben des Herstellers

gereinigt.

2.6.6. Enzymatische Modifikationen von DNA

2.6.6.1. Restriktionsverdau

Die Restriktion von Plasmid-DNA und per PCR amplifizierter DNA-Fragmente wurde nach
Herstellerangaben mit Restriktionsenzymen und Puffern der Firma Fermentas und NEB

durchgefihrt.

2.6.6.2. Ligation

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurden die T4 DNA-Ligase und der T4-Ligationspuffer
der Firma Fermentas eingesetzt. In einem 20 pl Ansatz wurde die DNA mit 1x T4-
Ligationspuffer und 1 U Ligase versetzt. Je Ansatz wurden 50-100 ng verdaute Vektor-DNA
und die 3- bis 8fache Menge an Molekilen geschnittenen Inserts verwendet. In einem
Thermocycler wurde der Ansatz einem Temperaturgradienten von 20 °C bis 8 °C, mit einem

Gefalle von 1 °C je Stunde, ausgesetzt.
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2.6.7. Sequenzierung der DNA

Fur die Validierung der DNA-Sequenz wurde das PCR-Produkt sequenziert. Zur
Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurden 1000-1200 ng der DNA-Probe mit 10 pmol
eines Primers in einem Reaktionsvolumen von 15 pl gemischt. Die Sequenzierung wurde
von der Firma Microsynth AG (Goéttingen) vorgenommen. Die Auswertung der Sequenzdaten
erfolgte mit Hilfe der Programme Chromas Lite 2.01(Technelysium Pty Ltd) und SerialCloner
2.1 (SerialBasics).

2.7. Herstellung und Selektion rekombinanter E. coli- Stamme
2.7.1. Elektroporation nach Dower et al. 1988

2.7.1.1. Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen wurde eine Hauptkultur in LB-Medium 1%ig
aus einer Ubernachtkultur angeimpft und aerob, bei 37 °C kultiviert. Bei einer ODgy von 0,4-
0,7 wurden die Zellen bei 4000g und 4°C fir 15 min zentrifugiert. Alle folgenden
Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Das Pellet wurde dreimal in 1/4 des Ausgangsvolumens in
kaltem, 5%igem (v/v) Glycerin resuspendiert und erneut zentrifugiert. AbschlieRend wurde
das Pellet in 1/20 des Ausgangsvolumens in 10%igem (v/v) Glycerin aufgenommen, zu 50 ul

aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.7.1.2. Elektroporation

Die Elektroporation erfolgte mit 10 — 800 ng dialysierter DNA und 50 pl elektrokompetenter
Zellen unter Verwendung des Gene Pulser der Firma Bio-Rad (Munchen). Die Zellen wurden
mit der DNA gemischt und in einer vorgekiihlten Elektroporationskiivette der Firma Peglab

(Erlangen) transferiert. Am Gene-Pulser wurden folgende Einstellungen vorgenommen:
Spannung: 2,5 kV (wenn Kivetten mit 0,2 cm Elektrodenabstand verwendet wurden)
Kapazitat: 25TF
Widerstand: 200 g

Nach einem Puls mit Zeitkonstanten von 4,2 bis 4,9 ms wurden die Zellenin 1 ml LB + 0,8 %
(w/v) Glukose Medium ohne Antibiotikum aufgenommen und fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Es

folgte das Ausplattieren auf selektive Nahragarplatten.

2.7.2. CaCl,-Methode nach Sambrook und Russell 2001

2.7.2.1. Herstellung chemokompetenter Zellen

Die Kultivierung und Zentrifugation wurde wie in Abschnitt 2.7.1.1 durchgefiihrt. Das Pellet
wurde zweimal in 1/5 des Ausgangsvolumens in 100 mM CaCl, L6sung resuspendiert und

wiederholt zentrifugiert. Nach dem CaCl, Waschschritt wurden die Zellen erneut in 1/5 des
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Ausgangsvolumens in CaCl, aufgenommen und fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach weiterem
zentrifugieren wurden die Zellen in 1/20 des Ausgangsvolumens in 100 mM CacCl, mit 15 %

Glycerin (w/v) resuspendiert und zu je 200 ul aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.7.2.2. Transformation chemokompetenter Zellen

Die 200 pl chemisch kompetenten Zellen wurden mit 1-100 ng gereinigter Plasmid-DNA
versetzt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach dem Hitzeschock von 42 °C und 90
Sekunden, wurden 800 pl LB-Medium + 0,8 % Glukose (w/v) hinzugefugt und fir 60 Minuten

bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgte das Ausplattieren auf selektiven Nahragarplatten.

2.7.3. Phagentransduktion nach Miller, 1972
Die Phagentransduktion diente der Intergration definierter Mutationen in das E. coli
Chromosom. Fir die Herstellung eines Starterlysats aus MC4100 wurde der Phage P1,;

verwendet.

2.7.3.1. Herstellung des P1-Lysates

Fur die Herstellung des P1 Phagenlysates wurden 100 pl einer Ubernachtkultur (LB-Medium
mit 2,5 mM CacCl,) mit 5 pl eines Starterlysats versetzt und fir 30 min bei 37 °C, ohne
Schutteln inkubiert. Im Anschluss wurden 2 ml eines handwarmen R-top-Agar hinzugefigt
und auf LB-Platten mit 2,5 mM Calciumchlorid gegossen. Nach 6-8 Stunden Inkubation bei
37 °C wurde die Lyse des Donorstammes sichtbar und der R-top-Agar steril mit 4 ml SM-
Puffer abgeschwemmt, resuspendiert und unter Zugabe von 110 ul Chloroform fiir 30 min bei
37 °C inkubiert. Nach 90 min Inkubation bei Raumtemperatur konnte der Agar abzentrifugiert

und der Uberstand als Phagenlysat bei 4 °C gelagert werden.

2.7.3.2. P1-Transduktion

Fir die P1-Transduktion wurde der Akzeptorstamm in LB-Medium mit 2,5 mM Calciumchlorid
Uber Nacht kultiviert und anschliel3end zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl MC-L&sung
und 100 pl LB-Medium resuspendiert und mit 5 pl Phagenlysat versetzt. Nach einer
Inkubation bei 37 °C fur 30 min, wurden 500 pl LB-Citrat-Medium hinzugefigt und
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl LB-Citrat-Medium aufgenommen und auf LB-Citrat-

Platten mit Hilfe von Antibiotika selektiert.

R-top Agar

Pepton 1 % (w/v)
Hefeextrakt 0,1 % (w/v)
Bacto-Agar 0,8 % (w/v)
NacCl 0,8 % (wW/v)

CacCl, 2 mM
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Glukose 0,1 % (wiv)
SM-Puffer

Tris/HCI pH 7,5 0,056 M
NacCl 0,1 M
MgSO, 8 mM
Gelatine 0,01 % (w/v)
MC-L6sung

MgSO, 10 mM

CacCl, 5mM

LB-Citrat-Medium
LB-Medium mit 0,5 M Natriumcitrat

2.8. Proteinbiochemische Methoden

2.8.1. Herstellung von zellfreien Extrakten fiir Proteinreinigung

Fir die Gewinnung zellfreier Extrakte wurde die Hauptkultur nach Erreichen der
gewiinschten ODgy mit 5000 g fur 15 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in Puffer A
gewaschen und erneut pelletiert. Im Anschluss wurde das Pellet in 5 ml Puffer A/ g Zellen bei
der IMAC Reinigung und in 2 ml Puffer W/ g Zellen bei der StrepTactin Sepharose Reinigung
resuspendiert. Die resuspendierten Zellen wurden mit 1 pl mlI™ DNase und 0,4 mM PMSF
versetzt. Der anaerobe Zellaufschluss wurde im Anaerobenzelt mittels Ultraschall
durchgeflihrt. Dabei setzte der Ultraschallpuls pro 0,5 Sekunden aus und die Leistung betrug
40 W. Nach dem Zellaufschluss wurden durch einen 15 minttigen Zentrifugationsschritt bei
5000 g, die unaufgeschlossenen Zellen vom Zellextrakt getrennt. Durch einen erneuten
Zentrifugationsschritt bei 15000 g fiir 30 min, wurde der Zellextrakt von inclusion bodies und
Zelltrimmern getrennt. Der erhaltene Zellextrakt wurde direkt auf die entsprechende Saule

gegeben.

2.8.2. Proteinreinigung

2.8.2.1. Immobilisierte Metallaffinitatschromatographie (IMAC)

Das uberproduzierte, C-terminal [(His)6-tag] fusionierte Protein konnte mittels
immmobilisierter Metallaffinitdtschromatographie gereinigt werden. Dabei wurde eine mit
Cobalt beladene TALON-SuperFlow-Matrix verwendet. Unter anaeroben Bedingungen
wurden alle Puffer anaerobisiert. Nach dem Aquilibrieren der Saule mit 10 Saulenvolumen
Puffer A, konnte der Zellextrakt mittels eines Superloops mit einer Flussgeschwindigkeit von
1 mlmin® auf die Saule geladen werden. Es schloss sich ein Waschschritt mit 10-15

Saulenvolumen Puffer A an. Mit steigender Konzentration an Puffer B (5-30 mM) wurden
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unspezifisch gebundene Proteine von der S&ule gewaschen. Die Elution wurde mittels
300 mM Imidazol von der S&ule eluiert. Zur Uberpriifung der Reinheit des Proteins wurde
eine denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) mit einem 10-15 %igen SDS-
Gel durchgefihrt.

Puffer A

Tris/HCI 50 mM

NacCl, pH 8 300 mM

Puffer B

Imidazol 300 mM in Puffer A
Puffer D

MES 20 mM

NaCl, pH 5 100 mM

2.8.2.2. Entsalzen des Proteins mit PD10-Saule

Zur weiteren Verwendung des Proteins musste eine Entsalzung stattfinden, da Imidazol die
Proteinstabilitdit negativ beeintrachtigen kann. Fir das Entsalzen und Umpuffern des
Proteins wurde eine Sephadex G-25 Saule (PD10) verwendet. Die Saule trennt
niedermolekulare Substanzen wie Salze und Imidazol, von hochmolekularen Substanzen wie
Proteinen. Unter anaeroben Bedingungen wurde der Puffer anaerobisiert. Zur Aquilibrierung
der Saule wurden 10 Saulenvolumen Puffer C verwendet. Das Protein wurde Uber den

Superloop auf die Saule aufgetragen. Es wurde eine Flussrate von 3 ml min™ angelegt.

Puffer C
Tris/ HCI 25 mM
NaCl,pH8 150 mM

2.8.2.3. StrepTactin-Affinitatschromatographie

Die Proteinreinigung des C-terminal (Strep)8-tag Il Fusionsproteins erfolgte mittels
Affinitatschromatographie Uber StrepTactin-Sepharose Material (IBA, Gottingen). Das
Saulenvolumen betrug 1-10 ml. Nach dem Aquilibrieren mit 10 Saulenvolumen Puffer W,
wurde der mit 80 pg Avidin/ 1 ml versetzte Zellextrakt auf die S&ule aufgetragen. Nach
dreimaligen Waschschritten mit je 1x Saulenvolumen, schloss sich die Elution mit zunachst
einem Saulenvolumen Puffer E an. Im Anschluss wurde das Protein mit 2x S&ulenvolumen
Puffer E eluiert. Nach weiteren zwei ¥2 Saulenvolumen Puffer E, konnte die Saule mit Puffer

R regeneriert werden.
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Puffer W
Tris/HCI 100 mM
NaCl,pH8 150 mM

Puffer E
Puffer W mit 5 mM Desthiobiotin, pH 8

Puffer R
Tris/HCI 100 mM
NaCl 150 mM

Hydroxy-Azophenyl-Benzoesaure, pH 8 1 mM

2.8.3. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry et al. 1951

Die photometrische Bestimmung der Konzentration von Proteinlésungen erfolgte in
Kunststoffklivetten an dem Photometer Uvikon 900 der Firma Kontron Instruments (Gros-
Zimmern). Die Proteinlésungen wurden auf ein Volumen von 100 pl in H,O44 verdiinnt. Nach
der Zugabe von 1 ml Lésung C fand eine 10 minutige Inkubation bei Raumtemperatur statt.
Nach der anschlieRenden Zugabe von Losung D und 30 min Inkubation, wurde die Messung
der Absorption bei 750 nm durchgefiihrt. Mittels BSA erstellter Kalibriergerade, konnte die

Proteinmenge eines Ansatzes aus der entsprechenden Absorption berechnet werden.

LOosung A
NaOH 0,1 N

Dinatriumtartrat 0,5 % (w/v)
Na2C03 2% (W/V)

LOosung B
CuSO, x 7 Hy,Oyq 0,1 % (w/v)

L6sung C
Losung A 90 % (v/v)
L6sung B 10 % (v/v)

Losung D
Folin-Ciocalteu’s Phenol Reagenz 50 % (v/v)

2.8.4. Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine unter denaturierenden Bedingungen wurde mittels
Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli, 1970 durchgefuhrt. In Tabelle 9:
Zusammensetzung der SDS-Gele sind die Zusammensetzungen der SDS-Gele aufgefihrt.
Es wurden alle Komponenten gemischt und abschlieBend zur Polymerisation APS und

TEMED hinzugefiigt. Das Gemisch wurde in eine vertikale Elektrophorese Apparatur von
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Biorad gegossen. Nach der Polymerisation des Trenngels, konnte das Sammelgel gegossen
werden. Alle Proteinproben wurden mit 5-fachem Probenpuffer versetzt und fur 5 min bei
99 °C denaturiert. Nach Beladen der Geltaschen, wurde die Elektrophorese bei
Raumtemperatur und einer Spannung von 80-150 V in 1-fachem SDS-Elektrophoresepuffer

durchgefuhrt. Die Auftrennung wurde gestoppt, sobald die Lauffront die untere Gelkante

erreicht hatte.

Tabelle 9: Zusammensetzung der SDS-Gele

Komponenete 10 % (w/v) 12,5 % (w/v) 15 % (w/v) 5% (w/v)
Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel

40 % (w/v) 1,5 ml 1,875 ml 2,25 ml 0,25 ml

Acrylamid-

Losung

Tris/HCI 1,5ml 1,5ml 1,5ml 0,5 ml
a15M,pH88) (1,5M,pH88 (1,5M,pH8,8) (0,5M, pH 6,8)

H,O4q 2,9 ml 2,52 ml 2,15 ml 0,5 ml

10 % (w/v) SDS 60 pl 60 pl 60 pl 20 pl

10 % (w/v) APS 40 pl 40 pl 40 pl 15 pl

TEMED 5l 5l 5l 2u

10x Elektrophoresepuffer

Tris 250 mM
Glycin 1,92 M
SDS 34,6 mM
pH 8,0

5x Probenpuffer

Tris/HCI pH 6,8 314 mM
SDS 347 mM
Glycerin 50 % (v/v)

Bromphenolblau 0,05 % (w/v)

B-Mercaptoethanol 25 % (v/v)
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2.8.5. Auftrennung von Proteinen unter nicht-denaturierenden Bedingungen (Native
PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen unter nicht-denaturierenden Bedingungen wurde nach dem

gleichen Aufbauprinzip (Gelkammer und Gele) durchgefihrt wie unter 2.8.4 beschrieben. Die

Gele unterschieden sich in der Zusammensetzung und der Probenbehandlung (Tabelle 10).

Die Proteinproben wurden mit 3 % Triton X-100 (w/v) behandelt und mit Beschwererlésung

versetzt. Die Proteine wurden bei einer Spannung von 80-100V (Uber 2-4 Stunden

aufgetrennt.

Tabelle 10: Zusammensetzung der nicht denaturierenden Polyacrylamid-Gele

Komponenete 6 % (w/v) 7,5 % (w/v) 10 % (w/v) 5 % (w/v)
Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel
Acrylamid- 1ml 1,12 mil 2 ml 0,25 ml
ey 40 % (WIv) 40 % (WIv) 30 % (Wiv) 40 % (WIv)
Tris/HCI 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 0,2 ml
(2,5M, pH 8,5)
H>O44 4,32 ml 4,27 ml 3,32 ml 1,55 ml
20 % (w/v) 30 ul 30 30 ul 10 pl
Triton X100
10 % (w/v) APS 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl
TEMED 5ul 5ul 5ul 5l

10x Laufpuffer

Tris 1M

Glycin 1M
Beschwererlésung

Saccharose 20 % (wiv)

Spatelspitze Bromphenolblau

2.8.6. Western Blot

2.8.6.1. Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose Membran
Nachdem eine SDS-PAGE durchgefuhrt wurde, wurden das SDS-Gel, das Filterpapier und
die Nitrocellulose Membran in Towbin Puffer fir 5 min inkubiert. Im Anschluss wurde von der

Anode ausgehend 3 Lagen Filterpapier, die Nitrocellulose Membran, das SDS-Gel und
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nochmal 3 Lagen Filterpapier aufeinander gelegt. Die Membran wurde dann 1,5 h bei 1,2 mA

pro cm? Membran geblottet (Biometra).

2.8.6.2. Detektion der Proteine mittels ECL Reaktion

Nach dem Transfer der Proteine von dem SDS-Gel auf die Nitrocellulose Membran mittels
Western Blot Apparatur, wurde die Membran fir mindestens 1 h in 5 % (w/v) Milchpulver-
PBS-LOsung inkubiert, um unspezifische Bindestellen vor der Detektion zu blockieren.
AnschlieRend wurde die Membran 3x 5 min mit 1-fachem PBS-Puffer gewaschen, um
danach mit 1fach PBS und 0,5 % (w/v) BSA verdinnten primaren Antikdrper Uber Nacht
inkubiert zu werden. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran nach 6x 5 min Waschen
mit 1fach PBS und dann mit 1-fachem PBS-Puffer und 0,5 % (w/v) BSA verdinnten
Sekundaren Antikdrper fur mindestens 1 h inkubiert. Danach schloss sich wieder ein 3x
5 min Waschschritt an, um den nicht gebundenen sekundéaren Antikdrper von der Membran
zu entfernen. Das IgG (H+L)-HRP Konjugat ist mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert. Somit
erfolgte die Detektion der Proteine durch die Oxidation von Luminol in Anwesenheit von H,O,
zu einem Licht emittierenden Produkt. Fir die ECL Reaktion wurde Losung A (5 ml 200 mM
Tris/HCL pH 8; 22 ul 90 mM Coumarsaure, 50 pl 250 mM Luminol) und B (5 ml 100 mM
Tris/HCL pH 8; 3 pul 30 % (v/v) H,O,) unter Lichtausschluss miteinander vermischt und auf
die Membran gegeben. Die Inkubation erfolgte fir 1 min. Die Membran wurde im Anschluss
luftblasenfrei in eine durchsichtige Folie geleget und der Rontgenfilm auf diese. Die Zeit der
Exposition richtete sich dabei nach der Starke des zu erwartetnden Signals. Danach wurde
der Rontgenfilm fur 1-2 min in der Entwicklerldsung geschwenkt, mit Wasser gespilt und in

die Fixiererlosung uberfuhrt.

2.8.7. Proteinfarbung mit PAGE Blue Protein staining solution (Thermofisher

Scientific).

Das SDS-Gel wurde nach Herstellerangaben vorbehandelt und geféarbt.

2.9. Enzymologische Untersuchungen

2.9.1. Qualitativer Test auf Gasbildung
Bei der gemischten Sauregérung werden Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff gebildet. Fir
den Aktivitatstest wurden die Kulturen in LB-Medium mit 0,8 % (w/v) Glukose bei 37 °C Uber

Nacht angezogen. Das gebildete Gas wurde mittels Durham-Rohrchen aufgefangen.

2.9.2. Hydrogenase-Aktivitatsfarbung nach einer nativen PAGE

Fur den Nachweis der Aktivitdten von Hyd-1, -2 und -3 wurden die Proteinkomplexe eines
zellfreien Extraktes durch eine Native PAGE (siehe 2.8.5) aufgetrennt. Das Gel wurde im
Anschluss mit 50 mM MOPS pH 7,0 gewaschen und dann in Aktivitatspuffer unter 100 % H,-
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Atmosphére in einer Serumflasche bei Raumtemperatur, leicht schwenkend, inkubiert
(Ballantine & Boxer, 1985, Enoch & Lester, 1975).

Aktivitatspuffer
MOPS, pH 7,0 50 mM
Benzylviologen 0,5mM

2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid 1 mM

2.9.3. Gaschromatographie

Die durch den FHL-Komplex und die Hyd-3 gebildete Gasmenge (H,) kann quantitativ am
Gaschromatographen bestimmt werden (Pinske und Sawers 2011). Nach einer anaeroben
Kultivierung der Zellen in Minimalmedium bis zu einer ODgy vVon 1, wurden die Zellen bei
5000 g und 4 °C geerntet. Das Pellet wurde anschlielRend in 1 ml MOPS, pH 7 mit 20 %
(w/v) Glycerol resuspendiert. Zur Probenvorbereitung wurden Mini-Hungate-Rohrchen mit
840 ul Messpuffer befillt (ohne Natriumformiat und DTH) und luftdicht verschlossen. Zur
Anaerobisierung der Rohrchen fand eine Begasung mit 100 % Stickstoff statt. Nach Zugabe
des DTH und 100 pl der Zellsuspension wurde dem Ansatz das Substrat Natriumformiat
hinzugefiigt und bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. In Abstanden von 1 min wurden 200 pl
der Gasphase mit einer gasdichten Spritze (Luelockverschluss, SGE International PTY LTD,
Australia) enthommen und in den Gaschromatographen injiziert. Die Berechnung der
Wasserstoffmenge erfolgte (ber eine Kalibriergerade, die mit definierten Volumina

Wasserstoff erstellt wurde.

Messpuffer
MOPS pH 7 50 mM
Natriumformiat 75 mM

Natrium Dithionit 2 mM

2.10. Trypsinbehandlung der Proteinproben
2.10.1. Limitierte Trypsinolyse als Nachweis einer Konformationsanderung

Zum Nachweis einer Konformationsanderung der grof3en Untereinheit nach der Insertion des
aktiven Zentrums und der Prozessierung des C-terminalen Peptids wurden sowohl pro-HybC
als auch HybC,,. einer Trypsinbehandlung unterzogen. Dazu wurde ein Gesamtvolumen
von 100 pl gewahlt. Es wurde 100 pg Protein in 200 mM HEPES, 200 mM NaCl, 40 mM
CaCl,, pH 7,8 geldst und 1 pg Protease hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C
Uber 2 h. Dabei wurde in regelmafRigen Abstanden jeweils 10 pl Probe entnommen (0O, 10,
30, 60, 120 min). Der Trypsinverdau wurde durch sofortiges Kochen in 1-fachem SDS-
Probenpuffer abgestoppt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE analysiert.
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2.10.2. Spharoplastenisolation mittels Trypsin

Nach einer anaeroben Kultivierung der E. coli Zellen (50 ml), wurde die Kultur bei 4 °C fir
5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml 25 % (w/v) Saccharose, 1 mM Tris, pH 8 bei
Raumtemperatur resuspendiert. Im Anschluss wurde der Zellsuspension 20 ul einer EDTA
Lésung (250 mM, pH 8) und 20 pul einer frisch vorbereiteten Lysozym Lésung (10 mg/ ml)
hinzugefiigt und far 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Spharoplasten wurden bei
15000 g, 4 °C fir 30 Sekunden zentrifugiert. Der Uberstand beinhaltete das Periplasma und
im Zellpellet befinden sich die Spharoplasten. Alle folgenden Schritte wurden, wenn nicht
anders gekennzeichnet, bei 4 °C durchgefiihrt. Die Spharoplasten wurden vorsichtig in dem
oben genannten Puffer resuspendiert und bei Raumtemperatur fir 10 min mit 0,025 % (w/v)
Trypsin versetzt. Trypsinhemmer wurde in einer Konzentration von 0,5 % (w/v) zum
Abstoppen des Trypsinverdaus eingesetzt. Die Sphéaroplasten wurden von den durch Trypsin
abgespaltenen Enzymen durch einen Zentrifugationsschritt bei 15000 g fur 10 min getrennt.
Im Uberstand befinden sich die durch die Trypsinbehandlungen von der
Cytoplasmamembran abgespaltenen Proteine und im Pellet befinden sich die Sphéaroplasten.
Das Pellet wurde in 1 ml Puffer (siehe oben) resuspendiert und mittels Ultraschall
aufgeschlossen. Im Anschluss fand die Membranfraktionierung mittels Ultrazentrifugation
statt.
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3. Ergebnisse

Die Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen lauft unter der Beteiligung mehrerer akzessorischer
Proteine ab, welche an der Synthese der Fe(CN),CO-Gruppe des Kofaktors und dessen
Insertion in die grofRen Untereinheiten, HyaB (Hyd-1), HybC (Hyd-2) und HycE (Hyd-3),
beteiligt sind. Dabei spielen die Reifungsproteine HypC und HybG eine essentielle Rolle in
der Ubertragung der Fe(CN),CO-Gruppe in das aktive Zentrum der groRen Untereinheiten.
Diese bilden jeweils einen Komplex mit dem Reifungsprotein HypD und Ubertragen
gemeinsam die Fe(CN),CO-Gruppe auf die grof3en Untereinheiten (Soboh et al., 2013;
Birstel et al., 2012; Blokesch et al., 2004). HybG ist spezifisch fur die Reifung der grof3en
Untereinheit der Hyd-2 (HybC) (Blokesch et al., 2001) und HypC ist spezifisch fur die Reifung
der groRen Untereinheit der Hyd-3 (HycE) (Drapal und Bdck, 1998). Beide Reifungsproteine
sind in der Lage die groRe Untereinheit der Hyd-1 (HyaB) zu aktivieren (Blokesch et al.,
2001). Nach der Insertion des [NiFe]-Kofaktors wird das C-terminale Peptid der grof3en
Untereinheiten durch die spezifischen Proteasen, HyaD (Hyd-1), HybD (Hyd-2) und Hycl
(Hyd-3), prozessiert (Fritsche et al., 1999; Rossmann et al., 1994; Menon et al., 1993) und
die Dimerisierung mit der kleinen Untereinheit findet statt. In der vorliegenden Arbeit soll die
Rolle des C-terminalen Peptids der groBen Untereinheit wahrend des
Reifungsmechanismuses analysiert werden. Dazu wird im ersten Teil der Ergebnisse auf die
Interaktion zwischen dem Reifungsprotein HybG und HybC (der groRen Untereinheit der
Hyd-2) eingegangen. Im Anschluss werden der C-Terminus der groRen Untereinheit und
dessen Rolle als potentielle Interaktionsflache fur die Reifungsproteine und die spezifischen
Proteasen analysiert. Untersuchungen zu einer moglichen Konformations&nderung der
grolRen Untereinheit der Hyd-2 (HybC) nach der C-terminalen Prozessierung sollen
zusatzlich Informationen Uber die Interaktion mit den Reifungsproteinen und die Struktur der
groBen Untereinheit liefern. Auf3erdem liegt ein weiterer Fokus auf den Reifungsproteinen
HybG (Hyd-2) und HypC (Hyd-3) und deren Funktion als Aktivator der groRRen
Untereinheiten. Nach der Insertion des aktiven Zentrums und der Prozessierung des C-
terminalen Peptids findet die Heterodimerbildung zwischen der grol3en Untereinheit, HybC,
und der kleinen Untereinheit, HybO, der Hyd-2 statt. Dabei wurde besonders die
Abhangigkeit der Reifung zwischen der kleinen Untereinheit (HybO) und der grol3en
Untereinheit (HybC) der Hyd-2 analysiert.

