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1. EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Wolfram wurde durch die nahezu identischen chemischen Eigenschaften traditionell als Antagonist der
biologischen Funktionen des Molybdans betrachtet. Molybdan ist as bioaktives Metall ubiquitéar ver-
breitet. Sowohl Eubacteria al's auch Archaea und Eukarya besitzen Molybdén-abhangige Enzyme (Uber-
sichtsartikel: KISKER et al. 1999; MENDEL 1997; HILLE 1996). Abgesehen von der Nitrogenase wird das
Metall immer durch den Molybdopterin-Cofaktor komplexiert. Die Bedeutung des Cofaktors kommt
auch dadurch zum Ausdruck, dass an dem Kern des Molybdopterins wahrend der Evolution nichts geén-
dert wurde. Auch die Biosynthese des Cofaktorsist in allen phylogenetischen Taxa konserviert. Die ent-
sprechenden Gene wurden aus E. coli und anderen Bacteria sequenziert und charakterisiert, ebenso aus
Archaea und Eukarya. Auch in htheren Eukaryonten wie Arabidopsis thaliana oder dem Menschen wur-
den verwandte Gene gefunden. In einigen Fallen sind wahrend der Evolution Genfusionen aufgetreten,
wobei monofunktionale Proteine zu multifunktionalen Proteinen geworden sind. Diese Tendenz wurde

auch in anderen konservierten Stoffwechselwegen wie z. B. der tierischen Fettsauresynthese beobachtet.

Die essentielle Rolle von Molybdan ist seit vielen Jahrzehnten bekannt. In vielen Organismen werden in
Abwesenheit von Molybdat und Anwesenheit von Wolframat Metall-freie Molybdoenzyme oder Wolf-
ram-substituierte Enzyme gebildet, die kaum oder gar keine Aktivitét aufweisen. Erst in den 70er Jahren
des 20. Jahrhunderts wurden erste Hinweise erhalten, dass Wolfram das Wachstum von bestimmten
acetogenen Bakterien und methanogenen Archaea stimuliert (ANDREESEN UND LJUNGDAHL 1973;
ANDREESEN €t al. 1974; LIJUNGDAHL 1976; JONES UND STADTMAN 1977). 1983 wurde aus Clostridium
thermoaceticum (jetzt Moorella thermoacetica) das erste Wolfram-abhéngige Enzym, eine Formiat-
Dehydrogenase, isoliert (YAMAMOTO et a. 1983). Nachfolgend wurden weitere Wolfram-abhangige
Enzyme isoliert und charakterisiert: Carbonsdure-Reduktase (CAR), ebenfalls aus M. thermoacetica
(WHITE et a. 1989), Aldehyd-Ferredoxin-Oxidoreduktase (AOR) aus Pyrococcus furiosus (MUKUND
UND ADAMS 1990, 1991), Formylmethanofuran-Dehydrogenase aus Methanobacterium wolfei (SCHMITZ
et a. 1992), Formaldehyd-Ferredoxin-Oxidoreduktase (FOR) aus Thermococcus litoralis (MUKUND UND
ADAMS 1993), Glyceradehyd-3-Phosphat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (GAPOR) aus P. furiosus
(MUKUND UND ADAMS 1995). Nachdem die ersten Wolfram-abhdngigen Enzyme ausschliefdich aus
thermophilen Bacteria und hyperthermophilen Archaea isoliert wurden, konnten mit der Formiat-
Dehydrogenase aus Eubacterium acidaminophilum (GRANDERATH 1993), Aldehyd-Dehydrogenase aus
Desulfovibrio gigas (HENSGEN et al. 1995) und der Acetylen-Hydratase aus Pelobacter acetylenicus
(ROSNER UND SCHINK 1995) auch aus mesophilen Bakterien Wolfram-abhangige Enzyme isoliert wer-
den. Obwohl Wolfram-abhéngige Enzyme meist extrem Sauerstoff-empfindlich sind, gibt es Hinweise
darauf, dass auch in einigen aeroben Bakterien Wolfram-abhéngige Enzyme existieren oder Enzyme, die
sowohl mit Molybdéan al's auch mit Wolfram aktiv sind. Zugabe von Wolframat oder Molybdat stimuliert
das Wachstum des fakultativ methylotrophen Methylobacterium sp. RXM. Die spezifische Aktivitat der
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Formiat-Dehydrogenase in Zell-freien Extrakten erhdhte sich mit der Verfligbarkeit von Wolframat um
das 22-fache, mit Molybdat um das 5-fache (GIRIO et al. 1992). Auch in Ralstonia eutropha konnte bei
Anwesenheit von Wolframat membrangebundene FDH-Aktivitét gefunden werden (BOMMER 1995, zi-
tiert von BURGDORF 1998).