3.1. Interaktionsanalysen des Reifungsproteins HybG und den Reifungsvarianten der

grofRen Untereinheit HybC

HybG ist neben HypC ein wichtiges Protein und maRgeblich an der Reifung der Hyd-2
beteiligt. Wie bereits Soboh et al., 2013 postulierten, tbertragt HybG gemeinsam mit dem
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Reifungsprotein HypD die Fe(CN),CO-Gruppe des [NiFe]-Kofaktors in das aktive Zentrum
der groRen Untereinheit der Hyd-2 (HybC). Es ist bereits bekannt, dass HybG im Bezug auf
die Interaktion mit der grofRen Untereinheit ausschliel3lich einen Komplex mit der Apoform
von HybC (pro-HybC) bildet und nicht mit der gereiften prozessierten Variante von HybC
(Blokesch et al., 2001). In meiner Masterarbeit (Bielak, 2012) konnte ich diese
Komplexbildung in einem in vitro-System bestatigen. In der vorliegenden Arbeit konnte
zudem unter in vivo-Bedingungen sowohl die Interaktion zwischen HybG und pro-HybC als
auch zwischen HybG und HypD nachgewiesen werden. Fur die Durchfihrung der
Experimente wurden zwei Varianten der grof3en Untereinheit verwendet. Zum einen die
Apoform der grof3en Untereinheit (pro-HybC) und zum anderen die prozessierte Variante
(HybC,ioc). Die prozessierte Variante wurde durch die Mutagenese der Aminosaure V553 in
ein Stoppkodon (TAA) erstellt. Somit ist HybC,.. bereits auf genetischer Ebene prozessiert
(In Abbildung 5) und imitiert die gereifte HybC-Form, welche normalerweise nur durch die
Insertion des [NiFe]-Kofaktors und die C-terminale Prozessierung entsteht.

N— N - C  pro-HybC

St%p
N— N - C HYbCoroc

Abbildung 5: Schematische Darstellung der HybC Reifungsvarianten. Pro-HybC ist die Wildtyp-
Apoform der groRen Untereinheit der Hyd-2. Die Variante HybC,,. steht fiir eine genetisch
prozessierte HybC Variante, bei der das Kodon fur die Aminoséure V553 in ein Stoppkodon
umgewandelt wurde, um den C-Terminus ab dem Valin an Position 553 zu eliminieren. Diese Variante
gleicht der durch die Insertion des aktiven Zentrums und der anschlieBenden Prozessierung aktiven
HybC Form, enthalt jedoch kein [NiFe]-Kofaktor. N und C zeigen die jeweilige Lokalisation des N- und
C-Terminus an.

Fur die in vivo-Diurchfihrung der Interaktionsstudie wurden Plasmide, jeweils kodierend fir
pro-HybC bzw. HybC,. und HybG, in dem Proteasedeletionsstamm FTD147AhybD
(AhyaBAhycEAhybD) transformiert. Ohne die, fur Hyd-2 spezifische Protease HybD wird ein
Intermediat hervorgebracht, welches nicht prozessiert werden kann. Somit ist die
Wahrscheinlichkeit héher eine Momentaufnahme auf der Reifungsstufe der Fe(CN),CO-
Ubertragung von HybG auf pro-HybC zu visualisieren. Dazu wurden beide auf den
Plasmiden lokalisierten Gene in dem Deletionsstamm mittels IPTG- bzw. AHT-Induktion
Uberexprimiert. Somit lagen sowohl pro-HybC und HybG, als auch HybC,.. und HybG
gemeinsam Uberproduziert in dem Deletionsstamm vor. Die Zellen wurden nach der
Zellernte aufgeschlossen und 25 bzw. 100 pg Proteinlésung in einer 10%igen nicht
denaturierenden PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt und im Anschluss auf eine

Nitrocellulosemembran transferiert. Die Membran wurde dann mit Antikbrperserum gerichtet
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gegen HypD, HybG und HybC inkubiert (Abbildung 6; A-C). Wie in Abbildung 6 zu sehen,
weildt das Sternchen auf ein Referenzprotein hin, welches mittels aller Antikbrper
nachgewiesen werden konnte. Somit konnte sichergestellt werden, dass alle ermittelten
Banden in genau dem gleichen Abstand voneinander standen. Die Abbildung zeigt in der
ersten Spur den Zellextrakt der gemeinsam Uberproduzierten Varianten pro-HybC und HybG
und in der zweiten Spur HybC,, und HybG. Diese beiden Proben wurden jeweils mit
Antikérpern gegen HypD (Abbildung 6 A), HybG (Abbildung 6 B) und HybC (Abbildung 6 C)
inkubiert. In der Abbildung ist zu erkennen, dass sowohl eine Bande fir HypD und HybG, als
auch pro-HybC und HybG auf der gleichen Migrationshéhe mit den jeweiligen Antikopern
detektiert werden konnten. Somit konnte die Komplexbildung zwischen HypD und HybG, als
auch zwischen pro-HybC und HybG, neben den in vitro-Experimenten auch unter in vivo-
Bedingungen bestétigt werden. In Abbildung A konnten die unteren Banden mdoglichweise
auf einen weiteren Komplex von HypD mit einem Partnerprotein oder einzeln vorkommendes
HypD hinweisen. HybG und HybC,. (Abbildung 6 B und C) konnten nicht auf einer
gemeinsamen Migrationshohe nachgewiesen werden. Das ist wiederum ein Indiz daftr, dass
HybG kein Komplex mit der gereiften HybC,,. Variante bildete. Das C-terminale Peptid
scheint die Interaktion zwischen HybG und pro-HybC mafigeblich zu begunstigen.

HybG x HypD Komplex <«— HybG x HybC Komplex

A B C

Abbildung 6: Nachweis einer Komplexbildung von pro-HybC-HybG und HybG-HypD mittels
Nativgel und anschlieRendem Western Blot. Die auf den Plasmiden lokalisierten Gene pCAN-hybC
und pCAN-hybC,, wurden jeweils gemeinsam mit pASK-hybG in dem Stamm FTD147AhybD
(AhyaBAhybCAhycEAhybD) in TB Medium Uberexprimiert, bei ODggo 0,4 mit IPTG und AHT induziert
und bei ODgyo 1 geerntet. Nach dem Aufschluss wurden 100 pg Zellextrakt (a-HypD 1:333 - A) und
25 ug Zellextrakt (a-HybG 1:1000 - B; a-HybC 1:20000 - C) auf ein 10 %iges Nativgel geladen.
Danach erfolgte der Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran und die Inkubation mit den
entsprechenden Antikorpern. Die Pfeile links und rechts der Abbildung zeigen die Komplexbildung von
HybG und dem entsprechenden Interaktionspartner. * zeigt ein Referenzprotein, welches durch alle
verwendeten Antikdrper nachgewiesen werden konnte.
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3.2. Einfluss des C-terminalen Peptids der grofRen Untereinheiten von Hyd-1 und

Hyd-2 auf die Hydrogenasereifung

Die Interaktionsanalysen zeigten, dass das C-terminale Peptid an der groRen Untereinheit
der Hyd-2 (pro-HybC) erforderlich fir die Interaktion zwischen dem Reifungsprotein HybG
und pro-HybC ist. In welcher Form die Anwesenheit des C-terminalen Peptids die Interaktion
begunstigt, ist bisher noch nicht bekannt. Mdglicherweise kdnnte der C-Terminus der grof3en
Untereinheit eine Interaktionsflache fur die Reifungsproteine und die spezifischen Proteasen
sein. Um die Rolle des C-Terminus nadher analysieren zu konnen, wurden C-
Terminiaustauschvarianten konstruiert. Dazu wurden ausgehend von den Apoformen der
grolBen Untereinheiten pro-HyaB (Hyd-1) und pro-HybC (Hyd-2) Fusionsvarianten
konstruiert, die fiir pro-HyaB mit dem C-Terminus von HybC (pro-HyaB™"%), und fiir pro-
HybC mit dem C-Terminus von HyaB (pro-HybC™?®) kodieren, an Stelle des eigenen C-
Terminus (Abbildung 7).

Hyd-1 Hyd-2
N - ¢ po-tyes N — N ¢ pro-HybC

N I C eo-ee N — - ¢ oy

Abbildung 7: Schematische Darstellung der HyaB- und HybC-Varianten. Pro-HyaB (blau) und
pro-HybC (rot) sind die Apoformen der grof3en Untereinheiten der Hyd-1 und Hyd-2. Die Varianten mit
jeweils ausgetauschtem C-Terminus werden hier als pro—HyaBHybC (HyaB fusioniert mit dem C-
Terminus von HybC) und pro-HybCHyaB (HybC fusioniert mit dem C-Terminus von HyaB) bezeichnet. N
und C zeigen die jeweilige Lokalisation des N- und C-Terminus an.

Diese neuen Fusionskonstrukte wurden plasmidkodiert in verschiedene Deletionsstamme
eingebracht und hinsichtlich der Auswirkungen auf die Hydrogenaseaktivitat analysiert.
Zunachst wurden die vier Varianten in dem hydrogenase-defizienten Stamm FTD150
(AhyaBAhybCAhycEAhyfB-R) produziert und auf Hydrogenaseaktivitdét mittels nicht
denaturierender PAGE und anschlieBender Hydrogenaseaktivitatsfarbung untersucht
(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Einfluss des Austausches der HyaB-HybC-C-Termini hinsichtlich der Auswirkung
auf die Hydrogenaseaktivitat. Der Stamm FTD150 (AhyaBAhybCAhycEAhyf) mit den jeweiligen
Plasmiden, kodierend fir pro-HyaB, pro-HybC und die C-Termini-Fusions-Varianten, pro-HyaBHybC
und pro-HybC™?®, wurde anaerob, in Minimalmedium kultiviert. MC4100 (Wildtyp) und FTD150
wurden als Positiv- bzw. Negativkontrollen mitgefiihrt. Nach dem Aufschluss wurden 50 pg Zellextrakt
auf ein 7,5%iges Nativgel geladen. Im Anschluss erfolgte die Hydrogenaseaktivitatsfarbung mittels
NBT/PMS (spezifisch fur Hyd-1) (A) und BV/TTC (B) unter 100 % Wasserstoffatmosphére. Die Pfeile
bzw. Klammern zeigen das Migrationsverhalten der jeweiligen Hydrogenase im Nativgel.

In der ersten Spur der Abbildung 8 sind die Wildtyp Hydrogenaseaktivitaiten (MC4100)
visualisiert. Der Wildtyp Stamm zeigte Aktivitdtsbanden fiur Hyd-1 (Abbildung 8 A und B) und
fur Hyd-2 (Abbildung 8 B). Der Stamm FTD150 wurde als Negativkontrolle mitgefuhrt.
FTD150 war durch die Deletion der fir die grof3en Untereinheiten der Hydrogenasen
kodierenden Gene hyaB (Hyd-1), hybC (Hyd-2), hycE (Hyd-3) und hyf (Hyd-4) nicht in der
Lage aktive Hydrogenasen zu bilden. In Abbildung 8 A ist die durch NBT/PMS visualisierte
Hyd-1-Aktivitatsfarbung zu sehen (Pinske et al., 2012). Diese Aktivitatsfarbung ist im
Gegensatz zu dem TTC/BV Aktivitatsnachweis eine fiur Hyd-1 sehr sensitive Farbemethode.
Sowohl die pro-HyaB, als auch die pro-HyaB"™"° Variante filhrten zu einer deutlich
erkennbaren Hyd-1-Aktivitdtsbande, die allerdings schwécher als bei dem Wildtyp erscheint.
Gleiches gilt fiir pro-HybC und pro-HybC™?®, beide Varianten fiihrten zu einer Hyd-2 Aktivitat
(Abbildung 8 B). Scheinbar unabhangig von dem C-Terminus fiihrten die neuen

Fusionsvarianten zu aktiven Hyd-1 und Hyd-2.

3.2.1. Analysen zur Endoprotease-Spezifitat bedingt durch das C-terminale Peptid der

grof3en Untereinheiten

Nachdem die Fe(CN),CO-Gruppe und das Nickel in das aktive Zentrum der grol3en
Untereinheit inseriert wurden, wird das C-terminale Peptid der grof3en Untereinheiten von
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Hyd-1 und Hyd-2 durch die spezifischen Proteasen HyaD (Hyd-1) bzw. HybD (Hyd-2)
prozessiert. Um zu analysieren, ob das C-terminale Peptid mdglicherweise eine wichtige
Erkennungssequenz bzw. Interaktionsstelle fur die spezifischen Proteasen bei der
Prozessierung sein konnte, wurden die vier Varianten der grof3en Untereinheiten in
Proteasedeletionsstammen Uberproduziert und hinsichtlich der Hydrogenaseaktivitat
analysiert. In diesem Versuch wurde zusatzlich zu der Analyse der Hydrogenaseaktivitét,
mittels Western Blot Uberprift, ob die einzelnen Varianten trotz mdéglichen Mangels an

Enzymaktivitat, produziert werden.

In Abbildung 9 sind die Ergebnisse zu der Abhangigkeit der Hydrogenaseaktivitat von HyaD,
der Hyd-1-spezifischen Protease (Rossmann et al., 1995) prasentiert. Nach Transformation
des Stammes FTD150AhyaD mit den entsprechenden Plasmiden fihrte keine der Varianten
zu einer Hyd-1 Aktivitat (Abbildung 9 A). Der Western Blot zeigte, dass die pro-HyaB-
Varianten produziert wurden (Abbildung 9 B), aber scheinbar durch die Abwesenheit der fir
Hyd-1 spezifischen Protease HyaD keine Prozessierung erfolgte und somit keine
Hydrogenaseaktivitat visualisierbar war.

Abbildung 9 C zeigt die spezifische Aktivitatsfarbung fur Hyd-2 und Abbildung 9 D die
Western Blot Analyse mit einem Antikérper gegen Hyd-2. Sowohl pro-HybC als auch pro-
HybC"™*® wurden durch die chromosomal kodierte, fiir Hyd-2 spezifische Protease HybD,
prozessiert, da eine Hyd-2 Aktivitat fir beide Konstrukte nachweisbar war. Die Western Blot
Analyse zeigte flr beide pro-HybC Varianten prozessiertes HybC und prozessiertes HybO
(kleine Untereinheit der Hyd-2). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass nach der
Prozessierung die Dimerisierung mit der kleinen Untereinheit HybO stattfand und eine aktive
Hydrogenase visualisiert werden konnte. Im Western Blot fallt trotzdem auf, dass die pro-
HybC™2 .variante zu einer Akkumulation von ungereiftem HybO (pre-HybO) fiihrte
(Abbildung 9 D).
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Abbildung 9: Einfluss einer Deletion des hyaD-Gens auf die C-Termini Austauschvarianten
hinsichtlich der Auswirkung auf die Hydrogenaseaktivitat. Der Stamm FTD150AhyaD
(AhyaBAhybCAhycEAhyfAhyaD) mit den jeweiligen Plasmiden, kodierend fir pro-HyaB, pro-HybC und
die C-Termini-Fusions-Varianten, pro-HyaBHybC und pro-HybC™*® wurde anaerob, in Minimalmedium
kultiviert. MC4100 (Wildtyp) und FTD150 AhyaD wurden als Positiv- bzw. Negativkontrollen mitgefthrt.
Es wurden 50 pg Zellextrakt auf ein 7,5%iges Nativgel geladen und die Polypeptide elektrophoretisch
getrennt. Im Anschluss erfolgte eine Hydrogenaseaktivitatsfarbung mittels PMS/NBT (A) und BV/TTC
(C) unter 100% Wasserstoffatmosphare. Die gleichen Proben wurden mittels SDS-Gel
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und diese mit a-HyaB
(1:5000; B) und a-HybC (1:20000; D) inkubiert. Die Pfeile bzw. Klammern zeigen das
Migrationsverhalten der jeweiligen Hydrogenase im Nativgel und der grof3en und kleinen Untereinheit
im SDS-Gel. Die * Markierung zeigt eine undefinierbare Kreuzreaktion der Antikorper.

In weiteren Versuchsreihen wurden alle vier Varianten in einem fiir die Hyd-2 spezifischen
Protease Deletionsstamm (FTD150AhybD) Uiberproduziert und ebenfalls via Western Blot die
Produktion und via Hydrogenaseaktivitatsfarbung die Aktivitaten visualisiert. Abbildung 10 A
zeigt, dass die chromosomal kodierte Protease HyaD lediglich pro-HyaB, jedoch nicht die
pro-HyaB™"¢ Variante prozessieren konnte und somit war auch keine Hyd-1 Enzymaktivitét
detektierbar. Allerdings konnten beide Varianten via Western Blot mit einem gegen HyaB
gerichteten Antikérper nachgewiesen werden (Abbildung 10 B). Im Gegensatz dazu zeigt
Abbildung 10 C, dass weder die pro-HybC- noch die pro-HybC™?®-Variante zu einer Hyd-2
Aktivtitat in einem hybD-Deletionshintergrund fihrte. Dennoch wurden beide Varianten, wie
im Autoradiogramm zu sehen ist, gebildet. Dartiber hinaus fand eine Akkumulation von pre-
HybO statt (Abbildung 10 D). Dieses Ergebnis deutete darauf hin, dass die grol3e

Untereinheit nicht vollstandig prozessiert wurde.
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Abbildung 10: Einfluss einer Deletions des hybD-Gens, auf die C-Termini Austauschvarianten
hinsichtlich der Auswirkung auf die Hydrogenaseaktivitat. Der Stamm FTD150AhybD
(AhyaBAhybCAhycEAhyfAhybD) mit den jeweiligen Plasmiden, kodierend fur pro-HyaB, pro-HybC und
die C-Termini-Fusions-Varianten, pro-HyaB™"® und pro-HybC™?®, wurde anaerob, in Minimalmedium
kultiviert. MC4100 (Wildtyp) und FTD150 AhybD wurden als Positiv- bzw. Negativkontrollen mitgefuhrt.
Nach dem Aufschluss wurden 50 pg Zellextrakt auf ein 7,5%iges Nativgel geladen. Im Anschluss
erfolgte die Hydrogenaseaktivitatsfarbung mittels PMS/NBT (A) und BV/TTC (C) unter 100 %
Wasserstoffatmosphére. Die gleichen Proben wurden mittels SDS-Gel gelelektrophoretisch
aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und diese mit a-HyaB (1:5000; B) und a-
HybC (1:20000; D) inkubiert. Die Pfeile bzw. Klammern zeigen das Migrationsverhalten der jeweiligen
Hydrogenase im Nativgel und der groRen und kleinen Untereinheit im SDS-Gel. Die * Markierung zeigt
eine undefinierbare Kreuzreaktion der Antikorper.

AbschlieRend zu diesen Versuchen konnte festgestellt werden, dass das C-terminale Peptid
per se vermutlich keine Erkennungssequenz fir die spezifischen Proteasen darstellt.
Nichtsdestotrotz hat der C-Terminus von HybC einen erheblichen Einfluss auf die Fahigkeit
der Prozessierung von HyaB, und filhrt zu einer Abhéngigkeit der HyaB"™"“-Variante von

beiden Proteasen.

3.2.2. Untersuchungen zur Aktivierung der Fusionsvariante HybC™*® durch die HybG-

Hyp-Maschinerie

In einem nachsten Schritt sollte die Rolle des C-Terminus als Interaktionsflache fir die
Reifungsproteine HybG und HypC néher studiert werden. Dazu wurden die vier
Fusionsvarianten der grof3en Untereinheiten der Hyd-1 und Hyd-2 in einem hybG-defizienten
Stamm FTD150AhybG produziert und auf Hydrogenaseaktivitat mittels nicht denaturierender
PAGE und anschlieBender Hydrogenaseaktivitatsfarbung analysiert. Ohne HybG stiinde



Ergebnisse 43

noch das fir Hyd-3 und Hyd-1 spezifische Reifungsprotein HypC zur Verfiigung. Sollte der
C-Terminus die Interaktionsflache fur die Reifungsproteine HybG und HypC sein, kdnnte
maoglicherweise durch die Fusion des C-Terminus von HyaB (Hyd-1) an HybC (Hyd-2) die

Hydrogenaseaktivitat beeinflusst werden.
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Abbildung 11: Analyse der HybG-abhangigen Aktivierung von den Hydrogenase-
Fusionsvarianten. Der Stamm FTD150AhybG (AhyaBAhycEAhyfAhybG) mit den jeweiligen
Plasmiden, kodierend fir pro-HyaB, pro-HybC und die C-Termini-Fusionsvarianten, pro-HyaBHybc und
pro-HybCHyaB, wurde anaerob, in Minimalmedium kultiviert. MC4100 (Wildtyp) und FTD150 wurden als
Positiv- bzw. Negativkontrollen mitgefiihrt. Es wurden jeweils Proben in der exponentiellen und
stationaren Wachstumsphase enthommen. Nach dem Aufschluss wurden 50 pg Zellextrakt auf ein
7,5%iges Nativgel aufgetragen. Im Anschluss an der Elektrophorese erfolgte eine
Hydrogenaseaktivitatsfarbung  mittels PMS/NBT (A) und BV/TTC (B) unter 100%
Wasserstoffatmosphére. Die Pfeile bzw. Klammern zeigen das Migrationsverhalten der jeweiligen
Hydrogenase im Nativgel.

In dem Versuch wurden als Kontrollen der Wildtyp (MC4100) und der Deletionsstamm
FTD150AhybG mitgefuhrt. Es wurden Proben sowohl in der exponentiellen, als auch in der
stationdren  Wachstumsphase entnommen, aufgeschlossen, Uber ein  Nativgel
gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlie3end auf Hydrogenaseaktivitat gepruft. Der
Wildtyp zeigte Hyd-1 und Hyd-2 Aktivitdtsbanden. Bei dem Deletionsstamm war keine
Hydrogenaseaktivitédt detektierbar, da sowohl die Gene, kodierend fir die grofl3en
Untereinheiten von Hyd-1, Hyd-3 und Hyd-4, als auch das Gen, kodierend fir das
Reifungsprotein HybG, deletiert waren. In einem hybG-Deletionsstamm ist das chromosomal
kodierte Reifungsprotein HypC noch vorhanden und kdénnte moglicherweise aufgrund des
fusionierten HyaB C-Terminus die pro-HybC"*®-Variante aktivieren. In Abbildung 11 zeigt
sich allerdings, dass HypC weder pro-HybC, noch die beiden Fusionsvarianten pro-HyaB"™"¢
und pro-HybC"®® aktivieren konnte. Neben dem Wildtypstamm MC4100 zeigte nur der mit
pro-HyaB komplementierte hybG-Deletionsstamm eine Hyd-1 Aktivitdt (Abbildung 11 A).
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Daraus lasst sich schlie3en, dass HybG trotz des ausgetauschten C-Terminus an HybC (pro-
HybC"¥?®) zur Aktivierung der Hyd-2-Fusionsvariante maRgeblich beitragt. Da die HyaB""°-
Variante ebenfalls keine Aktivitat in der hybG-Mutante zeigte, deutet dieses Ergebnis darauf
hin, dass durch den Transfer des C-Terminus von HybC auf HyaB eine HybG-Abhangigkeit
entsteht. Um diese These weiter zu unterstitzen, wurden die Fusionsvarianten zuséatzlich in
einen hypC-Deletionsstamm Uberproduziert und genau wie im vorhergehenden Experiment
auf Hydrogenaseaktivitat untersucht. Abbildung 12 zeigt deutlich, dass chromosomal
kodiertes HybG in der exponentiellen Wachstumsphase pro-HybC und pro-HybC™?®
aktivieren konnte (Abbildung 12 B). Jedoch fihrte lediglich die Wildtyp Variante pro-HyaB in
einem hypC-Deletionsstamm zu einer aktiven Hyd-1, da HybG in der Lage ist auch Hyd-1 zu
aktivieren (Blokesch et al., 2001). Dieses Ergebnis bestétigt, dass pro-HybC"*® weiterhin
durch HybG aktiviert wurde. Uberaschenderweise benétigt aber die pro-HyaB""C-Variante
sowohl HybG, als auch HypC zur Hydrogenasereifung. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass der C-Terminus an der grol3en Untereinheit (HybC) nicht zwangslaufig als
Interaktionsflache fur die Reifungsproteine fungiert, aber dennoch eine wichtige Rolle bei der
Reifung spielt.
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Abbildung 12: Nachweis einer von HybG und HypC abhangigen Reifung der pro-HyaBHybC-

Variante. Der Stamm FTD147AhypC (AhyaBAhybCAhyfAhypC) mit den jeweiligen Plasmiden,
kodierend fur pro-HyaB, pro-HybC und die C-Termini-Fusions-Varianten, pro-HyaBHybC und pro-
HybC™?®, wurde anaerob, in Minimalmedium kultiviert. MC4100 (Wildtyp) und FTD150 wurden als
Positiv- bzw. Negativkontrollen mitgefiihrt. Es wurden jeweils Proben in der exponentiellen und
stationaren Wachstumsphase entnommen. Nach dem Aufschluss wurden 50 pg Zellextrakt auf ein
7,5%iges Nativgel geladen und die Protein-Komplexe elektrophoretisch getrennt. Im Anschluss
erfolgte die Hydrogenaseaktivitatsfarbung mittels PMS/NBT (A) und BV/TTC (B) unter 100 %
Wasserstoffatmosphére. Die Pfeile bzw. Klammern zeigen das Migrationsverhalten der jeweiligen
Hydrogenase im Nativgel.
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3.3. Nachweis einer Konformationsanderung der grofen Untereinheit nach der

Prozessierung des C-terminalen Peptids

Eine Interaktion zwischen dem Reifungsprotein HybG und der Apoform der grof3en
Untereinheit pro-HybC ist bereits bekannt (Blokesch et al., 2001). HybG kann jedoch keinen
Komplex mit der gereiften, prozessierten groBen Untereinheit der Hyd-2 eingehen. Das C-
terminale Peptid scheint dabei eine mafigebliche Rolle zu spielen. Durch vorangegangene
Ergebnisse wurde der C-Terminus als Hauptinteraktionsflache fur HybG ausgeschlossen.
Wie schon Drapal und Bock, 1998 fur das Hyd-3 spezifische Reifungsprotein HypC und die
grol3e Untereinheit der Hyd-3, HycE, vermuteten, kénnte eine Konformationsanderung nach
der Prozessierung erfolgen und somit ware keine Interaktion zwischen dem Reifungsprotein
und der prozessierten grof3en Untereinheit mdglich. Fir die Analyse einer moglichen
Konformations&nderung wurden die Apoform der grofRen Untereinheit, pro-HybC, und die
genetisch prozessierte Variante, HybC,., einer limitierten Proteolyse unterzogen. Bei der
eingesetzten Protease handelte es sich um Trypsin. Trypsin spaltet Peptide nach den
basischen Aminosauren Lysin und Arginin (Perry et al. 2005). Solange diese Bereiche des
Proteins frei zuganglich sind, kann eine proteolytische Spaltung durch Trypsin erfolgen.
Sollten diese Bereiche nicht frei zugénglich sein, z. B. durch mdgliche
Strukturveranderungen oder Komplexbildungen mit anderen Proteinen, ist die proteolytische

Spaltung durch Trypsin nur eingeschrankt maglich.

3.3.1. Genetisch prozessiertes HybC zeigt eine hbdhere Stabilitat gegenltber der

Protease Trypsin

Der Proteaseverdauansatz bestand aus dem Proteasepuffer (siehe 2.10.1) und 100 pg
Protein, welches mit 1 pug der Protease versetzt wurde. Die Protease wurde als letztes
hinzugefiigt und sogleich die Nullprobe entnommen. Um die Auswirkung der Trypsinolyse
auf die HybC-Reifungsvarianten (pro-HybC und HybC,.) im Detail beobachten zu kénnen,
wurden dem Ansatz Proben in regelmaliigen Abstanden dber 2 h entnommen und mittels
SDS-PAGE (Abbildung 13) analysiert. In Abbildung 13 ist linksseitig der Trypsinverdau der
Apoform, pro-HybC, Uber 2 h dargestellt und rechtsseitig ist der Trypsinverdau der genetisch
prozessierten Variante, HybC,., zu sehen. Trypsin scheint nicht in der Lage zu sein,
HybC,c zu spalten. Demzufolge scheint die Mehrheit der Lysine und Arginine geschutzt und
somit unzuganglich fur Trypsin vorzuliegen. Im Vergleich zwischen Anfang und Ende des
Trypsinsverdaus war am Ende weniger HybC,,. vorhanden, was wiederum auf den Abbau
von nicht richtig gefaltetem Protein zurtickzufiihren sein konnte. Im Gegensatz dazu wurde
die Apoform, pro-HybC (Abbildung 13, links), binnen 2 h nahezu vollstdndig durch Trypsin
abgebaut. Die unterschiedlichen Auswirkungen des Trypsins auf die pro-HybC- und

HybC,..-Varianten lassen vermuten, dass eine starke Konformationséanderung der grof3en
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Untereinheit nach der Prozessierung des C-terminalen Peptids stattfinden muss. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch unter Verwendung anderer Proteasen, wie Chymotrypsin und
GluC festgestellt (sieche Anhang Abbildung 32 auf Seite 100 und Abbildung 33 auf Seite 101).
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Abbildung 13: SDS-PAGE-Analyse der limitierten Proteolyse von gereinigten pro-HybC und
HybCpoc. Fiir die limitierte Proteolyse wurden 100 pg gereinigtes pro-HybC bzw. HybC. und 1 pg
Trypsin verwendet. Die Trypsin-Inkubation erfolgte bei 37 °C. Nach Zugabe von Trypsin wurden in
regelmaRigen Abstanden 10 pl Probe (10 pug) entnommen, sofort in SDS-Probenpuffer gekocht und
mittels SDS-PAGE analysiert. Die Farbung erfolgte mit PAGE Blue Protein staining solution
(Thermofisher Scientific). Vor der Nullprobe wurde immer jeweils das Protein nochmal ohne Trypsin,
nur in SDS-Probenpuffer geldst und gekocht, aufgetragen.

3.3.2. HybG stabilisiert pro-HybC und verhindert den proteolytischen Abbau durch
Trypsin

Nachdem mittels limitierter Proteolyse Hinweise fir eine Konformationsédnderung nach dem
Einbau des NiFe(CN),CO-Kofaktors und der anschlieBenden Prozessierung des C-
terminalen Peptids gefunden werden konnten, wurde eine weitere limitierte Proteolyse mit
pro-HybC in der Anwesenheit von HybG durchgefihrt. Dabei wurden beide
Interaktionspartner gemeinsam einer Trypsinolyse unterzogen. Als Kontrolle wurde in diesem
Experiment in einem zusatzlichen Ansatz pro-HybC zusammen mit dem Hyd-3 spezifischen
Reifungsprotein HypC einer limitierten Proteolyse unterzogen. Es ist bereits bekannt, dass
diese beiden Proteine nicht interagieren. Das Reifungsprotein HypC aktiviert die grof3en
Untereinheiten HyaB (Hyd-1) und HycE (Hyd-3), nicht jedoch HybC (Hyd-2) (Magalon und
Bdck, 2000a; Drapal und Boéck, 1998). In dem Versuchsansatz wurden zunéchst beide
potentiellen Interaktionspartner gemischt (pro-HybC+HypC und pro-HybC+HybG), fir 10 min

bei Raumtemperatur inkubiert, und dann die limitierte Proteolyse durch Zugabe von Trypsin
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und Inkubation bei 37 °C begonnen. Wie auch schon in dem Versuch unter 3.3.1 wurden in
regelmafigen Abstanden Proben entnommen, der Trypsinverdau gestoppt und via SDS-
PAGE analysiert (Abbildung 14). In der Abbildung ist linksseitig die Auswertung der
Trypsinolyse von pro-HybC und HypC zu sehen. Wie in der Abbildung zu beobachten, wurde
pro-HybC Uber einen Zeitraum von 2 h, wie auch schon in dem Experiment unter 3.3.1 fast
vollstandig durch Trypsin abgebaut. Ebenso HypC, welches auch komplett verdaut wurde. Im
Vergleich dazu, zeigte die Analyse der limitierten Proteolyse des Komplexes aus pro-HybC
und HybG ein sehr differenziertes Migrationsmuster zu dem Referenzversuch (pro-
HybC+HypC). Pro-HybC, im Komplex mit HybG, wurde offensichtlich durch Trypsin nur
begrenzt abgebaut. Das Bandenmuster ahnelt dem aus Abbildung 13 unter 3.3.1 im Fall fur
HybC... Die sichtbaren Abbaubanden konnten ausgehend von ungebundenen pro-HybC
entstanden sein. Ungebundenes pro-HybC scheint binnen 60 min abgebaut worden zu sein.
Nach 120 min waren nur noch Banden fir unverdautes pro-HybC und HybG detektierbar.
Aufgrund der Abbaubanden in den vorherigen Spuren kénnte vermutet werden, dass die
Probe nach 120 min nur noch den Komplex aus pro-HybC und HybG enthélt und somit
jeglicher Abbau durch Trypsin gehemmt wird. HybG scheint pro-HybC zu stabilisieren und

teilweise vor dem Trypsinverdau zu schitzen.

pro-HybC + HypC pro-HybC + HybG
kDa 0 10 30 60 120min 0 10 30 60 120min
70 —’ !
50 — |- -
40 — |- = ”—' WS S |« pro-HybC
35 —| — R
25 —|™
- bdocis. g
15 — |
b-‘ <« HypC
— —
10 o~ NS
e . ) <« HybG

Abbildung 14: SDS-PAGE Analyse der limitierten Proteolyse von pro-HybC + HypC und pro-
HybC + HybG. Fir die limitierte Proteolyse wurden 100 pg pro-HybC und jeweils 50 pug HypC bzw.
HybG und 1 pg Trypsin verwendet. Nach 10 minutiger Inkubation der beiden Proteine im Messpuffer,
wurde 1 pg Trypsin hinzugegeben, die Nullprobe enthommen und die restliche Trypsin-Proteinlésung
bei 37 °C im Thermoblock inkubiert. In regelmaRigen Abstdnden wurden 10 pl Probe (15 pg)
entnommen, sofort in SDS-Probenpuffer gekocht und mittels SDS-PAGE analysiert. Die Férbung
erfolgte mit PAGE Blue Protein staining solution (Thermofisher Scientific).
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3.4. Einfihrung von Aminosaureaustauschen in die Reifungsproteine HybG und HypC

und deren Auswirkung auf die Reifung der drei Hydrogenasen in E. coli

Nachdem bereits in vivo und in vitro die Interaktion zwischen dem Reifungsprotein HybG und
der groRen Untereinheit pro-HybC nachgewiesen wurde, sollten nun Aminosaurereste in
HybG bzw. HypC identifiziert werden, die an der spezifischen Erkennung der Apoform der
grol3en Untereinheit eine Rolle spielen kdnnten. Die Reifungsproteine HypC und HybG
interagieren mit unterschiedlichen grof3en Untereinheiten. HybG aktiviert HyaB (Hyd-1) sowie
HybC (Hyd-2), wohingegen HypC HyaB (Hyd-1) und HycE (Hyd-3) (Blokesch et al., 2001)
aktiviert. Das konnte wiederrum bedeuten, dass spezifische Aminosaure-Motive in HybG und
HypC vorhanden sind, die fir die jeweilige gro3e Untereinheit als Interaktionsflache dienen.
Andere Organismen, wie zum Beispiel Dehalococcoides mccartyi und
Thermococcus kodakarensis, synthetisieren nur ein HypC-Protein obwohl dieses fir die
Aktivierung mehrerer Hydrogenasen zusténdig ist (Poritz et al., 2013; Kube et al., 2005,
Seshadri et al., 2005). Zum Beispiel konnten Hartwig et al., 2015 zeigen, dass HypC aus
D. mccartyi Hyd-1, Hyd-2 und Hyd-3 aus E. coli aktivieren kann. Ein Primarsequenzvergleich
zwischen HybG und HypC aus E. coli und HypC aus D. mccartyi und T. kodakarensis zeigt
eine hohe Sequenzahnlichkeit (Abbildung 15). HypC aus E. coli ist 90 Aminosduren lang,
HybG aus E. coli 82, HypC aus T. kodakarensis 74 und HypC aus D. mccartyi ist mit 71
Aminoséauren das kirzeste Ortholog. Trotz grofl3er Sequenzéhnlichkeit ergeben sich aus dem
Primarsequenzvergleich unter Abbildung 15 drei variable Bereiche. Variabler Bereich 1 (V1)
befindet sich zwischen Aminosaure 10 und 18 (Nummerierung wurde nach HypC aus E. coli
vorgenommen), variabler Bereich 2 (V2) zwischen Aminosdure 34 und 43 und variabler

Bereich 3 (V3) ist der gesamte C-Terminus ab Aminosaureposition 75.

V1 V2
10 20 30 40 50

HypC-E.c. MCIGVPGQIRTIDGNQ———AKVDVCGIQRDVDLTLVGSCDENGQPRVGOWYV LVHVGEFAMS
HybG-E.c. MCIGVPGOQVLAVGEDIHQLAQVEVCGIKRDVNIALI--CEGNPADLLGOWVLVHVGFAMS
HypC-D.m. MCLAVPAKIISLEDSV-—AEVDLNGTTYKASVMLT———— PEAEVGDYVLLHTGYATIQ
HypC-T. k. MCLAVPGEVIEVNGPV-——AVVDFGGVKREVRLDLM—-————— PDTKPGDWVIVHTGFATE

FELLEF o : * oA, F ve 1 F FraiEiiA A A,

V3
60 70 80

HypC-E.c. VINEAEARDTLDALONMFDVEPDVGALLYGEEK
HybG-E.c. IIDEDEAKATLDALRQMDYDITSA———————
HypC-D.m. VIDEKDALETLETFKQMEML-—————————————
HypC-T.k.

KLDEKKAME ILEAWAEVEKAMEGF—————————
Abbildung 15: Priméarsequenzvergleich von HypC und HybG aus E. coli (E.c.) und HypC aus
D. mccartyi (D.m.) und aus T.kodakarensis (T.k.). Der Sequenzvergleich wurde mit Clustal W
durchgefuhrt. Die Zeichen unter den Aminosauresequenzen zeigen: * gleiche Aminoséauren,
: konservierte Aminosauren; . Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften. Variable Regionen sind als
V1-V3 gekennzeichnet.
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Es wurde bereits publiziert, dass HypC gemeinsam mit HypD in einem Komplex die
Fe(CN),CO-Gruppe an die groRe Untereinheit der Hyd-3 (HycE) liefert (Burstel et al., 2012;
Soboh et al., 2012; Blokesch und Bock, 2002). Gleiches gilt auch fur das Reifungsprotein
HybG, welches ebenfalls gemeinsam mit HypD die Fe(CN),CO-Gruppe an die groRe
Untereinheit der Hyd-2 (HybC) liefert (Soboh et al., 2014; Butland et al., 2006; Blokesch et
al., 2001). Die durch Watanabe et al., 2012 gel6ste Kristallstruktur zeigt die Region in der
HypC und HypD miteinander interagieren (Abbildung 16). In der Abbildung ist HypD grau
markiert und HypC grin/ blau markiert. Der blaue Bereich in HypC stellt die
Interaktionsflache zu HypD dar (Aminosauren 47-59). Aus der Abbildung geht auRerdem
hervor, dass alle drei identifizierten variablen Bereiche wéhrend der Komplexbildung mit
HypD frei zuganglich liegen (Abbildung 16). Spater werden die variablen Bereiche noch
naher charakterisiert. Es konnte sich dabei um Aminosaurepositionen handeln, die fir die
Ubertragung der Fe(CN),CO-Gruppe als potentielle Interaktionsflichen mit der groRen
Untereinheit dienen. Aus diesem Grund wurden gezielt Aminoséuren in diesen Bereichen
ausgetauscht, deletiert bzw. inseriert, um mdglicherweise mit neu konstruierten HybG

Varianten auch Hyd-3 zu aktivieren und mit neuen HypC Varianten Hyd-2 zu aktivieren.

Abbildung 16: Quartéarstruktur des HypD-HypC Komplexes aus T. kodakarensis (PDB:3VYR).
Die Bearbeitung der Struktur wurde mit dem Programm Pymol durchgefiihrt. Hier grau dargestellt ist
das Reifungsprotein HypD und griin/blau dargestellt ist das Reifungsprotein HypC. Blau markierte
Bereiche in HypC zeigen die Interaktionsflache mit HypD. Die variablen Bereiche des HypC-Proteins
sind mit V1-V3 gekennzeichnet.

3.4.1. Aminosaureaustausche in dem Reifungsprotein HybG und deren Auswirkung
auf die Hydrogenasereifung

Mittels des Programms Phyre-2 konnte eine theoretische Struktur von HybG aus E. coli mit
Hilfe von Sequenzvergleichen erstellt werden (Abbildung 17). Die Abbildung zeigt vier B-
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Faltblatter (Glycin 7-Glycin 13; Leucin 19-Valin 24; Isoleucin 27- Asparagin 36; Glycin 46-
Valin 49) und eine C-terminale a-Helix (ab Glutaminsaure 62). In der Struktur sind der
variable Bereich 1 (V1) grau, der variable Bereich 2 (V2) schwarz und der variable Bereich 3
(V3) gelb dargestellit.

Abbildung 17: Tertiarstruktur des Reifungsproteins HybG. Die Struktur wurde durch das
Programm Phyre-2 erstellt. Daflir wurde die Sequenz des Proteins mit bereits kristallisierten Proteinen
verglichen. Variable Region 1 (V1) ist grau, Variable Region 2 (V2) ist schwarz und Variable Region 3
(V3) ist gelb dargestellt.

Ausgehend von dem Wildtyp HybG wurden gezielt Aminosaureaustausche in den variablen
Bereichen vorgenommen, um die Ahnlichkeit zwischen HybG und HypC zu erhéhen. Unter
Abbildung 18 sind alle konstruierten HybG Varianten im Vergleich zu Wildtyp HybG und
Wildtyp HypC aufgelistet. Rot markierte Positionen zeigen Insertionen (rot markierte
Aminosauren) und Deletionen (rot markierte --). Die Varianten wurden, wie im Folgenden
beschrieben, benannt. HybG®"™" +GS enthalt Aminoséureinsertionen (+GS) nach Position
36, bei HybG®"" -HQL sind die Aminosduren (-HQL) von Position 7-9 deletiert, HybG>"*"
+GS/-HQL enthalt eine Kombination aus den beiden vorherigen
Aminosdureaustauschvarianten, bei HybGS"? Yswpp Wurde durch Einflhrung eines
Stoppkodons an Position 77 der C-Terminus verkiirzt, HybG®>"® +GS/-HQL/Ysypp iSt eine
Kombination aus den bereits genannten Varianten, HybG®" -CEGN enthélt eine Deletion

der Aminosauren an Position 37-40.
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HybG Varianten V2
10 20 30 40 50 60 70 80

HybGStzer MCIGVPGQVLAVGEDTHQLAQVEVCGIKRDVNTAL T - -CEGNPADLLGOWVLVHVGFAMS T I DEDEAKATLDALRQMDY DITSA!

HybG5s=F +G3 MCIGVPGQOVLAVGEDIHQLAQVEVCGIKRDVNIALIGSCEGNPADLLGOWYVLVHVGFAMSI IDEDEAKATLDALRQMDYDITSA!

HybGStzeP —HQL MCTGVPGQVLAVGEDT - ——AQVEVCGIKRDVNTALT--CEGNPADLLGQWVLVHVGFAMST TDEDEAKATLDALRQMDY DTTSA!

HybGSt=eP +GS/-HQL MCIGVPGQVLAVGEDT---AQVEVCGIKRDVNTALIGSCEGNPADLLGQWVLVHVGFAMST IDEDEAKATLDALRQMDY DITSA!

HybGS==P Yo, .. MCIGVPGQVLAVGEDTHQLAQVEVCGIKRDVNTAL I—-CEGNPADLLGQWVLVHVGFAMST IDEDEAKATLDALRQMD- —————

HybGS®==® +GS/-HQL/ Y5, MCIGVPGQVLAVGEDI---AQVEVCGIKRDVNIALIGSCEGNPADLLGOWVLVHVGFAMST IDEDEAKATLDALRQMD- —————

HybGSt*eP —CEGN MCIGVPGQVLAVGEDIHQLAQVEVCGIKRDVNIALI-————— PADLLGQOWVLVHVGFAMSI IDEDEAKATLDALRQMDYDITSA)

HypC MCIGVPGQTRTIDGNQ---AKVDVCGIQRDVDLTLVGSCDENGQPRVGQWV LVHVGFAMSY INEAEARDTLDALQNMFDVEPDVGALLYGEEK

Abbildung 18: Darstellung der unterschiedlich konstruierten HybG Varianten. Rot Markierte
Positionen zeigen Insertionen (rot markierte Aminosauren) oder Deletionen (rot markierte --). Variable
Regionen sind durch die Striche uber dem Vergleich mit V1-V3 gekennzeichnet. Variable Region 1
(V1) ist grau, Variable Region 2 (V2) schwarz und Variable Region 3 (V3) gelb dargestellt. C-terminale
blau markierte Aminosauren zeigen den vorhandenen Strep-tag.

Die Plasmide, die fur alle konstruierten HybG-Varianten kodieren, wurden in den
Deletionsstamm AhypCAhybG transformiert und die Genprodukte Uberproduziert. Im
Anschluss wurden die Zellen aufgeschlossen, der Zellextrakt mittels Nativgel aufgetrennt und
via Hydrogenaseaktivitatsfarbung die Hydrogenaseaktivitaten visualisiert (Abbildung 19). Die
Abbildung zeigt zwei Nativgele, gefarbt mittels Hyd-1-spezifischer Detektionsldsung
(PMS/NBT-A) und der Farbung (BV/TTC-B), die alle drei Hydrogenasen detektiert. Darliber
hinaus wird ein Autoradiogramm gezeigt, wodurch Hyd-2 mittels spezifischen Antikdrpern
detektiert wurde. Die eingesetzten Kontrollstamme waren der Wildtyp (MC4100), welcher
Hyd-1/-2/-3 Aktivitat zeigte. Als Negativkontrolle wurde der Deletionsstamm AhypCAhybG
mitgefuhrt, da ohne die beiden Reifungsproteine HybG und HypC die groRen Untereinheiten
der Hydrogenasen nicht durch die Fe(CN),CO-Gruppe gereift werden konnten und somit
inaktiv blieben. Weitere wichtige Kontrollstdamme sind AhypCAhybG komplementiert mit der
plasmidkodierten HypC Wildtyp Variante (HypC), welche zu Hyd-1 und Hyd-3 Aktivitat flhrte,
und komplementiert mit der plasmidkodierten HybG Wildtyp Variante (HybG®"), welche zu
Hyd-1 und Hyd-2 Aktivitat flhrte.

Alle in Abbildung 18 aufgeflihrten Konstrukte wurden auf deren Auswirkung auf die
Hydrogenaseaktivitat untersucht. Alle HybG-Varianten, ausgenommen der mit Deletionen
von Position 37-40 (-CEGN), konnten Hyd-1 aktivieren (Abbildung 19 A). Die Varianten mit
Insertionen nach Position 36 (+GS) oder Einfihrung eines Stoppkodons an Position 77
(Yswpp) Vermittelten eine scheinbar héhere Hyd-2 Aktivitat (Abbildung 19, B). Die Varianten -
HQL und +GS/-HQL/Yspp flihrten zu einer schwéacheren Hyd-2 Aktivitat. Auffallig war die
Auswertung des Deletionsstammes, komplementiert mit der Variante, die sowohl eine
Insertion nach Position 36 und eine Deletion der Aminosauren an Position 7-9 enthielt (+GS/-
HQL), da diese neben den Migrationsbanden von Hyd-1 und Hyd-2 auch eine
Migrationsbande fur Hyd-3 aufwies (Abbildung 19, B). Es scheint, als wirde diese HybG
Variante, mit Aminosaureaustauschen in den Variablen Bereichen 1 und 2, dem Hyd-3

spezifischen Reifungsprotein HypC ahnlich genug sein, um eine schwache Hyd-3-Aktivitat
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hervorrufen zu kodnnen. Einfihrung des nativen HypC-Proteins liefert hingegen eine starke
Hyd-3-Aktivitatsbande. Wie bereits durch Blokesch et al., 2001 bestétigt, aktiviert HypC Hyd-
1 und Hyd-3, nicht jedoch Hyd-2. AuRerdem war auffallig, dass die -CEGN Variante
scheinbar jegliche Funktion, hinsichtlich der Aktivierung der groRen Untereinheiten,
einstellte. Die Komplementation des Deletionstammes durch diese Variante brachte keine

aktiven Hydrogenasen hervor.

Hyd-1

Hyd-3
FDH-N/O

Hyd-2

Hyd-1

pro-HybC

pro-HybC-HybG Komplex

Abbildung 19: Einfluss verschiedener Aminosaureaustausche in dem Reifungsprotein HybG
und deren Auswirkung auf die Hydrogenaseaktivitat. Die verwendeten Stamme sind Wildtyp
(MC4100), AhypCAhybG, AhypCAhybG komplementiert mit pJA1021 (HypC), phybGstrep (HybG>""),
phybGstrep+GS (+GS), phybGstrep-HQL (-HQL), phybGstrep+GS/-HQL (+GS/-HQL), phybGstrep —
Ysiopp (Ystopp), PhybGstrep +GS/-HQL/Ysgiopp (+GS/-HQL/Ysiopp), phybGstrep —CEGN (-CEGN). Die
Zellanzucht erfolgte anaerob in Minimalmedium. Die Zellernte erfolgte in der stationdren
Wachstumsphase (OD>1). Nach dem Aufschluss wurden 50 pg Zellextrakt auf ein 6%iges Nativgel
geladen. Im Anschluss wurde die Hydrogenaseaktivitatsfarbung mittels PMS/NBT (A) oder BV/TTC
(B) durchgefiihrt. Die gleichen Proben wurden mittels Nativgel gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine Nitrocellulosemembran transferiert und diese mit a-HybC-Antikdrper (1:20000; C) inkubiert. Die
Pfeile bzw. Klammern zeigen das Migrationsverhalten der jeweiligen Hydrogenase bzw. des
mutmallichen pro-HybC-HybG-Komplexes im Nativgel.

Abbildung 19 C zeigt eine Immunoblotdetektion nach einer Western Blot-Analyse des durch
die verschiedenen HybG-Varianten komplementierten hypC-hybG Deletionsstammes,
inkubiert mit einem gegen Hyd-2 gerichteten Antikdrper. Das Autoradiogramm detektierte
eine schnellmigrierende Bande, die bereits durch Blokesch et al., 2001 als pro-HybC-HybG
Komplex identifiziert wurde und nun auch bei den HybG Varianten +GS, -HQL, Ygp, und
+GS/-HQL/Ysiopp In dieser Arbeit detektiert werden konnte. Diese Varianten waren auch

funktionsfahig und in der Lage HybC (Hyd-2) zu aktivieren. Allerdings konnte die
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Akkumulation des Apo-Reifungskomplexes darauf hindeuten, dass die Ubertragung der
Fe(CN),CO-Gruppe nicht effizient ablief, im Vergleich zum Stamm MC4100 oder der HybG
Wildtyp Variante.

3.4.2. Analyse der Auswirkungen der HybG-Varianten auf die Formiat-Hydrogen-

Lyase Aktivitat der Deletionsstamme

Alle via Nativgel getesteten Stamme wurden zusatzlich per Gaschromatographie auf ihre
Fahigkeit Wasserstoff durch den FHL-Komplex zu produzieren Uberprift. Mittels
Gaschromatographie konnte der Wasserstoff, den die intakten Zellen via FHL-Komplex aus
dem Substrat Formiat in Abhéngigkeit von der Zeit bilden, gemessen werden. In Tabelle 11
sind die Ergebnisse der gaschromatographischen Analyse dargestellt. Der Wildtyp (MC4100)
erreichte eine Aktivitat von 2,1 mU H, min™ mg™ Protein und wurde somit als 100 % gesetzt.
Im Gegensatz dazu erreichte die Komplementation des AhypChybG-Deletionsstammes mit
dem plasmidkodierten nativen HypC noch ca. 70 % der Aktivitait des Wildtyps. Die
Komplementation mit plasmidkodiertem HybG diente als Negativkontrolle, da HybG per se
Hyd-3 nicht aktivieren kann und somit keine Hyd-3 Aktivitat messbar sein dirfte. Die HybG-
Variante -GS/+HQL, welche im Nativgel zu einer Hyd-3 Aktivitatsbande fihrte (siehe
Abbildung 19), erreichte ca. 15 % der FHL-Aktivitat des Wildtyps. Die Komplementation mit
den plasmidkodierten Varianten -HQL, Ysiop, UNd +GS/-HQL/Y sipp z€igten zwischen 3 und
10 % der Aktivitat des Wildtyps. Die Varianten +GS und -CEGN fiuhrten auch in diesem
Versuch zu keiner messbaren Aktivitdt des FHL-Komplexes. Die gaschromatographischen
Analysen bestétigten die im Nativgel erzielten Beobachtungen (Abbildung 19), dass Hyd-3
durch die HybG-Variante -GS/+HQL gereift werden konnte. Zuséatzlich zeigte es, dass FHL-
Aktivitaten, die unter 10 % des Wildtypniveaus erreichen, durch eine via Nativgel vermittelte
Hyd-3-Aktivitatsfarbung nicht visualisierbar sind. Diese Ergebnisse bestatigten, dass durch
den Austausch gezielter Aminosaurereste in HybG die Hyd-3 teilweise reifen und

offensichtlich mit der grof3en Untereinheit, HycE, interagieren kann.
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Tabelle 11: Einfluss der verschiedenen HybG-Varianten auf die Formiat-Hydrogen-Lyase
Aktivitat.

Stamm/ muU H, min™ mg™ Standardabweichung %
HybG Variante Protein mU H, min™ mg™
Protein

MC4100 2,14 0,48 100
AhypCAhybG 0 0 0
HypC 1,55 0,38 72,31
HybG®"® 0,08 0,03 3,96
-HQL 0,08 0,04 3,94
+GS 0 0 0
+GS/-HQL 0,31 0,09 14,63
Y stopp 0,11 0,08 5,02
+GS/-HQL/ Y stopp 0,21 0,05 10
-CEGN 0 0 0

Die Daten beruhen auf mindestens zwei Wiederholungen. Die spezifische Aktivitat des FHL-
Komplexes wird in der Tabelle als mU H, min™ mg'l Protein angegeben.

3.4.3. Aminosaureaustausche in dem Reifungsprotein HypC und deren Auswirkung

auf die Hydrogenasereifung

HypC ist neben HybG ein wichtiges Reifungsprotein und liefert die Fe(CN),CO-Gruppe an
die groRe Untereinheit der Hyd-1 (HyaB) und Hyd-3 (HycE). Nachdem eine HybG-Variante
identifiziert wurde, die in der Lage ist Hyd-3 zu aktivieren (siehe Abbildung 19 B, Variante
+GS/-HQL), wurde auch HypC durch Austausch von Aminosdureresten modifiziert, um
moglicherweise Hyd-2 zu aktivieren. Wang et al., 2007 konnten die Kristallstruktur von HypC
aus E. coli bereits 16sen (Abbildung 20). Die Kristallstruktur zeigt funf g-Faltblatter (Glycin 4-
Isoleucin 12; Glutamin 16- Asparaginsaure 20; Glutamin 25- Asparaginsaure 29; Glutamin
46- Histidin 52; Phenylalanin 54- Isoleucin 59) und zwei a-Helices am C-Terminus
(Asparagin 60- Valin 77; Prolin 79- Tyrosin 86). Wie Dbereits durch die
Kristallstrukturauflésung des HypD-HypC Komplexes aus T. kodakarensis (Watanabe et al.,
2012, Abbildung 16) ersichtlich, liegen wahrend der Interaktion mit HypD alle variablen
Bereiche frei zugénglich vor und konnten potentielle Interaktionsflachen mit den grofRen
Untereinheiten darstellen. In der Kiristallstruktur unter Abbildung 20 sind alle variablen

Bereiche in dem bereits bekannten Farbkode markiert.
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Abbildung 20: Tertiarstruktur des Reifungsproteins HypC aus E.coli (PDB:20T2). Die
Bearbeitung der Struktur wurde mit dem Programm Pymol durchgefihrt. Variable Region 1 (V1) ist
grau, Variable Region 2 (V2) schwarz und Variable Region 3 (V3) gelb dargestellt.

Durch verschiedene Aminosaureaustausche in HypC wurde versucht die Ahnlichkeit
zwischen HybG und HypC zu erhdhen und somit Verénderungen in den Affinitdten zu den
grol3en Untereinheiten zu bewirken. Unter Abbildung 21 sind alle konstruierten HypC-
Varianten im Vergleich zu Wildtyp HypC und Wildtyp HybG aufgelistet. Rot markierte
Positionen zeigen Insertionen (rot markierte Aminoséuren) und Deletionen (rot markierte --).
Die Varianten wurden wie folgt benannt. HypC-GS enthélt Aminosauredeletionen (-GS) an
Position 34-35, bei HypC+HQL wurden Aminosauren (+HQL) nach Position 6 inseriert,
HypC-GS/+HQL  enthalt eine Kombination aus den beiden  vorherigen
Aminosaureaustauschvarianten, bei HypC Vs wurde durch die Einfiihrung eines
Stoppkodons an Position 77 der C-Terminus auf die Lange von HypC aus D. mccartyi
verkdrzt, und bei HypC Ggpp Wurde durch die Einfiihrung eines Stoppkodons an Position 82
der C-Terminus auf die Lange von HybG aus E. coli verkirzt. HypC-GS/+HQL/Vsopp UNd
HypC-GS/+HQL/Ggpp SiNd jeweils Kombinationen aus den bereits genannten Varianten.
HypC+PAD enthalt Aminosaureaustausche an Position 40-42, um HybG an dieser Position
ahnlicher zu werden. Weitere Varianten sind Kombinationen aus HypC+PAD/+HQL und den
jeweiligen Verkirzungen auf die Lange von HypC aus D. mccartyi (HypC+PAD/+HQL/Vsiopp)
und auf die Lange von HybG aus E. coli (HypC+PAD/+HQL/Gsiopp).
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HypC Varianten

HypC

HypC -GS

HypC +HQL

HypC -GS/+HQL

HYpC Vsiep

HypC Gstop

HypC -GS/ +HOL/Vsgopn
HYDC -GS/ +HQL/Gsropp
HypC +PAD

HypC +PAD/+HQL

HypC +PAD/+HQL/Vseopy
HYpC +PAD/+HQL/Geropy

HybGStrep

V2

MCIGVPGQfﬁTIDGNQf77AKV%%CGIQRDVSETLVGSCDENﬁbPRVGQWVﬁ%;VGFAMSVf%EAEARDTLSELQNMFDVEP%%GALLYGEEK
MCIGVPGQIRTIDGNQ-——AKVDVCGIQRDVDLTLV--CDENGQPRVGQWVLVHVGFAMSVINEAEARDTLDALQNMFDVEPDVGALLYGEEK
MCIGVPGQIRTIDGNQHOLAKVDVCGIQRDVDLTLVGSCDENGQPRVGOWVLVHVGEAMSVINEAEARDTLDALOQNMFDVEPDVGALLYGEEK
MCIGVPGQIRTIDGNQHQLAKVDVCGIQRDVDLTLV--CDENGQPRVGQWVLVHVGFAMSVINEAEARDTLDALONMFDVEPDVGALLYGEEK
MCIGVPGQIRTIDGNQ-——AKVDVCGIQRDVDLTLVGSCDENGQPRVGOWVLVHVGFAMSVINEAEARDTLDALQNMFD——————————————
MCIGVPGQIRTIDGNQ-——AKVDVCGIQRDVDLTLVGSCDENGQPRVGQWVLVHVGFAMSVINEAEARDTLDALQNMFDVEPDV —————————
MCIGVPGQIRTIDGNQHQLAKVDVCGIQRDVDLTLV--CDENGQPRVGOWVLVHVGFAMSVINEAEARDTLDALOQNMFD——————————————
MCIGVPGQIRTIDGNQHOLAKVDVCGIQRDVDLTLV--CDENGQPRVGQWVLVHVGFAMSVINEAEARDTLDALQNMFDVEPDV —————————
MCIGVPGQIRTIDGNQ-——AKVDVCGIQRDVDLTLVGSCDENFPADRVGQWVLVHVGFAMSVINEAEARDTLDALQNMFDVEPDVGALLYGEEK
MCIGVPGQIRTIDGNQHOLAKVDVCGIQRDVDLTLVGSCDENPADRVGOWVLVHVGEAMSVINEAEARDTLDALOQNMFDVEPDVGALLYGEEK
MCIGVPGQIRTIDGNQHQLAKVDVCGIQRDVDLTLVGSCDENPADRVGOWVLVHVGFAMSVINEAEARDTLDALONMFD——————————————
MCIGVPGQIRTIDGNQHOLAKVDVCGIQRDVDLTLVGSCDENFPADRVGOWVLVHVGFAMSVINEAEARDTLDALQNMFDVEPDV —————————

MCIGVPGQVILAVGEDTHQLAQVEVCGIKRDVNIAL T --CEGNPADLLGOWVLVHVGFAMSTI IDEDEAKATLDATLRQMDYDIT SA!

Abbildung 21: Darstellung der unterschiedlich konstruierten HypC-Varianten. Rot markierte
Positionen zeigen Insertionen (rot markierte Aminosauren) oder Deletionen (rot markierte --). Variable
Region 1 (V1) ist grau, Variable Region 2 (V2) schwarz und Variable Region 3 (V3) gelb dargestellt.

Die Plasmide, die fur alle konstruierten HypC-Varianten kodieren, wurden in den
Deletionsstamm AhypCAhybG transformiert und die Genprodukte Uberproduziert. Nach
anaerobem Wachstum wurden die Zellen aufgeschlossen, der Zellextrakt mittels Nativgel
aufgetrennt und via Hydrogenaseaktivitatsfarbung die Hydrogenaseaktivitdten visualisiert
(Abbildung 22). Die Abbildung zeigt zwei Nativgele, gefarbt mittels Hyd-1 spezifischer
Detektionslosung (PMS/NBT-Abbildung 22 A) und einer fur alle Hydrogenasen verwendbare
Detektionslosung (BV/TTC-Abbildung 22 B), und ein Autoradiogramm eines Nativgels
(Abbildung 22 C), wodurch Hyd-2 mittels spezifischen Antikdrpers detektiert wurde. Die
eingesetzten Kontrollstamme waren der Wildtyp (MC4100), welcher die Aktivitaten der drei
Hydrogenasen Hyd-1, Hyd-2 und Hyd-3 zeigte, und der Deletionsstamm AhypCAhybG als
Negativkontrolle. Weitere wichtige Kontrollstimme waren, wie bereits fiir die Experimente
der HybG Varianten eingesetzt, der Deletionsstamm AhypCAhybG komplementiert mit
plasmidkodierten nativen HypC und komplementiert mit plasmidkodierten Strep-getaggten
HybG (HybG®"). Die Kontrollstimme wurden immer mitgefithrt und zeigten stets das
gleiche Ergebnis, werden jedoch in Abbildung 22 nur einmal gezeigt. Zudem sollte erwahnt
werden, dass die Banden fur Hyd-3 (untere Bande) und die FDH (obere Bande) dicht

beieinander liegen und dadurch teilweise schwer zu differenzieren sind.

Alle HypC-Varianten, ausgenommen den Varianten mit den Aminoséureaustauschen an
Position 40-42 (+PAD), fuhrten zu Hyd-1 Aktivitaten (Abbildung 22 A). Die +PAD-Variante
vermittelte eine schwache Hyd-1 und Hyd-3 Aktivitat (Abbildung 22 B). Die Varianten in
Kombination mit +PAD brachten keine Hyd-1 Aktivitat oder Hyd-3 Aktivitat hervor. Sobald die
Aminoséduren PAD in Kombination mit HQL bzw. zusatzlich noch den jeweiligen
Verkirzungen auf die Lange von HybG aus E. coli und HypC aus D. mccartyi vorlag, fuhrte
keine der Varianten zu Hydrogenaseaktivitaten. Scheinbar sind diese Bereiche essentiell fur
die Aktivierung von HyaB (Hyd-1) und moglicherweise auch fur die Aktivierung von HycE
(Hyd-3). Die jeweiligen Austausche in den variablen Bereichen fihrten einzeln zu keinem

Hydrogenaseaktivitatsverlust. Allerdings wurden bereits Unterschiede in den Aktivitaten
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detektiert. Die HybG-GS-Variante und die HybG+HQL-Variante zeigten im Vergleich zu den
beiden verkirzten Varianten eine deutlich geringere Hyd-3 Aktivitdat. In Kombination mit
Austauschen in allen variablen Bereichen, wie beispielsweise -GS/+HQL/Vggpe und -
GS/+HQL/Gsgiopp, Wurde ein deutlicher Riickgang der Hyd-1 und Hyd-3 Aktivitat beobachtet.
Keine der HypC-Varianten fuhrte zu einer Hyd-2-Aktivitat.

Alle Proben wurden zusatzlich nach der gelelektrophoretischen Auftrennung in einem
Nativgel auf eine Nitrocellulosemembran transferiert, und diese mit Hyd-2 Antikorper
inkubiert. Bereits Blokesch et al., 2001 konnten mit dieser Methode einen pro-HybC-HybG-
Komplex nachweisen. Da keine der Varianten zu einer Hyd-2-Aktivitat fihrte, konnte mittels
dieses Nachweises Uberprift werden, ob vielleicht trotzdem eine Interaktion aufgrund der
ausgetauschten Aminosauren moglich wurde und lediglich die Kofaktorinsertion fehlerhaft
war. In Abbildung 22 C ist das Autoradiogramm fur alle Kontrollstamme und Varianten
dargestellt. Es konnte dabei lediglich ein schwaches Signal, welches auf einen pro-HybC-
HybG-Komplex hindeutet, bei der Komplementation des Deletionstammes AhypCAhybG mit
Wildtyp HybG festgestellt werden. Keine der HypC-Varianten resultierte in einem &hnlichen
Signal. Das spricht wiederum gegen die Ausbildung eines pro-HybC-HypC-Komplexes.
Dieses Ergebnis korreliert mit den beobachteten Hydrogenaseaktivitatsfarbungen, die
zeigten, dass die Varianten zu keiner Hyd-2-Aktivitat fuhrten.



Ergebnisse 58

¥
v"QQ > O
S
A
<« Hyd-1
’ 55
FDH-N/O
> = [P
o ] Hyd-2
- - | <— Hyd-1
Cc
Y <« pro-HybC
<— pro-HybC-HybG Komplex

Abbildung 22: Einfluss verschiedener Aminosaureaustausche in dem Reifungsprotein HypC
und deren Auswirkung auf die Hydrogenaseaktivitat. Die verwendeten Stamme sind Wildtyp
(MC4100), AhypCAhybG, AhypCAhybG komplementiert mit pJA1021 (HypC), phybGstrep (HybG>""),
pJA1021-GS (-GS), pJA1021+HQL (+HQL), pJA1021-GS/+HQL (-GS/+HQL), pJA1021-Vsiopp (Vsiopp)
PJAL1021-Gsiopp (Gstopp)s PIAL021 -GS/HHQL/NVsiopp (-GSIHHQL/NVsiopp), PIAL021-GS/+HQL/Gsopp (-
GS/+HQL/Gsopp), pJA1021+PAD (+PAD), pJA1021+PAD/+HQL (+PAD/+HQL),
pJA1021+PAD/+HQL/Vgiopp  (+PAD/+HQLVsiopp), PIJAL021+PAD/+HQL/Gsiopp  (+PAD/+HQL/Gsiopp),
pJA1021+D(+D). Die Zellanzucht erfolgte anaerob in Minimalmedium. Die Zellernte erfolgte in der
stationaren Wachstumsphase (OD>1). Nach dem Aufschluss wurden 50 pg Zellextrakt auf ein 6%iges
Nativgel gegeben. Die Kontrollen (MC4100; AhypCAhybG; HypC; HybG>"*") wurden immer mitgefiihrt
und zeigten die gleichen Ergebnisse wie hier dargestellt. Zur Vereinfachung wurden diese fur die
Darstellung der restlichen HypC Varianten weggelassen. Nach der nicht denaturierenden PAGE
erfolgte die Hydrogenaseaktivitatsfarbung mittels PMS/NBT (A) und BV/TTC (B). Die gleichen Proben
wurden mittels Nativgel gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert
und diese mit a-HybC-Antikdrper (1:20000; C) inkubiert. Die Pfeile bzw. Klammern zeigen das
Migrationsverhalten der jeweiligen Hydrogenase bzw. des pro-HybC-HybG Komplexes im Nativgel.

3.4.4. Analyse der Auswirkungen der HypC-Varianten auf die Formiat-Hydrogen-
Lyase Aktivitat der Deletionsstamme
Alle via Nativgel getesteten Stamme wurden zusatzlich per Gaschromatographie auf
Wasserstoffproduktion tberprift. In Tabelle 12 sind die Ergebnisse der Analyse der FHL-
Komplex Aktivitat dargestellt. Der Wildtyp (MC4100) zeigte eine Aktivitat von 1,6 mU H, min™
mg™* Protein, was 100 % entspricht. Der Kontrollstamm, AhypCAhybG, komplementiert mit
plasmidkodierten nativen HypC erreichte ca. 65 % der Aktivitat des Wildtyps. Wie bereits in
dem Nativgel (Abbildung 22) zu beobachten war, fiihrten auch hier alle Varianten, die nur in
einem variablen Bereich Aminosaureaustausche enthielten, zu einer messbaren Aktivitat des
FHL-Komplexes. Auch hier fiel besonders die HypC Variante mit Austauschen in allen
variablen Bereichen (-GS/+HQL/Vspp) auf, da dieser Komplementationsstamm nicht einmal
10 % des Wildtypaktivitatsniveaus erreichte. Auch die Varianten -GS/+HQL/Ggop, Und +PAD
erzielten im Gegensatz zu den ubrigen Varianten nur ca. 30 % des Wildtypaktivitatsniveaus.

Unterstitzend zu den Nativgelen aus Abbildung 22 konnte auch via Gaschromatographie
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keine FHL-Aktivitdt fir die Stdmme, kodierend fir die HypC Varianten +PAD/+HQL,
+PAD/+HQL/Vsiopp Und +PAD/+HQL/Gsiopp gemessen werden. Schlussfolgernd konnen alle
Beobachtungen der Hydrogenaseaktivitatsfarbung im Nativgel mittels

gaschromatographischer Analysen bestatigt werden.

Tabelle 12: Einfluss der verschiedenen HypC-Varianten auf die Formiat-Hydrogen-Lyase
Aktivitat.

Stamm/ mUH, min? mg®  Standardabweichung %
HypC Variante Protein mU H, min™ mg'1
Protein

MC4100 1,64 0,51 100
AhypCAhybG 0 0 0
HypC 1,07 0,24 65,21
HybGS"eP 0,08 0,032 5,16
+HQL 1,42 0,49 86,31
-GS 1,16 0,17 70,45
-GS/ +HQL 1,52 0,54 92,81
Vstopp 0,80 0,02 48,94
Gstopp 1,13 0,08 68,78
+HQL/-GS/ Vsiopp 0,14 0,03 8,42
+HQL/-GS/Geiopp 0,51 0,12 31,12
+PAD 0,62 0,02 38,01
+PAD/+HQL 0 0 0
+PAD/+HQLN s0pp 0 0 0
+PAD/+HQL/Ggopp 0 0 0
+D 0,70 0,20 42,48

Die Daten beruhen auf mindestens zwei Wiederholungen. Die spezifische Aktivitdt des FHL-
Komplexes wird in der Tabelle als mU H, min™* mg'1 Protein angegeben.

3.5. Untersuchung der Heterodimerbildung der groRen und der kleinen Untereinheit

nach der Prozessierung des C-terminalen Peptids

Nachdem ein Komplex, bestehend aus den Reifungsproteinen HypE und HypF (Shomura
und Higuchi, 2012), den CN Liganden synthetisiert (Paschos et al., 2002; Reissmann et al.,
2003) und auf den HypD-HybG Komplex (Blokesch et al.,, 2001; Butland et al., 2006)
Ubertragt, wird die Fe(CN),CO-Gruppe in das aktive Zentrum der grof3en Untereinheit, pro-
HybC (Hyd-2), inseriert. Abschlielend wird durch die Proteine HybF, SlyD und HypB Nickel
in die grol3e Untereinheit eingebaut (Winter et al. 2005; Magalon und Bdck 2000a; Magalon
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und Bock 2000b; Maier und Bock, 1996; Menon und Robson, 1994). Damit ist das aktive
Zentrum der groRen Untereinheit, bestehend aus dem NiFe(CN),CO-Kofaktor, vollstandig.
Die Insertion des Nickels fungiert dabei als Ausloser fur die Erkennung durch die Hyd-2-
spezifische Protease, HybD, die das C-terminale Peptid der groRen Untereinheit abspaltet
(Bock et al., 2006). Die Prozessierung erfolgt drei Aminosauren entfernt von dem 4. Cystein,
welches den Kofaktor koordiniert (Rossmann et al. 1994; Sorgenfrei et al. 1993; Menon et al.
1993; Gollin et al., 1992b). Wie bereits durch Drapal und Bock, 1998 fir die grol3e
Untereinheit HycE (Hyd-3) vermutet und durch diese Arbeit fir HybC (Hyd-2) nachgewiesen
(siehe 3.3), erfolgt nach der C-terminalen Prozessierung eine Konformationsanderung.
Dieser Konformationsénderung folgt die Dimerisierung der gereiften grof3en Untereinheit
HybC mit der kleinen Untereinheit pre-HybO. Die Reifung der kleinen und grof3en
Untereinheit lauft vermutlich parallel ab. Wahrend das aktive Zentrum der grof3en
Untereinheit assembliert wird, werden durch die Isc-Maschinerie die [FeS]-Kluster in pre-
HybO inseriert (Pinske und Sawers, 2012b; Pinske und Sawers, 2014). Nach der
Dimerisierung der grof3en (HybC) und der kleinen Untereinheit (pre-HybO) wird der Komplex
mittels der Tat-Maschinerie Uber die Cytoplasmamembran transportiert (Jack et al. 2005;
Jack et al. 2004; Dubini und Sargent 2003). Der Tat-Transport wird durch das Tat-
Signalpeptid an der kleinen Untereinheit pre-HybO bedingt (Jack et al. 2004; Dubini et al.
2002). Dieses wird nach der Dimerisierung und dem Transport Uber die

Cytoplasmamembran abgespalten.

3.5.1. Die Tat-Signalpeptidabspaltung der kleinen Untereinheit erfordert die

Prozessierung der grof3en Untereinheit

In Abbildung 23 ist eine Hyd-2-Western Blot-Analyse verschiedener
Hydrogenasedeletionsstamme im  Vergleich zum  Wildtyp in  unterschiedlichen
Wachstumsphasen dargestellt. Die linke Seite der Abbildung zeigt Proben aus der
exponentiellen und die rechte Seite der Abbildung aus der stationdren Wachstumsphase.
Dabei wurden Stdmme mit Deletionen in dem hybO-Gen, welches fur die gleichnamige
kleine Untereinheit kodiert, in dem hybC-Gen, welches fir die gleichnamige groRRe
Untereinheit kodiert, und in dem hypF-Gen, welches fur die Carbamoyltransferase HypF
kodiert, verwendet. Die Western Blot Analyse des Wildtyp-Stammes (MC4100) zeigte sowohl
eine Bande fiur pro-HybC als auch prozessiertes HybC und eine Bande fir gereiftes HybO
(ca. 35 kDa) in der exponentiellen Wachstumsphase. In der stationaren Wachstumsphase
war kaum noch ungereiftes HybC vorhanden, da die bevorzugte Reifungsphase der Hyd-2 in
der exponentiellen Wachstumsphase liegt (Ballantine und Boxer, 1986; Ballantine und Boxer,
1985). In einem hybC-Deletionsstamm verblieb die kleine Untereinheit pre-HybO in einem

ungereiften Zustand im Cytoplasma (siehe exponentielle Wachstumsphase) und wurde bis
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zum Erreichen der stationdren Wachstumsphase abgebaut (Abbildung 23). Diese Daten

unterstltzen die bereits postulierten Daten von Pinske und Sawers, 2012b und 2014.

In einem hybO-Deletionsstamm konnte gereiftes HybC in beiden Wachstumsphasen
nachgewiesen werden. In einem hypF-Deletionsstamm konnte die groRe Untereinheit nur
ungereift (pro-HybC) detektiert werden, da ohne das Reifungsprotein HypF die fir das aktive
Zentrum wichtigen CN-Liganden nicht synthetisiert werden konnten (Bock et al., 2006).
Allerdings scheint es im Gegensatz zu pre-HybO stabiler gegeniiber proteolytischem Abbau
zu sein, da es sowohl in der exponentiellen als auch der stationaren Wachstumsphase
detektiert werden konnte. HybO wurde genau wie im Fall fur einen hybC-Deletionsstamm
ohne die korrekte Reifung der groRen Untereinheit wahrend der voranschreitenden
Wachstumsphasen abgebaut. Die Reifung der kleinen Untereinheit scheint abhéngig von der
Reifung der grof3en Untereinheit zu sein. Die Tat-Signhalpeptidabspaltung von HybO erfordert
die Prozessierung der grof3en Untereinheit HybC. Im Gegensatz dazu fand die Reifung der
grol3en Untereinheit unabhéangig von der kleinen Untereinheit statt, da HybC auch in einer

hybO-Deletionsmutante gereift vorlag.
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Abbildung 23: Autoradiogramm nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Zellextrakte
verschiedener Hyd-2 Deletionsstdmme unter denaturierenden Bedingungen. Die Anzucht der
Stamme erfolgte anaerob in M9-Minimalmedium. Die Ernte der Zellen fand in der exponentiellen
Wachstumsphase, ODggg 0,6-0,8 (linke Seite) und in der stationdren Wachstumsphase, ODgq Uber 1
(rechte Seite) statt. 50 ug Zellextrakt wurden auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen. Der Western Blot
wurde mit Anti-Hyd-2 Antikorperserum (1:20000) behandelt. Wildtyp (MC4100); AhybC, Mutation im
hybC Gen, kodierend fir die grof3e Untereinheit der Hyd-2; AhybO, Deletion des hybO-Gens,
kodierend fir die kleine Untereinheit der Hyd-2; AhypF, Deletion des Gens hypF, kodierend fur das
gleichnamige Reifungsprotein HypF. Die * Markierung zeigt eine undefinierbare Kreuzreaktion des
HybC Antikérpers. Die schwache Bande, die auf der Héhe von ca. 60 kDa in Extrakten von den hybC
und hypF-Mutanten zu sehen ist, wird durch eine unbekannte kreuz-reagierende Bande verursacht.
Rechts ist das jeweilige Migrationsverhalten der ungereiften groBen Untereinheit (pro-HybC), der
prozessierten groRen Untereinheit (HybC), der ungereiften, Tatsignalpeptid fusionierten kleinen
Untereinheit (pre-HybO), und der gereiften kleinen Untereinheit (HybO) beschriftet.
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3.5.2. [NiFe]-Kofaktor freies HybC,,. verursacht die Abspaltung des Tat-
Signalpeptids von HybO

Aus den vorherigen Versuchen geht hervor, dass das Tat-Signalpeptid der kleinen
Untereinheit pre-HybO nur bei der gereiften grol3en Untereinheit prozessiert werden konnte.
In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die unter Abschnitt 3.1
vorgestellte, genetisch prozessierte HybC-Variante (HybC,.c) ebenfalls ein Komplex mit
HybO eingeht und die Tat-Signalpeptidabspaltung erfolgt. Diese Variante enthalt kein [NiFe]-
Kofaktor, liegt jedoch aufgrund von genetischer Manipulation bereits prozessiert vor. Um
sicher zu stellen, dass diese Variante keinen [NiFe]-Kofaktor enthielt, wurden die Plasmide,
kodierend fur pro-HybC und HybCg,, in einen hybC- und hypF-Deletionshintergrund
transformiert. Die Stamme wurden unter den bereits genannten Bedingungen kultiviert und
weiter verarbeitet. Unter Abbildung 24 ist das Autoradiogramm der Western Blot-Analyse (A)
und die Hydrogenaseaktivitatsfarbung (B) der verschiedenen HybC Varianten in einem
hybC- und hypF-Deletionshintergrund zu sehen. Die ersten drei Spuren unter Abbildung A
zeigen die Varianten in einem hybC-Deletionsstamm. Eine Komplementation des Stammes
mit Plasmiden, kodierend fir pro-HybC und HybCg,, flhrte in beiden Fallen zu
prozessierten HybC und auch prozessierten HybO. Das bedeutet, sowohl die Wildtyp pro-
HybC- als auch die [NiFe]-Kofaktor-freie HybC.-Variante begunstigten die Reifung der
kleinen Untereinheit HybO. Eine Hydrogenaseaktivitdt konnte nur durch Komplementation
des Stammes mit pro-HybC nachgewiesen werden (Abbildung 24 B).

Um auszuschlieRen, dass die chromosomal vorhandenen Reifungsproteine, und somit der
tatsachlich synthetisierte [NiFe]-Kofaktor, keine Auswirkungen auf die genetisch prozessierte
Variante (HybC,.c) hat, wurden beide HybC Varianten zusatzlich in einem hybC hypF-
Deletionshintergrund produziert. HypF ist ein wichtiges Reifungsprotein, welches
unabdingbar an der Ligandensynthese beteiligt ist. Somit ist ein solcher Deletionsstamm in
jedem Falle inaktiv, da keine Reifung der grof3en Untereinheit erfolgen kann (Bock et al.,
2006). Die letzten drei Spuren in der Abbildung 24 zeigen das Ergebnis dieses Versuches.
Wie bereits erwahnt, fuhrte die Komplementation des Stammes AhybCAhypF durch pro-
HybC weder zu einer Reifung der grof3en Untereinheit noch zu einer Reifung der kleinen
Untereinheit pre-HybO. Im Gegensatz dazu resultierte die Komplementation durch die
plasmidkodierte [NiFe]-Kofaktor-freie HybC,.c-Variante in einer Tat-Signalpeptidabspaltung
von HybO. Diese Variante zeigte keine Hydrogenaseaktivitat (Abbildung 24 B). Dieses
Ergebnis lasst vermuten, dass allein durch den fehlenden HybC C-Terminus die Abspaltung
des Tat-Signalpeptids an HybO verursacht wurde. Zur Unterstitzung dieses Ergebnisses

wurden beide Plasmide zusétzlich in einer hybG-Deletionsmutante eingefiihrt.
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Abbildung 24: Vergleich zwischen den verschiedenen HybC Reifungsformen und deren
unterschiedlichen Einfluss auf die Reifung der kleinen Untereinheit (pre-HybO) in einem hypF-
Deletionshintergrund mittels Western Blot (A) und Nativ-PAGE (B) Analysen. Die Anzucht der
Stdmme erfolgte anaerob in M9-Minimalmedium. Die Ernte der Zellen fand in der stationaren
Wachstumsphase, ODgqy Uber 1 statt. 60 pug Zellextrakt wurden in einem 10%igen SDS-Gel (A) und
7,5%igen Nativgel (B) aufgetrennt. Nach dem Transfer des Zellextrakts auf eine
Nitrocellulosemembran, fand die Inkubation mit a-Hyd-2-Antikdrperserum (1:20000) statt. Die *
Markierung zeigt eine uncharakterisierte Kreuzreaktion des a-HybC Antikoérpers (A). Das Nativgel
wurde mit TTC/BV gefarbt und unter 100 % H, inkubiert (B).

HybG ist ein essentielles Reifungsprotein fir die Synthese und Ubertragung der Fe(CN),CO-
Gruppe des Kofaktors in das aktive Zentrum der groRen Untereinheit der Hyd-2 (HybC). In
Abbildung 25 ist die Western Blot Analyse der gelelektrophoretisch aufgetrennten
Zellextrakte der hybG-Deletionsstamme, transformiert mit den fur die HybC-Varianten
kodierenden Plasmiden, dargestellt. Die HybC-Varianten wurden auch hier mittels a-Hyd-2-
Antiserum nachgewiesen. Als Kontrollen dienten die in den ersten drei Spuren
aufgetragenen Stamme AhybO, AhybC und AhybG. Der AhybO Stamm (1. Spur) wies keine
Bande fur die kleine Untereinheit (HybO) auf, jedoch war eine schwache, aber deutliche
Bande flr prozessiertes HybC zu erkennen. Der AhybC Deletionsstamm (2. Spur) zeigte, wie
auch in Abbildung 23, keine Bande fur die kleine Untereinheit (pre-HybO). Der AhybG
Deletionsstamm (3. Spur) wies lediglich eine Bande fir die ungereifte groRe Untereinheit
pro-HybC auf, da keine Ubertragung der Fe(CN),CO-Gruppe ohne HybG erfolgen konnte.
Auch hier konnte die kleine Untereinheit nicht nachgewiesen werden. Die Transformation
des AhybG Deletionsstammes mit dem fir pro-HybC kodierten Plasmid flihrte weder zu einer
Prozessierung von pro-HybC, noch zu einer Tat-Signalpeptidabspaltung von pre-HybO

(Abbildung 25, 4. Spur). Ahnlich wie bereits in einem hypF-Deletionsstamm (Abbildung 24),
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erfolgte auch hier ohne das essentielle Reifungsprotein HybG keine Reifung der
Hydrogenase. Indes fiihrte die Transformation durch die plasmidkodierte genetisch
prozessierte HybC,..-Variante zu der Tat-Signalpeptidabspaltung an der kleinen
Untereinheit HybO (Abbildung 25, 5. Spur).
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Abbildung 25: Vergleich zwischen den verschiedenen HybC Reifungsformen und deren
unterschiedlichen Einfluss auf die Reifung der kleinen Untereinheit (pre-HybO) in einem hybG-
Deletionshintergrund. Die Anzucht der Stamme erfolgte anaerob in M9-Minimalmedium. Die Ernte
der Zellen fand in der stationdren Wachstumsphase (OD600 >1) statt. 60 pug Zellextrakt wurden auf
ein  10%iges SDS-Gel aufgetragen. Nach dem Transfer des Zellextrakts auf eine
Nitrocellulosemembran, fand die Inkubation mit a-Hyd-2 (1:20000) statt. Die * Markierung zeigt eine
undefinierbare Kreuzreaktion des a-HybC Antikorpers.

Sowohl in einem hypF- als auch hybG-Deletionsstamm war die Hydrogenasereifung nicht
moglich, da fur die Kofaktorsynthese essentielle Reifungsproteine fehlten. Jedoch fihrte die
Transformation dieser Deletionsstamme durch eine plasmidkodierte genetisch prozessierte
Variante (HybC,.c) zu einer Tat-Signalpeptidabspaltung von der kleinen Untereinheit HybO.
Es scheint, als wirde allein die C-terminale Prozessierung, und die damit einhergehende
Konformationsénderung der groRen Untereinheit die Tat-Signalpeptidabspaltung von der
kleinen Untereinheit bedingen. Unabhéngig davon, dass die HybC,..-Variante keinen

Kofaktor enthielt, erfolgte die Heterodimerisierung mit der kleinen Untereinheit.

3.5.3. Das HybC,.-HybO Heterodimer kann ohne den NiFe(CN),CO-Kofaktor Tat-

abhé&ngig Uber die Membran transportiert werden

Die vorherigen Versuche zeigten, dass die [NiFe]-Kofaktor-freie HybC..-Variante die
Reifung der kleinen Untereinheit beginstigt und eine Heterodimerisierung aus grof3er und
kleiner Untereinheit erfolgte. Nun ist es wichtig zu wissen, ob das entstandene Heterodimer
mittels Tat-Maschinerie Uber die Cytoplasmamembran transportiert wurde. Die Abspaltung
des Tat-Signalpeptids von der kleinen Untereinheit war ein erstes Indiz flr einen solchen

Transport. Allerdings war noch unklar, ob die genetisch synthetisierte HybC,..-Variante eine
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native Konformation hatte. Wie zahlreiche Forschergruppen berichteten, unter anderen
Dubini und Sargent, 2003, wird nur ein korrekt gefaltetes, kofaktor-beinhaltendes Protein
Uber die Cytoplasmamembran durch die Tat-Maschinerie transloziert. Um die
Membrantranslokation zu untersuchen, wurde nach dem Zellaufschluss der Stdmme eine
Ultrazentrifugation des Zellextrakts durchgefiihrt. Somit wurden cytoplasmatische Fraktion
und Membranfraktion voneinander getrennt. Die Polypeptide der jeweiligen Fraktionen
wurden mittels SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert und mit a-Hyd-2-Antiserum inkubiert. In Abbildung 26 ist das Ergebnis der
Uberprifung der Membranlokalisation des HybC,..-HybO Heterodimers dargestellt. Die linke
Seite der Abbildung zeigt die Analyse des hybC-Deletionsstammes, komplementiert durch
jeweils beide plasmidkodierten HybC-Varianten, wobei sowohl die cytoplasmatische Fraktion
(CF) als auch die Membranfraktion (MF) analysiert wurden. Die Transformation des hybC-
Deletionsstammes durch plasmidkodiertes pro-HybC zeigte, dass sowohl HybC (Abbildung
26, Spur 1) als auch HybO (Spur 2) in der Membranfraktion lokalisiert sind. Auch die
Komplementation durch plasmidkodiertes HybC,.. zeigte HybC,.. einerseits in der
cytoplasmatischen Fraktion (Spur 3) und andererseits auch zusammen mit HybO in der
Membranfraktion (Spur 4). Dieses Ergebnis unterstitzt die These, dass die genetisch
prozessierte HybC,.-Variante eine native Konformation hat und nach der Dimerisierung mit
HybO uber die Membran transloziert wurde. Da beide Varianten plasmidkodiert vorlagen und
HybO chromosomal kodiert war, kdnnte die erhéhte Menge der HybC-Varianten in der

Cytoplasmafraktion durch einen Uberproduktionseffekt zu erklaren sein.

Hyd-2 ist ein membrangebundener Komplex und wird wie in der Literatur beschrieben mittels
Tat-Maschinerie Uber die Membran transportiert (Jack et al., 2004). Um auszuschlief3en,
dass die HybC,.--Variante durch einen alternativen Transportweg Uber die Membran
transportiert wurde, wurden beide HybC-Varianten zusatzlich in einem hybC tat-
Doppeldeletionshintergrund analysiert und deren Membranlokalisation Gberprift. Der rechte
Teil der Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse dieses Versuches. Die Transformation des
AhybCAtat Stammes durch die plasmidkodierten pro-HybC und HybC,-Varianten zeigte,
dass beide Varianten nur in der Cytoplasmafraktion detektierbar waren. Das Ergebnis
verdeutlicht, dass auch die HybC,. Variante mittels Tat-Maschinerie als Heterodimer mit

HybO Uber die Membran transportiert wurde.
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Abbildung 26: Uberprifung der genetisch prozessierten HybC,.-Variante hinsichtlich ihrer
Membranlokalisation. Transformation eines hybC-Deletionstammes und eines hybC tat-
Deletionsstammes mit Plasmiden, kodierend fur pro-HybC und HybC,.. Die Anzucht der Stamme
erfolgte anaerob, in M9-Minimalmedium. Die Ernte der Zellen fand in der stationdren
Wachstumsphase (OD600 >1) statt. Nach der Membranfraktionierung mittels Ultrazentrifuge wurden
50 pg Zellextrakt auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen. Nach dem Transfer des SDS-Gels auf eine
Nitrocellulosemembran, fand die Inkubation mit a-Hyd-2-Antiserum (1:20000) statt. Die * Markierung
zeigt eine undefinierbare Kreuzreaktion des a-HybC-Antiserums. Die Bezeichnungen CF und MF
stehen fir cytoplasmatische Fraktion bzw. Membranfraktion.

Die Ergebnisse der Membranfraktionierung lassen vermuten, dass ein [NiFe]-Kofaktor-freies
HybC,..-HybO Heterodimer via Tat-Maschinerie tber die Cytoplasmamembran transportiert
wurde. Trotz ausreichender Waschschritte wahrend des Versuchs, musste sichergestellt
werden, dass das HybC,..-HybO Heterodimer korrekt in die Membran inseriert wurde und
HybC,. in das Periplasma gerichtet vorlag. Fur diese Untersuchung wurde eine sogenannte
Sphéaroplastenisolation durchgefiihrt und diese mit Trypsin behandelt. Sphéaroplasten sind
Zellen, bei denen die &ufRere Zellwand durch Behandlung mit Lysin entfernt wurde. Alle in
das Periplasma gerichteten Membranproteine konnten dann durch die Behandlung mit
Trypsin abgeldst und damit von den Spharoplasten getrennt werden. Die grof3e Untereinheit
der Hyd-2 (HybC) ist auf der Membran, dem Periplasma zugewandt, lokalisiert. Unter
Abbildung 27 ist die Western Blot Analyse der Sphéroplastenisolation des Wildtypstammes
(MC4100-links), der HybC,c- (Mitte) und der pro-HybC-Wildtyp Variante (rechts) dargestellt.
Es wurden jeweils die Cytoplasma- (CF) und Membranfraktion (MF) nach der
Sphéaroplastenisolation und Trypsinbehandlung analysiert. Zum Vergleich wurden ein Teil der
Zellen mit Trypsin (+) inkubiert und der andere nicht (-). Alle Zellen wurden bis auf die
Trypsinbehandlung vollig identisch behandelt. Die Pfeile rechts neben den Abbildungen
weisen auf das Migrationsverhalten von HybC hin. Die Auswertung des Wildtyps (MC4100)

zeigte, dass die Cytoplasmafraktion unabh&ngig von der Trypsinbehandlung nur wenig pro-
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HybC enthielt. Die Analyse der Membranfraktion verdeutlicht, dass durch die Behandlung mit
Trypsin die groRe Untereinheit HybC von der Membran abgelost wurde und somit nicht mehr
detektierbar war. Ohne die Trypsinbehandlung war die groRe Untereinheit in der
Membranfraktion nachweisbar. MC4100 und pro-HybC kodieren beide fur natives HybC und
unterscheiden sich lediglich in der chromosomalen bzw. plasmidkodierten Anwesenheit der
grol3en Untereinheit. MC4100 kodiert fur die chromosomale Form des pro-HybC Proteins
und der Stamm mit pro-HybC kodiert fur ein plasmidkodiertes pro-HybC Protein. Ahnlich wie
bereits bei MC4100 gezeigt, konnte die plasmidkodierte pro-HybC Variante (rechts) nach
einer Trypsinbehandlung der Sphéroplasten in der Membranfraktion nicht mehr detektiert
werden. Der HybC Nachweis erfolgte nur in der Membranfraktion ohne Trypsinbehandlung.
Wie bereits unter Abbildung 26 (links) deutlich gezeigt wurde, flhrte plasmidkodiertes pro-
HybC auch hier zu einer Akkumulation der unprozessierten grofRen Untereinheit in der
Cytoplasmafraktion (Abbildung 27), da HybO nur in einfacher Kopienzahl vorlag und somit
pro-HybC im Uberschuss vorhanden war. Die Analyse der Spharoplastenisolation bei einem
Stamm, der fur die HybCg.-Variante kodiert (Mitte), zeigte einem dem Wildtyp sehr
ahnlichen Ergebnis. Auch hier war HybC in grof3eren Mengen in der Cytoplasmafraktion
vorhanden. Genau wie bei MC4100 und pro-HybC ist kein HybC.c in der Membranfraktion
mit  Trypsinbehandlung  detektierbar, jedoch in der Membranfraktion ohne

Trypsinbehandlung.

MC4100 HybCproc pro-HybC

W o o W
kDa + -+ - kDa + - + - kDa + -+ -

)

70 — w- 70 — - |

- | 55 — + e — <« HybC
95 — . - - 55 — -
40 — | 40— 0 — -
% 35— 35 —

Abbildung 27: Sphéaroplasten Isolation mit anschlieBendem Trypsinverdau als Nachweis fur die
korrekte Membranlokalisation der genetisch prozessierten HybC-Variante. Die Anzucht der
Stamme erfolgte anaerob in M9-Minimalmedium. Die Ernte der Zellen fand in der exponentiellen
Wachstumsphase (OD600 =0,6) statt. Nach der Spharoplastenisolation und der Trypsinbehandlung
zur Ablésung der groRen Untereinheit wurden die Spharoplasten mittels Ultraschall aufgeschlossen.
Nach der Membranfraktionierung mittels Ultrazentrifugation wurden 50 pg Proteinldsung auf ein
10%iges SDS-Gel geladen. Nach dem Transfer der Polypeptide auf eine Nitrocellulosemembran, fand
die Inkubation mit a-Hyd-2 (1:20000) statt. Die Bezeichnungen CF und MF stehen fur
cytoplasmatische Fraktion und Membranfraktion.
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Zusammenfassend zeigten diese Experimente, dass ein nativ gefaltetes [NiFe]-Kofaktor-
freies HybC,..-HybO Heterodimer Tat-Translocon-abhangig tber die Membran transportiert

wurde und offensichtlich die grof3e Untereinheit korrekt, dem Periplasma ausgerichtet,

vorlag.
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4. Diskussion

Die Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen ist von verschiedenen akzessorischen Proteinen
abhangig (Forzi und Sawers, 2007; Bock et al., 2006). Diese Reifungsproteine assemblieren
die Fe(CN),CO-Gruppe des [NiFe]-Kofaktor (Pinske und Sawers, 2014; Leach et al., 2007,
Bdck et al., 2006). HybG (Hyd-1 und Hyd-2) bzw. HypC (Hyd-1 und Hyd-3) Ubertragen die
Fe(CN),CO-Gruppe im Komplex mit HypD in das akive Zentrum der grof3en Untereinheiten
(Soboh et al., 2014; Stripp et al., 2013; Burstel et al., 2012; Soboh, et al., 2012). Nach der
sich anschlieRenden Nickelinsertion (Winter et al. 2005; Magalon und Bock 2000b; Maier
und Bock 1996; Menon und Robson 1994), wird das C-terminale Peptid der grof3en
Untereinheit durch die spezifischen Proteasen (Hyd-1: HyaD, Hyd-2: HybD, Hyd-3: Hycl)
prozessiert (Bock et al., 2006). Bereits Theodoratou et al. 2005 vermuteten, dass das C-
terminale Peptid eine essentielle Kontrollfunktion im Hydrogenasereifungsmechanismus
einnimmt. Dabei steht vor allem die Kontrolle des zeitlich korrekten Ablaufs der Reifung im
Fokus. Im Folgenden sollen insbesondere die Ergebnisse der Interaktionsstudien zwischen
der groRen Untereinheit pro-HybC und dem Reifungsprotein HybG sowie die wichtige Rolle

des C-terminalen Peptids im Reifungsmechnanismus diskutiert werden.

4.1. Das C-terminale Peptid ist erforderlich fur die durch HybG vermittelte
Ubertragung der Fe(CN),CO-Gruppe

Drapal und Bdck, 1998 konnten sowohl unter in vivo als auch in vitro Bedingungen bereits
einen Komplex aus dem zu HybG homologen Reifungsprotein HypC und der grofRRen
Untereinheit pro-HycE (Hyd-3) identifizieren. Sie postulierten, dass HypC ausschlie3lich mit
der Apoform pro-HycE eine Interaktion eingeht, nicht jedoch mit der gereiften HycE-Variante.
Fur Drapal und Bock war jedoch noch unbekannt, welche Rolle HypC in der Ubertragung des
Kofaktors spielt. Spatere Veroffentlichungen zeigten, dass HypC in einem Komplex mit dem
Reifungsprotein HypD die Fe(CN),CO-Gruppe tragt und diesen vermutlich an die grof3e
Untereinheit der Hyd-3 (pro-HycE) liefert (Soboh et al., 2012; Blokesch et al., 2004; Blokesch
und Bock, 2002). Auch fir R. eutropha konnte ein solcher Komplex aus HypD und HypC als
Fe(CN),CO-Gruppe ubertragendes Intermediat identifiziert werden (Burstel et al.,, 2012).
Watanabe et al., 2012 konnten unterstitzend zu den genannten Studien, die Kristallstruktur
des HypD-HypC-Komplexes aus T. kodakarensis I6sen (Abbildung 16). Allerdings fuhrten die
Autoren ihre Versuche aerob durch und daher fehlt die Fe(CN),CO-Gruppe in der

dargestellten Struktur.

Das zu HypC homologe Protein ist das Reifungsprotein HybG. HybG aktiviert im Gegensatz
zu HypC die groRRe Untereinheit der Hyd-2 (Blokesch et al., 2001). Durch meine Masterarbeit

konnte mittels in vitro pull-down Analysen ein Komplex zwischen pro-HybC und HybG
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nachgewiesen werden (Bielak, 2012). Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit an Hand von
Nativgel-Analysen auch in vivo eine Komplexbildung von pro-HybC und HybGsyep
nachgewiesen werden (Abschnitt 3.1, S. 37). Dazu wurde durch einen Hyd-2 Antikdrper
sowie durch einen Strep-tag Antikérper der Komplex nachgewiesen. Dabei zeigten pro-HybC
und HybG eine Migrationsbhande auf gleicher Hohe. Jedoch konnte kein gemeinsamer
Komplex zwischen genetisch verkirztem HybC (HybC,,.) und HybG®'™ nachgewiesen
werden (Abbildung 6, S.37). Diese Daten unterstiitzen die bereits von Butland et al., 2006
postulierten Daten. Zusatzlich zu dem Komplexnachweis durch Antikérper konnte auch eine
Stabilisierung der Apoform der grof3en Untereinheit (pro-HybC) durch HybG nachgewiesen
werden. Dieser Nachweis erfolgte mittels limitertem Trypsinverdau (Abschnitt 3.3.2, S. 47).
Dabei konnte festgestellt werden, dass pro-HybC in kirzester Zeit durch Trypsin abgebaut
wurde. Wurde jedoch pro-HybC gemeinsam mit HybG einem Trypsinverdau unterzogen,
wurde der Abbau durch Trypsin stark verzégert (Abbildung 14, S.47). Dieser Versuch ist ein
weiterer Hinweis fir eine pro-HybC-HybG Komplexbildung und fir die in vitro Stabilisierung
pro-HybCs durch HybG. Zudem konnte ein Komplex des Reifungsproteins HypD und HybG
identifiziert werden. Beide zeigten eine Migrationsbande auf der gleichen Hohe.
Unterstitzend zu diesen Daten konnten auch Soboh et al., 2014 eine Fe(CN),CO-Gruppe
tragenden HypD-HybG Komplex nachweisen. Schlussfolgernd fiir die Interaktionsstudien
kann festgestellt werden, dass das C-terminale Peptid der grof3en Untereinheiten der
Hydrogenasen erforderlich fir die Interaktion mit den Reifungsproteinen HybG und HypC ist.

In welcher Form der C-Terminus eine Rolle spielt, wird nun weiter erortert.

4.2. Die Abspaltung des C-terminalen Peptids verursacht eine

Konformationsanderung der groRen Untereinheit

Da HybG ausschlie8lich mit pro-HybC und nicht mit der genetisch gereiften HybCpoc
Variante einen Komplex bildet, kénnte der C-Terminus als Interaktionsflache fir die
Reifungsmaschinerie bzw. auch fir die spezifischen Proteasen fungieren. Um eine solche
Funktion zu untersuchen, wurden Konstrukte erstellt, die fir C-Termini Austauschvarianten
kodieren. Dabei wurde der C-Terminus von HybC (Hyd-2) an HyaB (Hyd-1) fusioniert (pro-
HyaB"™"°) und vise versa, der C-Terminus von HyaB an HybC fusioniert (pro-HybC"¥?®). Die
plasmidkodierten neuen Konstrukte und die entsprechenden Wildtypvarianten (pro-HyaB und
pro-HybC) wurden in verschiedenen Hydrogenasedeletionsstammen produziert und weiteren
Hydrogenaseaktivitatsstudien unterzogen. Dabei zeigte sich, dass unabhéngig von den C-
Termini, beide Fusionsvarianten in einem fur die groRen Untereinheiten defizienten Stamm
zu Hyd-1 und Hyd-2 Aktivitaten fihrten. Wahrend die Schnittstellen der spezifischen
Proteasen hoch konserviert sind, variieren Sequenz und Lange der C-Termini in den
unterschiedlichen Hydrogenasen (Maier und Bdck, 1996). Unter Abbildung 28 ist ein
Sequenzvergleich der C-Termini der groRen Untereinheiten von HyaB (Hyd-1), HybC (Hyd-2)
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und HycE (Hyd-3) aus E. coli dargestellt. Der Primarsequenzvergleich zeigt, dass die C-
Termini von HyaB und HybC &hnlich sind, mit 7 von 15 identischen Aminoséauren. Der HycE
C-Terminus weist mit 32 Aminosauren mehr als die doppelte Lange auf. Auch die
Schnittstelle der Protease ist fir HyaB und HybC identisch (siehe Pfeil, zwischen Histidin und
Valin).

(Hyd-1) HybC-C-Terminus ..H VVDADGNEVVSVKVL
(Hyd-2) HyaB-C-Terminus ..H VLGDDGSELISVQVR
(Hyd-3) HycE-C-Terminus ..R MTVVDVRKKKSKVVPYKELERYSIERKNSPLK

Abbildung 28: Primarsequenzvergleich der C-Termini von HyaB (Hyd-1), HybC (Hyd-2) und
HycE (Hyd-3) aus E. coli. Der Pfeil zeigt die Schnittstelle der spezifischen Proteasen.

Theodoratou et al., 2000 versuchten die C-Termini von HybC (Hyd-2) und HycE (Hyd-3)
auszutauschen. Jedoch fuhrten die Fusionsvarianten zu einem Hydrogenaseaktivitatsverlust.
Weder die Hyd-2 spezifische Protease HybD, noch die Hyd-3 spezifische Protease Hycl war
in der Lage die neuen Varianten zu prozessieren. Allerdings zeigten weitere Experimente,
dass der HyckE C-Terminus um bis zu 26 Aminoséuren verklrzt werden kann ohne einen
Verlust der Hyd-3-Aktivitdit zu erwirken. Demzufolge reichen 6 Aminosduren fir die
Erkennung des C-Terminus durch die Hycl Protease und die Prozessierung aus.
Theodoratou et al., 2000 schlussfolgerten daraus, dass weder der Hauptteil des Enzyms,
noch der C-Terminus per se fir die Erkennung der Protease verantwortlich sind, sondern die
Konformation des Proteins, welche durch den C-Terminus stabilisiert wird. Die
Schlussfolgerung von Theodoratou et al.,, 2000 wird durch einen Versuch, der in der
vorliegenden Arbeit nicht aufgeflhrt ist, unterstitzt. Dabei wurde der Hauptteil des Proteins
und der C-Terminus getrennt voneinander synthetisiert und dann auf Hyd-2 Aktivitat
untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Trennung der beiden Proteinsegmente weder zu
einer Hydrogenaseaktivitdit noch zur Prozessierung der kleinen Untereinheit pre-HybO
gefuhrt hat (C. Thomas, Daten nicht gezeigt). Scheinbar ist ein direkter Kontakt zwischen C-
Terminus und Hauptteil fir eine erfolgreiche Reifung der Hydrogenase erforderlich. Zudem
konnte daraus geschlussfolgert werden, dass die Prozessierung der grof3en Untereinheit

irreversibel ist.

Entgegengesetzt zu den HybC (Hyd-2) und HycE (Hyd-3) C-Terminiaustausch Varianten von
Theodoratou et al.,, 2000, konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass
Fusionsvarianten mit C-Termini Austauschen zwischen den grofRen Untereinheiten HyaB
(Hyd-1) und HybC (Hyd-2) durchaus zu aktiven Hydrogenasen fiihren. Die pro-HybC™?-
Variante wird unabhéngig vom C-Terminus, weiterhin durch die HybG-Hyp-Maschinerie

aktiviert und auRerdem auch durch die fur die Hyd-2 spezifische Protease HybD prozessiert.



Diskussion 72

Womdglich sind die Hyd-2 und Hyd-3 C-Termini strukturell zu verschieden, um als
Hybridvarianten zu funktionieren. Jedoch konnte die Ahnlichkeit zwischen dem Hyd-1 und
Hyd-2 C-Terminus hoch genug sein, um mdglicherweise in dem Austauschexperiment keine
strukturellen Anderungen hervorzurufen. Allerdings zeigten die Western Blot Analysen eine
Akkumulation von pre-HybO (ungereifte kleine Untereinheit der Hyd-2) durch die
Komplementation mit der pro-HybC™28-Variante (Abschnitt 3.2.1, S. 39). Es scheint also, als
wirde die Fusionsvariante zu einer Aktivitdt fihren, jedoch die Reifung der grofl3en
Untereinheit nicht optimal ablaufen. Zusammenfassend sprechen die mit der pro-HybC™25-
Variante  erzielten  Ergebnisse gegen die Funktion des C-Terminus als
Haupterkennungsflache fir die Reifungsproteine bzw. die Proteasen, da der fusionierte C-
Terminus keine Veranderung in der Aktivierung durch die HybG-Hyp-Maschinerie oder der
spezifischen Proteasen hervor bringt.

Allerdings lasst sich im Gegensatz zu der pro-HybC"™*-Variante die pro-HyaB""°-
Fusionsvariante nicht ausschlie3lich durch HypC oder HybG aktivieren und durch die Hyd-1
spezifische Protease HyaD oder die Hyd-2 spezifische Protease HybD prozessieren. Die
Experimente zeigen, dass sowohl HybG als auch HypC fir die Aktivierung, sowie HybD
zusammen mit HyaD fiir die Prozessierung der pro-HyaB"*‘-Fusionsvariante benétigt
werden. Lediglich in einem Stamm, der fir alle Reifungsproteine und spezifischen Proteasen
kodiert, konnte eine Hydrogenaseaktivitat der pro-HyaB"™"°-Fusionsvariante detektiert
werden. Es ist bereits bekannt, dass Hyd-1 durch HybG oder HypC in der Ubergangsphase
zwischen exponentieller und stationdrer Wachstumsphase aktiviert werden kann, jedoch
Hyd-2 nur durch HybG in der exponentiellen und Hyd-3 nur durch HypC in der stationdren
Wachstumsphase aktiviert werden kénnen (Blokesch et al., 2001). Die Ergebnisse der pro-
HyaB"*°-Fusionsvariante deuten darauf hin, dass eventuell ein HybG-HypC Heterodimer fiir
die Reifung des Proteins erforderlich sein kdnnte. Mdglicherweise lasst sich die gleiche
Interpretation fur die beiden Proteasen HyaD und HybD treffen. Allerdings zeigen neue
Studien von Kwon et al., 2016, dass HybD als Monomer vorliegt. Demzufolge ist die
Interpretation des Ergebnisses schwierig. Zusatzlich zur Funktion die Konformation des
aktiven Zentrums offen zu halten, hat der C-Terminus vielleicht doch eine Rolle in der
Erkennung der HybG/HypC Proteine sowie der Proteasen. Allerdings zeigte ein
Fusionsprotein zwischen GST und dem C-Terminus von HybC keine Komplexbildung mit

HybG oder anderen Reifungsproteinen (C. Thomas, Daten nicht gezeigt).

Magalon und Bdck, 2000a identifizierten das Cytein 241 der grof3en Untereinheit der Hyd-3
(HycE) als eine Interaktionstelle mit dem Reifungsprotein HypC. Dieser Aminosaurerest liegt
tief in dem aktiven Zentrum der groRen Untereinheit. Diese Interaktion findet nicht statt wenn
der C-Terminus des HycE-Proteins fehlt (Drapal und Bock, 1998). Auch Zhang et al., 2003
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zeigten, dass der C-Terminus eine essentielle Rolle in der Hydrogenasematurierung spielt.
Dabei tauschten sie den HybC C-Terminus gegen einen GFP-tag aus und verhinderten
damit die Prozessieung durch die spezifische Protease HybD. Zudem konnten die
Wissenschaftler den GFP-tag nicht nachweisen, was fir eine mdégliche Fehlfaltung spricht.
Diese Untersuchungen geben einen weiteren Hinweis auf die wichtige Rolle des C-Terminus

hinsichtlich der Aufrechterhaltung der Konformation der groRen Untereinheit.

Nachdem der C-Terminus der grof3en Untereinheit per se wahrscheinlich als hauptsachliche
Interaktionsflache ausgeschlossen werden kann und da eine Konformationsdnderung nach
der Prozessierung des C-terminalen Peptids postuliert wurde (Theodoratou, 2005; Magalon
und Boéck, 2000a; Theodoratou et al., 2000; Drapal und Bock, 1998), wurden Experimente
zur Charakterisierung dieser moglichen Konformationsanderung der grof3en Untereinheit der
Hyd-2 in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt. Diese Analyse erfolgte mittels Trypsinverdau.
Dabei wurden sowohl pro-HybC als auch genetisch prozessiertes HybC,o. einem
Trypsinverdau unterzogen. Trypsin schneidet nach jedem Lysin und Arginin. Sollten diese
Aminosaurereste frei zuganglich vorliegen, wirde eine Trypsinspaltung erfolgen. Es stellte
sich heraus, dass pro-HybC binnen zwei Stunden vollstandig abgebaut wurde und HybCoc
deutlich stabiler gegentiber dem Trypsin war (Abschnitt 3.3.1, S. 45). Dieses Ergebnis
unterstitzt die Hypothese der Konformationsanderung der grofRen Untereinheit nach dem
erfolgreichen Kofaktoreinbau und der sich anschlie@enden Prozessierung. Noch
unpublizierte Daten der Arbeitsgruppe, bestétigten mittels CD-Spektroskopie ebenfalls, dass
eine deutliche Anderung der Konformation des HybC Proteins nach Abspaltung des C-
Terminus stattfindet (unveroffentlichte Daten Dr. B. Soboh). Neben Trypsin konnte auch mit
weiteren Proteasen, wie Chymotrypsin und GIuC, das gleiche Ergebnis beobachtet werden.

Ein Trypsinverdau der Proteinldsungen bestehend aus pro-HybC und dem Reifungsprotein
HypC, sowie pro-HybC und dem Reifungsprotein HybG zeigte eine HybG-abhangige
Stabilisierung der pro-HybC Variante. Zusammen mit HypC wurde pro-HybC genauso
schnell abgebaut, wie ohne HypC. Diese Kontrolle zeigt, dass nicht interagierende Proteine,
wie HypC und pro-HybC gleichermalRen schnell durch Trypsin abgebaut werden. Jedoch

scheint ein Komplex aus HybG und pro-HybC deutlich stabiler gegentber Trypsin zu sein.

Durch die Auswertung der wahrend des Trypsinverdaus entstandenen Fragmente kdnnten
potentielle durch HybG geschitzte Bereiche identifiziert werden. Diese ermittelten Bereiche
konnten Hinweise fur mdogliche Interaktionsflachen zwischen pro-HybC und HybG liefern.
Abbildung 29 zeigt die theoretisch erstellte Struktur, allerdings basierend auf der HybCoc-
Variante, der grolRen Untereinheit HybC (erstellt mit Phyre). Trypsin spaltet pro-HybC in

einem Ansatz mit HypC und im Komplex mit HybG in verschieden groRe Fragmente
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(Abbildung 14, S.47). In der Abbildung 29 sind alle Trysinschnittstellen in HybC farbig (blau,
rot, gelb) markiert (Lysine und Arginine). Alle blau markierten Schnittstellen liegen verdeckt
vor und sind somit nicht zuganglich fur Trypsin. Da es sich hier um eine theoretisch erstellte
Struktur von HybC,. handelt, konnten die blau markierten Bereiche moglicherweise in der
pro-HybC Variante freizuganglich fur Trypsin vorliegen und zum Abbau des Proteins flhren
(Abbildung 13, S.46). Die rot und gelb markierten Schnittstellen liegen theoretisch frei
zuganglich vor. Da aber kaum Abbau der HybC,-Variante vorlag (Abbildung 13, S.46),
kénnten diese Bereiche moglichweise nicht ausreichen, um die kompakte Struktur mittels
Trypsin aufzuspalten. Werden nun die verschiedenen Gréf3en der durch Trypsin
entstandenen Fragmente in dem Doppel-Trypsin-Verdau zwischen pro-HybC und HypC
sowie pro-HybC und HybG verglichen, féllt auf, dass vor allem die 20 kDa Fragmente in der
SDS-PAGE Analyse von pro-HybC-HybG fehlen bzw. nur sehr schwach zu sehen waren
(Abbildung 14, S. 47). Durch einen Vergleich der Primarstruktur und der Tertiérstruktur von
pro-HybC mit den potentiellen Schnittstellen und den tatséchlich entstandenen Fragmenten
kénnten Bereiche eingegrenzt werden, die durch das Reifungsprotein HybG verdeckt
werden. Da es sich in der theoretischen Struktur allerdings um die HybC,..-Variante handelt,
ist ein Rickschluss auf tatsachliche Interaktionsstellen zwischen HybG und pro-HybC
schwierig. Mdglicherweise sind die blauen Schnittstellen potentiell durch HybG geschiitze
Bereiche in einem pro-HybC-HybG Komplex. Die Auflosung einer Kristallstruktur und
massenspektrometrische Analysen von pro-HybC kénnten zu einer weiteren Aufklarung
beitragen. Zusatzliche wichtige Informationen zu der Konformation des pro-HybC-Proteins
kénnte durch die Auflésung einer Kristallstruktur des pro-HybC-HybG-Komplexes geliefert

werden.
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Abbildung 29: Theoretisch erstellte Tertiarstruktur der grofen Untereinheit HybC,,,c mit den
Trypsinschnittstellen. Die Struktur wurde durch das Programm Phyre an Hand von
Sequenzvergleichen erstellt. Das Protein ist griin markiert. Alle anderen farbigen Bestandteile sind
Trypsinschnittstellen (Lysin und Arginin). Die blau markierten Schnittstellen liegen verdeckt vor und
somit fur Trypsin nicht zuganglich. Die rot und gelb markierten zeigen frei liegende Schnittstellen.

4.3. Welche Aminoséuren in HybG und HypC sind wichtig fur die Erkennung der
grof3en Untereinheiten?

Wie bereits durch diese Arbeit mit unterschiedlichen Experimenten gezeigt, interagieren das
Reifungsprotein HybG und die Apoform der gro3en Untereinheit pro-HybC (Hyd-2), sowie
HybG und das Reifungsprotein HypD miteinander. Unterstiitzt werden diese Ergebnisse
durch die Publikationen von Butland et al., 2006 und Blokesch et al., 2001. Fir das zu HybG
homologe Reifungsprotein HypC wurde durch Drapal und Bdck, 1998 eine Interaktion mit der
Apoform der gro3en Untereinheit der Hyd-3 (pro-HycE) nachgewiesen. Beide
Reifungsproteine sind jeweils spezifisch fur Hyd-2 (HybG) oder Hyd-3 (HypC). Hyd-1 kann
sowohl von HybG als auch HypC aktiviert werden (Blokesch et al., 2001). Diese Entdeckung
deutet daraufhin, dass spezifische Aminoséuren in HybG und HypC fir die Interaktion mit
den groRRen Untereinheiten verantwortlich sind. Hartwig et al., 2015 haben gezeigt, dass eine
heterologe Komplementation eines hypC hybG-Deletionsstammes mit einem Plasmid,
kodierend fur HypC plus HypD aus D. mccartyi, Hyd-1, Hyd-2 und Hyd-3 aus E. coli
aktivieren kann. Vermutlich hat die Kombination von HypC in Verbindung mit HypD aus D.
mccartyi zu einer erfolgreichen Komplementation des Deletionsstammes gefiihrt. Ein
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Primarsequenzvergleich zwischen HybG und HypC aus E. coli und HypC aus D. mccartyi
und HypC aus T. kodakarensis (Abbildung 15, S.48) zeigt eine hohe Ahnlichkeit zueinander.
Jedoch ergeben sich auch drei variable Bereiche, die durch Aminoséureaustausche naher
charakterisiert wurden. Diese Bereiche stellen mdoglicherweise wichtige Regionen der

Proteine fur die spezifische Erkennung der grof3en Untereinheiten der Hydrogenasen dar.

Bisher wurden Aminoséureaustausche in HybG und HypC im N-terminalen Bereich
vorgenommen, um die durch die Reifungsproteine vermittelte Fe(CN),CO-Gruppen
Ubertragung naher zu untersuchen (Soboh et al., 2013; Watanabe et al., 2012; Magalon und
Bdck, 2000a; Blokesch und Bock, 2002; Blokesch et al., 2001). Durch solche Experimente
konnten Magalon und Bdck (2000a) zeigen, dass das Cystein 2 von HypC wichtig fur die
Komplexbildung HypC-pro-HycE ist und Disulfidbriicken nicht Ursache der Interaktion sind.
Blokesch et al. 2001 bewiesen, dass auch das Cystein 2 in HybG eine essentielle Rolle in
der Hydrogenaseaktivierung spielt. Des weiteren konnte schliel3lich das Cytein 2 und das
Histidin 51 des Reifungsproteins HypC fir die Koordination der Fe(CN),CO-Gruppe
identifiziert werden (Watanabe et al., 2012 und Soboh et al., 2013). Nachdem die
Koordination der Fe(CN),CO-Gruppe postuliert wurde, wurde in der vorliegenden Arbeit
versucht in den zuvor durch einen Sequenzvergleich zwischen HypC und HybG lokalisierten
variablen Bereichen Aminoséaurereste zu identifizieren, die fir die Interaktion zwischen den
Reifungsproteinen und den grofRen Untereinheiten erforderlich sind. Dabei wurden sowohl in
nur einem variablen Bereich Aminosdureaustausche vorgenommen bishin zu
Aminosaureaustauschen in allen drei variablen Bereichen gleichzeitig. Ziel war es jeweils
HybG dem Hyd-3 Reifungsprotein HypC ahnlicher zu werden und vise versa HypC dem Hyd-
2 Reifungsprotein HybG &ahnlicher zu werden.

4.3.1. Die HybG +GS/-HQL-Variante fuhrte zur Aktivierung von Hyd-3

Unter den verschiedenen HybG-Varianten fielen zwei besonders auf. Zum einen die HybG
+GS/-HQL Variante, welche neben Hyd-1 und Hyd-2 auch zu Hyd-3 Aktivitatsbanden im
Hydrogenaseaktivitatsgel flhrte. Durch die Aminosaureaustausche in den variablen
Bereichen 1 und 2 scheint HybG dem Reifungsprotein HypC ahnlich genug zu sein, um Hyd-
3 zu aktivieren. Auch die Gaschromatographischen Analysen bestatigen, dass die Hyd-3
Wasserstoff bildet und somit durch die HybG +GS/-HQL-Variante aktiviert werden konnte.
Die dabei ausgetauschten Aminoséuren scheinen essentiell fir die Aktivierung von Hyd-3 zu
sein, nicht jedoch fur Hyd-1 und Hyd-2. Ein Tertiarstruktur Alignment zwischen HypC-Wildtyp
und der HybG +GS/-HQL-Variante zeigt eine hohe Ahnlichkeit zueinander (Abbildung 30). Im
Vergleich dazu zeigt das Alignment zwischen Wildtyp HypC und Wildtyp HybG deutlich
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weniger Strukturahnlichkeit zueinander. Die Aminosdureaustausche in HybG +GS/-HQL

scheinen zu einer Strukurveranderung zu fihren, die eine Aktivierung der Hyd-3 ermdglicht.

Alignment HypC (blau) und HybG (grin) Alignment HypC (blau) und HybG +GS/-HQL (griin)

Abbildung 30: Tertiarstruktur Alignment zwischen HypC und Wildtyp HybG und der HybG
+GS/-HQL Variante. HypC ist blau und Wildtyp HybG bzw. HybG +GS/-HQL sind grin. Das
Tertiarstruktur Alignment wurde mit dem Programm Pymol durchgefihrt.

Neben der gerade vorgestellten Variante, ist HybG -CEGN die zweite auffallige Variante, da
diese zu einem Verlust aller Hydrogenaseaktivitaten fiihrt. Das CEGN-Motiv scheint
essentiell fur die Reifung zu sein. In welchem Ausmal diese Aminosdurereste an der
Hydrogenasereifung beteiligt sind, ist unklar. Aus der Kristallstruktur von HypC von
Watanabe et al., 2012 geht hervor, dass die Aminosauren an Position 46-49 die
Interaktionsflachen zwischen dem Reifungsprotein HypC und HypD bilden. Im Vergleich zu
HypC sind diese Interaktionsregionen in HybG nicht weit von dem CEGN-Motiv entfernt.
Maoglicherweise ist der Hydrogenaseaktivitatsverlust durch HybG -CEGN ein Hinweis auf den
Verlust der Interaktion mit HypD. Ohne die Interaktion mit HypD, kann die Fe(CN),CO-
Gruppe nicht auf die grof3e Untereinheit Ubertragen werden. Ein Sequenzvergleich wie unter
Abbildung 15 im Anhang, zeigt dass das CEGN-Motiv innerhalb der HypC-Familie nur bei
HypC und HybG aus E. coli vorkommt. Dies lasst womdglich Ruckschliisse darauf zu, dass
das CEGN-Motiv nur bei Organismen vorhanden ist, die fir mehr als ein Reifungsprotein aus
der HypC Familie kodieren. Im Fall fur E. coli wird sowohl HypC als auch das Homologon
HybG synthetisiert und beide Reifungsproteine enthalten das CEGN- bzw. CDEN-Motiv. Bei
Organismen wie beispielsweise D. mccartyi und T. kodakarensis existiert nur ein HypC und
diese Proteine haben kein derartiges Motiv. In der Mehrzahl der Organismen fehlen diese
Aminosaurereste. Es sollte vielleicht betont werden, dass es in dieser Arbeit nicht moglich

war, eine der HybG Varianten und auch den Wildtyp mit einem spezifischen Antikorper
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gegen HybG in den Extrakten nachzuweisen. Dies beutet, dass die Kopienzahl des Proteins
niedrig ist. Deshalb kann auch nicht sichergestellt werden, dass die HybG-CEGN-Variante
Uberhaupt  synthetisiert wurde und dies womdglich der Grund fir den
Hydrogenaseaktivitatsverlust war. Allerdings konnte festgestellt werden, dass obwohl eine
Uberproduktion der HybG-Varianten durch eine Induktion der Genexpression zu
nachweisbarem HybG gefuhrt hat, auch gleichzeitig Zu jeglichem
Hydrogenaseaktivitatsverlust fiihrte. Es scheint, dass eine Uberproduktion des HybG-
Proteins zu einer Hemmung der Hydrogenasereifung fihrt. Die mogliche Erklarung fir die

Hemmung der Hydrogenasereifung bleibt noch offen.

4.3.2. Einfache Aminoséureaustausche in HypC fihrten nicht zur Aktivierung von
Hyd-2

Bei HypC wurden ebenfalls spezifische Aminosaurereste in den per Sequenzvergleich
identifizierten variablen Bereichen ausgewéhlt und entsprechend ausgetauscht, um die
Ahnlichkeit zu HybG zu erhéhen und mdéglicherweise eine Hyd-2 Aktivitat zu erwirken. Keine
der neu konstruierten HypC-Varianten fuhrte zu Hyd-2 Aktivitdt. Austausche in nur einem
variablen Bereich brachten nahezu keine Verédnderungen in der Spezifitat des Proteins
hervor. Hyd-3 und Hyd-1 Aktivititen waren immer nachweisbar und auch die
gaschromatographischen Messungen zeigten keine Anderungen verglichen mit dem Wildtyp
HypC in der Gasproduktion. Die Variante mit Aminosaureaustauschen in dem variablen
Bereich 2 (HypC +PAD) war die Einzige, bei der ein Rickgang der Hyd-1 und Hyd-3
Aktivitdten zu verzeichnen waren. Dieses Motiv ist direkt hinter dem CEDN-Motiv, welches im
Fall fur HybG bei Deletion fir den Verlust aller Hydrogenaseaktivitdten verantwortlich war. In
Kombination mit einem Aminoséureaustausch im variablen Bereich 1 (HypC +PAD/+HQL)
war keine Hydrogenaseaktivitdt detektierbar. Einerseits kénnte dieses Ergebnis dafir
sprechen, dass die ausgetauschten Aminosauren maglicherweise fir die Interaktionen mit
den grolRen Untereinheiten der Hyd-1 (HyaB) und Hyd-3 (HycE) wichtig sind, oder dass,
ahnlich wie bei HybG, vor allem die Region im variablen Bereich 2 fir die Interaktion mit
HypD wichtig sind. In jedem Falle scheint die ermittelte Region essentiell fur die Hyd-3 und

Hyd-1 Aktivierung zu sein.

Im Vergleich zwischen HypC und HybG, war es schwer HypC genetisch so zu manipulieren,
dass Uberhaupt eine Veranderung in den Aktivitaten sichtbar wurde. Lediglich zwei Varianten
wurden identifiziert (HypC +PAD und HypC -GS/+HQL/Vspp), die zu einem Rickgang bzw.
Verlust der Hydrogenaseaktivitaten fuhrten. Die beobachteten Ergebnisse lassen vermuten,
dass Hyd-3 eine wichtige Rolle im Stoffwechsel des Organismus einnimmt. Hyd-3 scheint

gegenuber Hyd-2 deutlich wichtiger zu sein. Fiur diese These spricht, dass bislang keine der
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HypC Varianten zu Hyd-2 Aktivitat fuhrte und eine Variante von HybG identifiziert wurde, die
Hyd-3 aktivieren konnte. Selbst eine C-terminal getagte HybG-Wildtyp Variante war teilweise
in der Lage, Hyd-3 zu aktivieren (Abschnitt 3.4). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass
der C-Terminus fir die Aktivierung der Hyd-3 eine wichtige Rolle spielt. Albareda et al., 2012
konnten fir den C-Terminus des in Rhizobium leguminosarum zu HypC homologen Proteins
HupF eine essentielle Rolle in der Stabilisierung der grof3en Untereinheit ermitteln. Dabei
konnte nachgewiesen werden, dass der C-Terminus von HupF sowohl essentiell fur die
Prozessierung der grof3en Untereinheit HupL, als auch fir die Stabilisierung der gro3en
Untereinheit in der Anwesenheit von Sauerstoff ist. Die HypC -GS/+HQL/Vgpp Variante mit
einem verkirzten C-Terminus scheint malgeblich zu einem Hyd-3 Aktivitatsverlust
beizutragen. Gaschromatographische Analysen wiesen nur noch etwa 8% des
Wildtypsniveaus an Gasproduktion nach. Mdglichweise ist dieses Ergebniss ebenfalls ein
Hinweis auf die wichtige Funktion des C-Terminus von HypC fir die Erkennung und
Aktivierung der grof3en Untereinheit der Hyd-3 (HycE).

4.4. Das C-terminale Peptid von pro-HybC und dessen essentielle Kontrollfunktion
hinsichtlich des Tat-abh&ngigen Membrantransports des Heterodimers (HybC-
HybO)

Nachdem der HybC C-Terminus als essentiell fir die durch HybG vermittelte Fe(CN),CO-
Gruppen Ubertragung identifiziert wurde, soll nun in diesem Abschnitt die Auswirkungen des
C-terminalen Peptids auf die kleine Untereinheit HybO und dem Membrantransport des
Heterodimers (HybC-HybO) mittels der Tat-Maschinerie diskutiert werden.

Wie bereits bekannt, wird der C-Terminus nach der Fe(CN),CO-Gruppen Ubertragung durch
HybG-HypD (Hyd-2) bzw. HypC-HypD (Hyd-3) (Soboh et al., 2013; Watanabe et al., 2012),
und der Nickelinsertion (Magalon und Bdck, 2000b; Rossmann et al., 1994), durch eine
spezifische Endoprotease abgespalten (Bock et al., 2006). Erstmals wurde eine
Prozessierung eines C-Terminus von einer groRen Untereinheit in den Organismen
Azotobacter vinelandii und Desulfovibrio gigas nach dem letzten Histidin am C-Terminus
beobachtet (Menon et al., 1993; Gollin et al., 1992b). Nach der Prozessierung findet die
Heterodimerisierung der gereiften groRen Untereinheit mit der gereiften, [FeS]-Kluster-
haltigen kleinen Untereinheit statt. Die in dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse zeigen, dass
die Abspaltung des Tat-Signalpeptids an der kleinen Untereinheit HybO (Hyd-2) von der
Interaktion mit der gereiften grofRen Untereinheit HybC (Hyd-2) abhangig ist. Andererseits
findet die HybC-Reifung unabhéngig von der kleinen Untereinheit, in einem hybO-
Deletionsstamm trotzdem statt. Unterstiitzt werden diese Daten durch Publikationen von

Pinske et al., 2011 und Magalon und Boéck, 2000b. Beide Forschergruppen konnten
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nachweisen, dass die groRen Untereinheiten der Hydrogenasen auch in Abwesenheit der
kleinen Untereinheiten prozessiert vorliegen. Zudem konnte auch in R. eutropha eine gereifte
grol3e Untereinheit in Abwesenheit der kleinen Untereinheit detektiert werden (Winter et al.,
2005). Des Weiteren verdeutlichen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die
ungereifte grofe Untereinheit der Hyd-2 (pro-HybC), in Abwesenheit wichtiger
Reifungsproteine und HybO, im Cytoplasma stabil zu sein scheint, da diese nicht schnell
abgebaut wird. Studien von Soboh et al., 2012 zeigten, dass ein [FeS]-Kluster alternativ in
das aktive Zentrum der groRen Untereinheit inseriert wird, um HybC mdglicherweise bis zum

[NiFe]-Kofaktor Einbau bzw. bei nicht erfolgter Kofaktorsynthese zu stabilisieren.

Ein an der kleinen Untereinheit (HybO) N-terminal lokalisiertes Tat-Signalpeptid (Berks,
1996) ist unabdingbar fur die erfolgreiche Membraninsertion des Hydrogenase Heterodimers.
Fur Hydrogenasen in R. eutropha und Wolinella succinogenes wurde ebenfalls dieses
wichtige Tat-Motiv identifiziert (Bernhard et al., 1996; Gross et al. 1999). Fur Hyd-2 aus
E. coli wurde durch Rodrigue et al., 1999 ein Tat-abhangiger Transport des HybC-HybO
Heterodimers durch das an HybO lokalisierten Tat-Signalpeptid entdeckt. Weiterfilhrende
Untersuchungen verdeutlichen, dass nur korrekt gefaltete und kofaktor-enthaltene Proteine
mittels der Tat-Maschinerie Uber die Cytoplasmamembran transportiert werden (Delisa et
al., 2003; Yahr und Wickner, 2001). Zudem wurden Chaperone mit moéglicher proof-reading
Funktion fur den Tat-abhangigen Transport durch das Tat-Signalpeptid erforscht (Dubini und
Sargent, 2003). Dabei wurden HyaE (Hyd-1) und HybE (Hyd-2) als Tat-Signalpeptid
maskierende Chaperone identifiziert. Im Jahr 2004 wiesen Jack et al. nach, dass nur eine
gereifte grof3e Untereinheit zu einer Demaskierung des durch HybE gebundenen Tat-
Signalpeptids fuhrt. Sie detektierten die Insertion der kleinen Untereinheit in die Membran
ohne die grolRe Untereinheit in einem hybE-Deletionsstamm. Diese Tatsachen beweisen,
dass HybE und dessen Bindung an das Tat-Signalpeptid der kleinen Untereinheit den
vorzeitigen Membrantransport des unvollstdndigen aktiven Zentrums im HybC-HybO Dimer
mittels Tat-Maschinerie verhindert. Ein weiteres Beispiel fir Chaperone, die ein Tat-
Signalpeptid binden und somit den vorzeitigen Transport via der Tat-Maschinerie inhibieren,
ist das DmsD Chaperon, welches an die Tat-Signalpeptide der DMSO- und TMAO-
Reduktase bindet (Oresnik et al., 2001).

Entgegengesetzt zu den bisherigen Studien Uber die Tat-Maschinerie konnte zum ersten Mal
in dieser Arbeit ein [NiFe]-Kofaktor-freies HybC,,.-HybO Heterodimer via Tat-Translokon
Uber die Cytoplasmamembran transportiert werden. Diese Versuche wurden mit einer
genetisch prozessierten HybC Variante (HybC.c), hervorgerufen durch Insertion eines
Stoppkodons vor dem C-terminalen Ende der grof3en Untereinheit, durchgefiihrt (Abbildung

5, S$.36). Diese Variante der grof3en Untereinheit fihrte zu einer Dimerisierung mit der
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kleinen Untereinheit, einer Tat-Signalpeptid Abspaltung an HybO und somit zu einer
Membrantranslokation durch die Tat-Maschinerie. Als Beweis dafir, dass die HybCpc-
Variante keinen [NiFe]-Kofaktor inseriert hatte, wurde ein Plasmid, kodierend fiir diese
Variante, in fur verschiedene Reifungsproteine defiziente Stamme eingeflihrt, synthetisiert
und mittels Hyd-2 Antikérper in dem Zellextrakt nachgewiesen. Dabei zeigte sich, dass die
HybC,..-Variante sowohl in einem hypF- als auch hybG-defizienten Stamm ein Heterodimer
mit HybO bildet und in dessen Tat-Signalpeptid Abspaltung resultiert. Sobald eines der
beiden Reifungsgene nicht vorliegt, kann das aktive Zentrum nicht korrekt in die groRRe
Untereinheit inseriert werden (Bock et al.,, 2006). Diese Ergebnisse beweisen, dass die
HybC,.. Variante [NiFe]-kofaktorfrei ist. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass
diese Variante vollkommen ohne Kofaktor ist, da Studien von Soboh et al., 2012 zeigten,
dass mdoglicherweise zum Schutz vor Abbau der grof3en Untereinheit, alternativ ein [FeS]-
Kluster zur Stabilisierung und korrekter Faltung der Untereinheit inseriert wird. Die
Mdglichkeit, die Tat-Maschinerie mittels genetisch prozessierten, [NiFe]-kofaktorfreien HybC
(HybCyoc) zu tauschen, deutet daraufhin, dass diese nicht die Qualitatskontrolle der
Substratfaltung Gbernimmt. Es scheint, dass ausschliel3lich die Abwesenheit des C-
terminalen Peptids der grof3en Untereinheit die korrekte Konformation signalisiert und der
Membrantransport des Heterodimers durch die Tat-Maschinerie eingeleitet wird. Das Tat-
System nimmt offensichtlich keine Kontrolle der Kofaktoreninsertion vor, sondern pruft
lediglich die korrekte Faltung des Proteins. Das HybC,-HybO Heterodimer muss eine
native Konformation aufweisen, da nur nativ gefaltete Substrate via Tat-Translokon
transportiert werden (Jack et al., 2005; Jack et al., 2004).

Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen, dass das HybC,.-HybO Heterodimer
membrangebunden vorliegt. Diese Untersuchungen wurden mittels Membranfraktionierung
per Ultrazentrifugation durchgefihrt. Mehrere Waschschritte mit hoheren NacCl-
Konzentrationen sollten das fehlerhafte Anhaften an der inneren Seite der Membran
verhindern. Der Tat-abhangige Transport des HybC.-HybO Heterodimers wurde durch die
Uberpriifung der Membranlokalisation in einem tat-Deletionsstamm bestétigt. In diesem
Deletionshintergrund liegt weder die HybC-Wildtypvariante, noch die HybC,..-Variante
membrangebunden vor. Zudem wurde mittels Sphéaroplastenisolation und anschlieRender
Trypsinbehandlung die korrekte Ausrichtung der grofen Untereinheit in das Periplasma
untersucht. Dazu wurde die aul3ere Membran lysiert und durch die Trypsinbehandlung alle in
das Periplasma gerichteten Proteine abgeltst. Als Kontrolle wurde ein Teil der Zellen mit
Trypsin behandelt und der andere nicht. Nach dem Aufschluss der Zellen und der
Membranfraktionierung konnte mittels Hyd-2 Antikorper die verschiedenen Varianten der

groBen Untereinheiten entsprechend lokalisiert werden. Die HybC..-Variante konnte, genau
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wie Wildtyp HybC, ohne Trypsinbehandlung in der Membranfraktionen detektiert werden und
mit Trypsinbehandlung nicht. Das bedeutet, die HybC,.-Variante ist korrekt dem Periplasma
zugewandt ausgerichtet und somit konnte diese Variante genau wie der Wildtyp durch

Trypsin abgel6st werden.

Zusammenfassend zu diesen Untersuchungen konnte eine genetisch prozessierte und nativ
gefaltete HybC,.-Variante erstellt werden, die trotz fehlenden [NiFe]-Kofaktor ein
Heterodimer mit der kleinen Untereinheit HybO bildet, und dieses mittels Tat-Signalpeptid an
HybO Uber die Cytoplasmamembran transportiert wird und dem Periplasma korrekt
ausgerichtet, vorliegt. Auch bei der Molybden-Kofaktorfreien Variante der Di-
Methylsulfoxidreduktase (DMSQO) aus Rhodobacter sphaeroides WS8 konnte ein Tat-

abhangiger Transport nachgewiesen werden (Buchanan et al., 2001).

Das C-terminale Peptid scheint in der Hydrogenasereifung eine wichtige Kontrollfunktion zu
Ubernehmen. Zum einen ist der C-Terminus der grof3en Untereinheit wichtig fur die
Ubertragung der Fe(CN),CO-Gruppe, dient der Aufrechterhaltung der Konformation wéhrend
des Kofaktoreinbaus und wird erst abgespalten, wenn der gesamte Kofaktor korrekt inseriert
wurde. Zum anderen flhrt die Abspaltung des C-terminalen Peptids zu einer
Konformationsénderung der gro3en Untereinheit und Initierung der Dimerisierung mit der
kleinen Untereinheit, um anschlieRend als Heterodimer via dem Tat-Translokon Uber die

Cytoplasmamembran transportiert zu werden.

Auch in anderen Systemen wurde bereits gezeigt, dass C-terminale Peptide wichtige
Funktionen Ubernehmen, wie zum Beispiel die Aufrechterhaltung einer bestimmten
Konformation (Talapatra et al., 2015). Dabei handelt es sich um das MCAK Motorprotein,
welches durch dessen C-terminales Peptid hinsichtlich Strukturdnderungen und Aktivitat
kontrolliert wird. Wiederum belegen Studien mit der regulatorischen Hydrogenase aus
R. eutropha und der energie-konservierenden Hydrogenase (Ech) aus extremen
Thermophilen und Methanogenen, dass auch Hydrogenasen ohne eine C-terminale
Verlangerung maturiert werden kdnnen (Friedrich et al., 2005; Soboh et al., 2004). Allerdings

ist der [NiFe]-Kofaktoreinbau in diesen Hydrogenasen noch ungeklart.

4.5. Die essentielle Kontrollfunktion des C-terminalen Peptids im

Hydrogenasereifungsmechanismus in einem Modell erklart

Zusammenfassend fiur alle erhaltenen Ergebnisse kann die essentielle Kontrollfunktion des
C-terminalen Peptids in einem Modell erklart werden. Abbildung 31 Teil 1 zeigt die Reifung
der Wildtyp-Hyd-2. Die Apoform der grol3en Untereinheit der Hyd-2 (pro-HybC) hat ein durch

den C-Terminus vermutlich offen gehaltenes, noch leeres aktives Zentrum. Die Hyp-
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Maschinerie, bestehend aus HypF, HypE, HypD und HybG, liefern die Fe(CN),CO-Gruppe
des Kofaktors. Die Daten zeigen, dass nur die Apoform der groRen Untereinheit mit HybG
(und wahrscheinlich dem Komplex bestehend aus D, E und F — aber HybG vermittelt den
Kontakt zur groRen Untereinheit) interagiert, nicht jedoch die maturierte HybC Variante. Das
spricht fir die besondere Rolle des C-Terminus in dieser Interaktion. Jedoch wurde auch
nachgewiesen, dass der C-Terminus per se keine Interaktionsflache fur die Hyp-Maschinerie
bzw. Erkennungssequenz fir die spezifischen Proteasen darstellt. Dennoch Ubernimmt der
C-Terminus eine wichtige Funktion im Reifungsprozess, welche auch durch die Ergebnisse
mit der HyaB™"“-Variante unterstiitzt wurden. Zudem konnte eine Konformationsanderung
der grof3en Untereinheit nach der Insertion des [NiFe]-Kofaktors und der anschlieRenden
Prozessierung durch die spezifische Protease (HybD), detektiert werden. Die vorgestellten
Ergebnisse fuhren zu der Hypothese, dass der C-Terminus die Konformation der grof3en
Untereinheit bis zur vollstandigen Insertion des [NiFe]-Kofaktors offen halt und die
Prozessierung den SchlieBmechanismus des aktiven Zentrums einleitet. In dem Fall wirde
der C-Terminus eine entscheidende Rolle in der Kontrolle des Reifungsmechanismus
einnehmen. Hauptséchlich die Abspaltung des C-terminalen Peptids signalisiert die korrekte
Insertion des aktiven Zentrums. Woraufhin auch erst die Heterodimerisierung mit der kleinen
Untereinheit HybO und der Tat-abhangige Membrantransport erfolgt. Ergebnisse, die diese
Hypothese unterstiitzen, sind durch die Experimente mit der genetisch prozessierten
HybC,.. Variante geliefert worden. Diese Variante der grof3en Untereinheit wurde durch eine
Stoppkodoninsertion genetisch prozessiert und enthalt keinen [NiFe]-Kofaktor. Die genetisch
prozessierte HybC,.-Variante fihrte in samtlichen Hydrogenase defizienten Stammen zu
einer Heterodimerisierung mit HybO und einem sich anschlieBenden Membrantransport via
Tat-Maschinerie (Abbildung 31, Teil 2). Durch die Produktion von HybC. in Stammen mit
Deletionen in Genen, kodierend fir essentielle Reifungsproteine, konnte bewiesen werden,
dass definitiv kein [NiFe]-Kofaktor enthalten sein konnte. Ob ein alternativer Kofaktor
eingebaut wurde, bleibt derzeitig noch ungeklart. Lediglich kdnnte vermutet werden, dass
das aktive Zentrum nicht leer ist, da Studien von Soboh et al., 2012 zeigten, dass
maoglicherweise einen [FeS]-Kluster als SchutzmalRnahme vor Abbau inseriert werden kann.
Zudem scheint die HybC,-Variante eine native Konformation zu haben, da nur nativ
gefaltete Substrate durch die Tat-Maschinerie Uber die Membran transportiert werden (Jack
et al.,, 2005; Jack et al., 2004). Wiederum ist auch hier allein die Prozessierung des C-
Terminus das Signal fur den Membrantransport. Es scheint als fihre die Tat-Maschinerie
nicht wie Ursprunglich angenommen (DelLisa et al., 2003; Yahr und Wickner, 2001) eine
Qualitatskontrolle des korrekt inserierten aktiven Zentrums durch. Wirde diese Kontrolle
erfolgen, ware es nicht moglich eine [NiFe]-kofaktorfreie groRe Untereinheit in der Membran

nachzuweisen.
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Abbildung 31: Modell zur Veranschaulichung der Kontrollfunktion des C-terminalen Peptids im
Hyd-2 Reifungsmechanismus. Modifiziert nhach Thomas et al., 2015. Die grol3e Untereinheit der
Hyd-2 (HybC) ist rot, die kleine Untereinheit der Hyd-2 (HybO) ist blau dargestellt. Siehe den Text fur
eine Erklarung.

Fir zukinftige wirtschaftliche Interessen hinsichtlich der Einsetzbarkeit der Hydrogenasen
als geeigneter Wasserstoffproduzent bzw. auch als Energielieferent aus der
Wasserstoffverwertung konnten die vorliegenden Studien von grofem Nutzen sein.
Hydrogenasen aus E. coli werden ausschliel3lich unter anaeroben Wachstumsbedingungen
synthetisiert und aktiviert (Wu und Mandrand, 1993). Von wirtschaftlichem Interesse wére
beispielsweise eine funktionale Hydrogenase unter aeroben Bedingungen. Die vorliegende
Arbeit zeigt, dass ein aktives Zentrum womdglich zugunsten einer Sauerstoffresistenz
verandert werden kdnnte und somit wirtschaftlich nutzbarer gestaltet werden kénnte. Vorbild
kann neben den gut charakterisierten [NiFe]-Hydrogenasen aus E. coli auch die unter
aeroben Bedingungen gebildeten Hydrogenasen aus R. eutropha sein (Jones et al., 2004).
Aktuelle Untersuchungen zeigen, dass ein Aminosaureaustausch in der grof3en Untereinheit
der Hyd-1 aus E. coli bereits zu einer Verdopplung der Wasserstoffproduktion, bei
gleichbleibender Sauerstofftoleranz, fihrt (Flanagan et al., 2016). Die Wissenschaftler
wahlten dabei eine Aminosaure, die hoch konserviert im aktiven Zentrm der
sauerstofftoleranten Hydrogenasen vorkommt (Glutamin E73) und ersetzten diese durch das
in sauerstoffsensitiven Hydrogenasen vorkommenden Glutamat (Q). Die Austauschvariante
der groRBen Untereinheit der Hyd-1, E73Q, zeigt im Vergleich zum Wildtyp in
elektrochemischen Experimenten gleichbleibende H,-Oxidation und Sauerstofftoleranz,
jedoch eine Verdopplung der H,-Produktion. Die Studien der vorliegenden Arbeit als auch

andere aktuelle Studien leisten einen Beitrag zur Aufklarung der zum Nachbau geeigneten
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Modelle der Hydrogenasen, um diese wirtschaftlich als alternative, kostengunstige und

Okologische Energiequelle funktional zu produzieren.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde hauptséchlich auf die Rolle des C-terminalen Peptids an
der gro3en Untereinheit HybC und auf die Interaktion der Reifungsproteine HybG und HypC
mit pro-HybC fokusiert. Zunachst konnte eine Interaktion des Reifungsproteins HybG mit der
Apoform der grof3en Untereinheit (pro-HybC) identifiziert werden. Das C-terminale Peptid
von HybC schien dabei eine essentielle Rolle zu spielen, da HybG keine Interaktion mit der
prozessierten HybC Variante eingeht. Allerdings konnte das C-terminale Peptid durch
Terminiaustausch Versuche als Interaktionsplattform fur die HybG-Hyp-Maschinerie
ausgeschlossen werden. Auch fir die Proteasen scheint der C-Terminus nicht als einzige
Erkennungsequenz zu dienen. Dem C-Terminus muss eine andere essentielle Funktion
zukommen. Analysen der Strukturen von pro-HybC und HybC,.. (genetisch prozessiert)
zeigten markante Unterschiede. Ein limitierter Trypsinverdau zeigte eine deutlich héhere
Proteaseresistenz der HybC,,. Variante gegeniiber der pro-HybC Apoform. Diese Tatsache
spricht fir eine starke Strukturveranderung nach der C-terminalen Prozessierung. Das
wiederum unterstitzt eine Konformation-bestimmende Funktion fir den C-Terminus wahrend
der [NiFe]-Kofaktorinsertion. Moéglichwerweise halt der C-Terminus die Konformation der
grol3en Untereinheit offen und erleichtert somit die Kofaktorinsertion. Nach abgeschlossener
Kofaktorinsertion wird der C-Terminus abgespalten und die Konformation andert sich, um
das aktive Zentrum zu verschlieRen. Dariiber hinaus wurden die Reifungsproteine HybG
(Hyd-1 und Hyd-2) und HypC (Hyd-1 und Hyd-3) naher untersucht. Es wurden verschiedene
Aminosaureaustausche vorgenommen, um Aminosaurereste zu identifizieren, die fur die
Aktivierung der jeweiligen grof3en Untereinheiten der Hydrogenasen verantwortlich sind. Es
wurden speziell Aminosauren ausgetauscht, die zu einer Erhéhung der Ahnlichkeit zwischen
HybG und HypC fiihren. Die Uberpriifung der Hydrogenaseaktivitaten zeigte, dass die HybG
+GS/-HQL Variante neben der zu erwartenden Hyd-2-Aktivitat auch zu einer Hyd-3-Aktivitat
fuhrte. Die  Hyd-3-Aktivitat konnte  mittels  Hydrogenaseaktivitatsfarbung  und
Gaschromatographischen Studien bestatigt werden. Dieser Aminosaureregion scheint also
wichtig fur die Hyd-3 Aktivierung zu sein. Im Umkehrschluss konnte keine HypC-Variante
identifiziert werden, die in der Lage war neben Hyd-3 auch Hyd-2 zu aktivieren. Nach der
Kofaktorinsertion erfolgen die Prozessierung der groRen Untereinheit und die
Heterodimerisierung mit der kleinen Untereinheit. Untersuchungen zeigten, dass die Reifung
der grof3en Untereinheit unabh&ngig von der kleinen Untereinheit stattfindet. Jedoch erfolgt
die Abspaltung des Tat-Signalpeptids der kleinen Untereinheit nur nach vorangegangener
Kofaktorinsertion in die grof3e Untereinheit. Zudem wurde gezeigt, dass eine [NiFe]-
kofaktorfreie groRe Untereinheit (HybC,.) mit der kleinen Untereinheit HybO ein

Heterodimer bildet und via die Tat-Maschinerie in die Membran transportiert wird.
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6. Ausblick

Mehrere Experimente bzw Fragestellungen stehen noch offen. Die Schliisselfragestellungen
sind folgendermal3en:

1. Interaktionsanalysen des HybG-pro-HybC Komplexes

Chemische Quervernetzungs-Versuche koénnten die Interaktion bestatigen und zuséatzliche
Information Uber die Interaktionregionen liefern. Schlie3lich konnten Kristallstrukturanalysen

die genaue Interaktion zwischen beiden Proteinen aufschliisseln.

2. Konformationsanderung der grof3en Untereinheit nach der Prozessierung

Zur Bestatigung der Konformationsanderung der groBen Untereinheit nach der
Prozessierung durch die spezifische Protease konnte ein CD-Spektrum aufgenommen
werden. Unterschiede in der Sekundarstruktur konnten mittels Far-UV und Unterschiede in
der Tertiarstruktur kdnnten mittels Near-UV ermittelt werden. Dazu muissen ausreichend pro-
HybC und HybC,. gereinigt werden.

3. Analysen der verschiedenen HybG und HypC Varianten hinsichtlich ihrer Interaktion

mit den grofRen Untereinheiten

Die HybG-CEGN Variante verliert die Fahigkeit eine der drei Hydrogenasen zu aktivieren.
Um mehr Uber die Ursache herauszufinden, misste getestet werden, ob diese Variante noch
mit pro-HybC interagiert. Dieser Test kann einerseits mittels gemeinsamer Uberproduktion
und anschlieRender gelelektrophoretischer Auftrennung des Zellextraktes unter nicht
denaturierenden Bedingungen und dem Nachweis beider Interaktionsparter per Antikorper
erfolgen. Andererseits kdnnten in vitro Interaktionsstudien der gereinigten Proteine oder ein
gemeinsamer Trypsinverdau Aufschluss Uber eine vorhandene Interaktion geben. Zudem
sollten Interaktionsstudien mit dem Reifungsprotein HypD durchgefiihrt werden, um eine
fehlerhafte Interaktion mit HypD auszuschlielen. Dartber hinaus konnte eine
Zufallsmutagenese des hypD-Gens durchgefiihrt werden, um nach Hydrogenase-positiven
Klonen zu suchen. Solche mutierten hypD-Gene wirden fur HypD Proteine kodieren, welche
Aminosaureaustausche, die fur die Interaktion mit den Aminosdurereste CEGN in HybG

wichtig sind, besitzen.

HypC aus D. mccartyi komplementiert alle drei Hydrogenasen in E. coli, jedoch nur
zusammen mit HypD aus D. mccartyi. In der Arbeit ist es nicht gelungen eine HypC Variante
zu konstruieren, die Hyd-2 aktivieren kann. Mdéglicherweise sollten alle konstruierten
Varianten gemeinsam mit dem HypD aus D. mccartyi in einen hypC hybG-defizienten Stamm

transformiert und auf Hydrogenaseaktivitat untersucht werden.
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Anhang

Ubersicht tiber die verwendeten Primer

Tabelle 13: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide (Primer)

Primer Sequenz 5‘-3f Verwendung
Bam-G-AS2for AAGGATCCTGTATTGGCGTT  Amplifiziert hybG von 5’ und flugt
CCAGGCCAGG Bam HI Schnittstelle an; zur
Klonierung von hybG in pJW234
an das 3'Ende einer Octahistidin
kodierenden Gensequenz
Xhol-G-nt249rev GGCTCGAGTACCGCGCTGGT Amplifiziert hybG von 3’ und flgt
AATGTCGTAATC C’ Xho | Schnittstelle an; zur
Klonierung von HybG in pJW234
Valin statt StopppKodon
Nco-G-AS2for AACCATGGCGTGTATTGGCG Amplifiziert hybG Richtung 3’ von,
TTCCAGGCCAGG einschlieB3lich, AS 92; fugt vor

dieser ein fur Alanin kodierendes
Kodon an (entfernt i.d.R den N-
terminalen His-tag raus)

Nde-G-AS2for

AACATATGTGTATTGGCGTTC
CAGGCCAGG

Amplifiziert hybG von & fugt N’
Ndel Schnittstelle an; zur
Klonierung von hybG in pET-30a"
mit C-terminalen His-tag

hybG-Bsal for

ATGGTAGGTCTCAAATGTGTA
TTGGCGTTCCAG

hybG wird vom 5"Ende amplifiziert,
um eine N'terminale Bsa |
Schnittstelle anzufiigen

hybG-Bsal rev ATGGTAGGTCTCAGCGCTAA  hybG wird vom 3"Ende amplifiziert,
TGTCGTAATCCAT um eine C'terminale Bsa |

Schnittstelle anzufiigen
Xhol-G  249Stopp GGCTCGAGTCACGCGCTGGT Amplifiziert hybG von 3 fugt C
rev AATGTCGTAATC Xho | Schnittstelle an; zur

Klonierung von hybG in pJW234
StopppKodon

hybC-C-Terminus
for

GGGCCCGGATCCGTAGTGGA
TGCTGACGGCAACGAAGTGG
TTTCA

hybC-C-Terminus
rev

AATTCCCTCGAGTTACAGAAC
CTTCACTGAAACCACTTCGTT
GCC

Annealing der Megaprimer und
anschlielende Klenow Fragment
Verlangerung fuhren zu Erhalt des
hybC-C-Terminus mit BamHI und
Xhol Schnittstellen an N- und C-
Terminus fir die Klonierung in den

pzl Vektor
hybCproc +AUG TGTGCGGTACACTAAATGGT  Basenaustausch im hybC Gen
for AGTGGATGCTGACGGC kodierend fur ein StartKkodon an
hybCproc +AUG GCCGTCAGCATCCACTACCA  Position 553 (ATG) umkloniert, um
rev TTTAGTGTACCGCACA HybC und HybC-C-Terminus in
trans komplementieren zu kénnen
hybG+GS for GGGGAATATCGCCCTGATTG Baseninsertion im hybG Gen
GCAGCTGTGAAGGTAACCCT  kodierend fur die Aminoséauren GS
hybG+GS rev GGGGAGGGTTACCTTCACAG (Position 34-35)
CTGCCAATCAGGGCGATATT
hybG-HQL for GGGGGTCGGTGAAGATATTG Basendeletion im hybG Gen
CGCAGGTTGAAGTA kodierend fir die Aminosauren
hybG-HQL rev GGGGTACTTCAACCTGCGCA HQL (Position 17-19)

ATATCTTCACCGAC
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hybG-CGEN for GATGTGAATATCGCCCTGATT Basendeletion im hybG Gen
CCTGCCGATCTACTGGGCCA kodierend fur die Aminosauren
G CEGN (Position 34-37)
hybG-CGEN rev CTGGCCCAGTAGATCGGCAG
GAATCAGGGCGATATTCACA
TC
hybG Stoppp Y for CTGCGCCAAATGGATTAGGA Punktmutation im hybG Gen
CATTACCAGCGCG kodierend fur ein StopppKodon (Y
hybG Stoppp Yrev CGCGCTGGTAATGTCCTAAT  wurde in StopppKodon
CCATTTGGCGCAG umgewandelt TAG)
hypC+HQL for ATTGACGGCAACCAGCATC Baseninsertion im hypC Gen
AACTCGCGAAAGTCGACG kodierend fir die Aminosauren
hypC+HQL rev GACGTCGACTTTCGCGAGT HQL (Position 17-19)
TGATGCTGGTTGCCGTCA
hypC-GS for GATTTAACGTTAGTCTGCG Basendeletion im hypC Gen
ATGAAAACGGT kodierend fur die Aminosauren GS
hypC-GS rev ACCGTTTTCATCGCAGACT  (Position 34-35)
AACGTTAAATC
hypC-VStopp for CAAAACATGTTTGACTAAGAG Punktmutation im hypC Gen
CCGGATGTCGGC kodierend fiir ein StopppKodon
hypC-VStopp rev GCCGACATCCGGCTCTTAGT (V77 wurde in StopppKodon
CAAACATGTTTTG umgewandelt TAG)
hypC-GStopp for GTTGAGCCGGATGTCTGAGC Punktmutation im hypC Gen
GCTGTTGTATGGC kodierend fiir ein StopppKodon
hypC-GStopp rev GCCATACAACAGCGCTCAGA (V82 wurde in StopppKodon
CATCCGGCTCAAC umgewandelt TAG)
hypC+PAD for CAGCTGCGATGAAAACCCTG  Aminosaureaustausch HypC an
CGGACCGCGTGGGCCAGTG  Postion 40-42 (GQP gegen PAD)
GGTAC
hypC+PAD rev GTACCCACTGGCCCACGCGG
TCCGCAGGGTTTTCATCGCA
GCTG
FOR HyaB CCCGGAGGTCTCCGCGCATG Amplifiziert hyaB von 5"Ende und
AGCACTCAGTACGAAAC fugt N"-Terminal BSAI Schnittstelle
an zur Kolnierung in pASK-IBAS.
For HyaB-C- AAATTAGCATGGCCTGTGCG  Annealing der Megaprimer mit
Terminus -Mega GTACACGTGCTGGGCGACGA anschlieRender Klenow Fragment
CGGTAGCGAG CTGATC Verlangerung fuhrt zur
Rev HyaB-C- AACGGGGGTCTCCTATCATT  Konstruktion des vom 3'Ende
Terminus-Mega AACGCACCTGCACGGAGATC amplifizierenden reverse Primer,
AGCTCGCTACC um den HyaB C-Terminus an
HybC zu fusionieren und durch
eine BSAI Schnittstelle in pASK-
IBA3 zu klonieren
FOR HybC CCCCAAGGTCTCCGCGCATG Amplifiziert hybC von 5"Ende und
AGCCAGA GAATTACTAT fugt N"-Terminal BSAI Schnittstelle
an zur Kolnierung in pASK-IBAS.
For HybC-C- AAATTAGCCTCGCCTGTTCAA Annealing der Megaprimer mit
Terminus -Mega CACACGTAGTGGATGCTGAC anschlieBRender Klenow Fragment
GGCAACGAAGTGGTT Verlangerung fahrt zur
Rev HybC-C- CCCGGGGGTCTCCTATCATT  Konstruktion des vom 3"Ende

Terminus-Mega

ACAGAACCTTCACTGAAACCA
CTTCGTTGCC

amplifizierenden reverse Primer,
um den HybC C-Terminus an
HyaB zu fusionieren und durch
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eine BSAI Schnittstelle in pASK-
IBA3 zu klonieren
hypF-k.o. for GGGGAACAACTGAGCGCAGA Kontrollprimer zur Uberpriifung der
hypF-k.o. rev AAAGCTTCGCGCCTTTGTGG  Deletion des hypF Gens
hybG-k.o. for AAAGCCACGGAACGGTGGCG Kontrollprimer zur Uberprifung der
hybG-k.o. rev GGGCCGCTGAATGAGCAGTT Deletion des hybG Gens
hypC-k.o. for GGGCCACTGAAATATCCGCA  Kontrollprimer zur Uberpriifung der
TAT Deletion des hypC Gens
hypC-k.o. rev AAACGGACCGTGGATAAACT
CAA
hybC-k.o. for GGGGCAACCTGGCGTCTGAC Kontrollprimer zur Uberpriifung der
hybC-k.o. rev AAATTTCGAGACAATGGCAT  Deletion des hybC Gens
hybD-k.o. for GGGTCAACCTGGAACTCTGG  Kontrollprimer zur Uberpriifung der
T Deletion des hybD Gens
hybD-k.o. rev AAAGGCCGGGGAAGATAACT
G
hyaD-k.o. for GGGTTTTTCTACTGGACGGG  Kontrollprimer zur Uberpriifung der
T Deletion des hyaD Gens
hyaD-k.o. rev AAAATAGTCGGGAAACTCGC
G
hybE-k.o. for AAACCTGGCCGACGT Kontrollprimer zur Uberpriifung der
hybE-k.o. rev CCCGGGCGGGTTTAT Deletion des hybE Gens
hyaE-k.o. for AAAGACTACGGCGGT Kontrollprimer zur Uberpriifung der
hyaE-k.o. rev CCCGCCCAACGGCGG Deletion des hyaE Gens
hyaF-k.o. for AAACCCGACTATACA Kontrollprimer zur Uberpriifung der
hyaF-k.o. rev CCCCAAATAAAAAGT Deletion des hyaF Gens
Strep up GACGCAGTAGCGGTAAACG vektorkodierter reverse Primer flr
pASK-IBA Vektoren
Strep down AGAGTTATTTTACCCTCCCT vektorkodierter forward Primer fur

pASK-IBA Vektoren
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Abbildung 32: SDS-PAGE Analyse der limitierten Proteolyse mittels Chymotrypsin von pro-
HybC und HybC.. Gereinigtes pro-HybC und HybC. (100 ug Protein) wurden zusammen mit 1 pg
Chymotrypsin
Chymotrypsin wurden in regelmafRigen Abstéanden 10 pl Probe (10 pg) entnommen, sofort in SDS-
Probenpuffer gekocht und mittels SDS-PAGE analysiert. Die Féarbung erfolgte mit PAGE Blue Protein
staining solution (Thermofisher Scientific).

inkubiert.

Die Chymotrypsin-Inkubation erfolgte bei 37 °C. Nach Zugabe von
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Abbildung 33: SDS-PAGE Analyse der limitierten Proteolyse mittels GluC von pro-HybC und
HybCproc. Gereinigtes pro-HybC und HybCc (100 pg Protein) wurden zusammen mit 1 pg GluC
inkubiert.. Die GluC-Inkubation erfolgte bei 37 °C. Nach Zugabe von GIuC wurden in regelmafiigen
Abstéanden 10 pl Probe (10 pug) entnommen, sofort in SDS-Probenpuffer gekocht und mittels SDS-
PAGE analysiert. Die Farbung erfolgte mit PAGE Blue Protein staining solution (Thermofisher
Scientific).

HybG-E.c. MCIGVPGQVLAVGEDIHQLAQVEVCGIKRDVNIALI--CEGNPADLLGQWVLVHVGFAMS
HypC-E.c. MCIGVPGQIRTIDGN---QAKVDVCGIQRDVDLTLVGSCDENGQPRVGOQWVLVHVGFAMS
HypC-A.v. MCLAIPVRIEELLDE--QSAVACIGGLRKTINVALL-—----—- DDLKVGDYVILHVGFALQ
HypC-R.e. MCLAIPARLVELQAD--QQGVVDLSGVRKTISLALM-—-—-—--—- ADAVVGDYVIVHVGYAIG
HypC-D.m. MCLAVPAKIISLED---SVAEVDLNGTTYKASVMLT------ PEAKVGDYVLLHTGYAIQ
HypC-T.k. MCLAVPGKVIEVNG---PVAVVDFGGVKREVRLDLM-—-—-—-—- PDTKPGDWVIVHTGFAIE
ARk oo : ... % H Frokook ko
HybG-E.c. IIDEDEAKATLDALROMDYDITSA-———====——————
HypC-E.c. VINEAEARDTLDALQNMFDVEPDVGALLYGEEK-=-=--—
HypC-A.v. KLDEAEAQRTLALLAELGRLAEAEQAAQGEAP——-———-
HypC-R.e. KIDPEEAERTLRLFAELERVQPPASEPMHGMNIHQEPA
HypC-D.m. VIDEKDALETLEIFKQOMEML-=-=-———————————————
HypC-T.k. KLDEKKAMEILEAWAEVEKAMEGF -—-—==-====—=————

* * ..

Abbildung 34: Sequenzvergleich zwischen verschiedenen HypCs aus der HypC-Familie. E.c.
Escherichia coli, A.v. Azotobacter vinelandii, R.e. Ralstonia eutropha, D.m. Dehalococcoides mccartyi,
T.k. Thermococcus kodakarensis.
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