Die Wolfram-abhangigen Aldehyd-Oxidoreduktasen bilden die AOR-Familie (AOR, FOR, GAPOR,
CAR, Aldehyd-Dehydrogenase aus D. gigas), die sich in deutlich von den Molybdan-abhangigen Alde-
hyd-Oxidoreduktasen der Xanthin-Oxidase-Familie unterscheidet (Kletzin 1997). Zwischen diesen Fa-
milien bestehen keinerlel Sequenzadhnlichkeiten, auch in Art und Anzahl der Cofaktormolekiile gibt es
Unterschiede. Von vielen anderen Wolfram-abhangigen Enzymen sind jedoch auch Molybdéan-haltige
Isoenzyme bekannt, die hohe Sequenzadhnlichkeiten zueinander aufweisen, und deren Cofaktoren (abge-
sehen von der Art des gebundenen Metalls) keine Unterschiede aufweisen (JOHNSON et a. 1996). Diese
»echten” 1soenzyme kommen entweder in dem gleichen Organismus oder aber in verschiedenen Gattun-

gen vor. Die Frage steht daher im Raum, welche Enzyme aus wel chen hervorgegangen sind.

Vergleicht man die Verfligbarkeiten der Metalle Wolfram und Molybdan, so stellt man fest, dass in
Meer- und StiRwasser Molybdan in gréferen Mengen as Wolfram vorliegt, wohingegen in Hydrother-
malquellen der Tiefsee die Wolframkonzentration hoher ist als die Molybdénkonzentration. Auf3erdem
liegt dort Molybdan Uberwiegend in der Oxidationsstufe +1V as unlédiches MoS, vor, wahrend Wolf-
ram zum Teil als biologisch verfugbares Wolframat mit der Oxidationsstufe +V 1 vorliegt (KLETZIN UND
ADAMS 1996). Aufgrund der besseren Verfiigbarkeit von Wolframat gegeniiber Molybdat an hyperther-
mophilen Standorten ist die strikte Wolfram-Abhangigkeit von hyperthermophilen Organismen wie z. B.

P. furiosus zu erklaren.

Es existieren verschiedene Theorien dariiber, wie das Leben auf der Erde entstanden ist. Eine nachvoll-
Ziehbare Theorie geht davon aus, dass das Leben unter Bedingungen entstanden ist, die denen der heuti-
gen Hydrothermalquellen vergleichbar sind. Es wére aso durchaus denkbar, dass die ersten
Molybdopterin-Cofaktoren Wolfram enthielten (ADAMS 1993). Mit zunehmender Abkihlung der Erde
und Anstieg der Verflgbarkeit von Molybdén kénnten sich von einigen Enzymen Molybdan-haltige 1so-
enzyme gebildet haben, sowie neue Molybdoenzyme entstanden sein, die keine Aktivitét mehr mit Wolf-
ram aufweisen. Auch die Sauerstoff-Empfindlichkeit passt ins Bild: der gréfte Teil der Wolfram-
abhangigen Enzyme ist extrem Sauerstoff-empfindlich, zu Beginn des Lebens war die Welt anoxisch, so
dass dies kein Problem dargestellt hétte.

Reaktionen mit niedrigem Redoxpotential wie der Reduktion von Carbonsduren zu Aldehyden oder der
Reduktion von CO, zu Formiat, kdnnen vermutlich mit hoher Effizienz nur durch Wolfram-haltige En-

zyme katalysiert werden, so dass mesophile Organismen, die von diesen Reaktionen abhangig waren, die
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niedrigere Verflgbarkeit von Wolframat gegeniber Molybdan durch ein effizientes Aufnahmesystem
kompensiert haben konnten.

Formiat-Dehydrogenasen kommen in den unterschiedlichsten Mikroorganismen vor, so in anaeroben
Bakteria und Archaea, fakultativ anaeroben und aeroben Bakterien und Hefen. Formiat wird in sehr un-
terschiedlichen Stoffwechselwegen produziert oder verwertet, was sich sich auch im Aufbau der Enzyme
widerspiegelt. Nach der physiologischen Funktion kdnnen die Formiat-Dehydrogenase in funf Gruppen

eingeteilt werden:

1. Anaeroberespiratorische oder trimere Formiat-Dehydr ogenasen

In Organismen, die eine anaerobe Atmung durch die Reduktion terminaler Elektronenakzeptoren wie
z. B. Nitrat, Fumarat oder DM SO betreiben kénnen, dient Formiat als Elektronendonor. Die Formiat-
Dehydrogenasen sind membrangebunden und besitzen al's redoxaktive Gruppen den Molybdopterin-
Cofaktor sowie Eisen-Schwefel-Zentren und ein membranintegrales Cytochrom. Formiat-
Dehydrogenasen dieses Typs sind z. B. FDH-N und FDH-O aus E. coli (BERG et d. 1991,
PLUNKETT et a. 1993), die beiden Formiat-Dehydrogenasen aus Wolinella succinogenes (BOKRANZ
et al. 1991; Lenger et al. 1997), Formiat-Dehydrogenase aus Desulfovibrio vulgaris Hildenborough
(SEBBAN et al. 1995) und D. desulfuricans (COSTA et al. 1997). In manchen dieser Formiat-
Dehydrogenasen ist Selenocystein an der Koordinierung des Molybdans beteiligt, so in FDH-N und
FDH-O aus E. coli sowie der Formiat-Dehydrogenase aus D. desulfuricans. In den Gbrigen Enzymen
ist das Selenocystein durch Cystein ersetzt.

2. Fermentative Formiat-Dehydrogenasen, CO,-Reduktasen

Die Formiat-Dehydrogenase kann in einer Doppelfunktion an fermentativen Prozessen in anaeroben
Gram-positiven Bakterien beteiligt sein. Die Formiat-Dehydrogenase kann durch die Formiat-
Oxidation Reduktionsaquivalente zur Verfligung stellen, andererseits bei manchen Organismen aber
auch die thermodynamisch ungiinstige CO,-Reduktion katalysieren und so Reduktionsaquivalente
verbrauchen.

Verschiedene strikt anaerobe, Gram-positive Bakterien sind in der Lage, die bel der Fermentation
von Zuckern, Purinen oder Aminosduren entstehenden Reduktionsdguivalente durch Reduktion von
CO, via Formiat zu Acetat zu verbrauchen. Die einleitende Reaktion ist dabei die Reduktion von
CO; durch eine Formiat-Dehydrogenase, unabhéngig davon, ob die Acetat-Synthese wie bei den
homoacetogenen Bakterien Uber den Wood-Weg oder wie bei purinolytischen Clostridien bzw.
Aminosdure-Vergérern Uber den Glycin-Weg erfolgt (FUCHS 1986; ANDREESEN 1994a). Diese For-
miat-Dehydrogenasen sind oft als Wolfram- und Selen-abhangige, extrem Sauerstoff-empfindliche
Enzyme beschrieben worden, so z. B. aus Clostridium formicoaceticum und C. acidurici
(LEONHARDT UND ANDREESEN 1977; WAGNER UND ANDREESEN 1977). Die ebenfals Wolfram-

und Selen-abhéngige Formiat-Dehydrogenase aus M. thermoacetica wurde isoliert und charakteri-
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siert (YAMAMOTO et a. 1983; DEATON et al. 1987), auch die DNA-Sequenz wurde bestimmt (X.-L.
L1, L.G. LIUNGDAHL UND D.J. GOLLIN, unverdffentliche Ergebnisse; Acc. Nr. U73807).

Die Formiat-Dehydrogenase kann aber auch z. B. in Aminosdure-vergarenden Bakterien as Elektro-
nenliefernant fir die Reduktion von Glycin, Betain und Sarkosin dienen und katalysiert die letzte
Stufe der Oxidation von Glycin zu CO, (ANDREESEN 1994b).

Die FDH-H von E. cali l&sst sich am ehesten der Gruppe der fermentativen Formiat-Dehydrogenasen
zuordnen. FDH-H ist eine Komponente des Formiat-Hydrogen-Lyase-Systems, dass nur unter
anaeroben Bedingungen unter Abwesenheit von Nitrat exprimiert wird, und Formiat zu CO, und H,
umsetzt. Das die FDH-H codierende fdhF-Gen ist monocistronisch und enthédlt ein in-frame TGA-
Codon. Die FDH-H weist zu den katalytischen Untereinheiten der Formiat-Dehydrogenase z. B. aus
M. thermoacetica, M. formicicum oder R. eutropha hthere Homologien auf als zu denen der
respiratorischen FDH-N und FDH-O.

3. Formiat-Dehydrogenasen aus methanogenen Archaea

Einige methanogene Archaea kdnnen neben CO, und H, auch Formiat als Substrat verwenden. Die
Formiat-Dehydrogenase ist ein Membran-assoziiertes Enzym und koppelt die Oxidation des For-
miats mit der Reduktion von F,y, das in der Methanogenese als Reduktionsdguivalent dient. Die
Formiat-Dehydrogenase aus Methanobacterium formicicum besteht aus zwel Untereinheiten, der
katalytischen, die den Molybdopterin-Cofaktor sowie ein [4Fe-4S]-Zentrum enthdlt, und einer elek-
tronentransferierenden Untereinheit, die zwel weitere [4Fe-4S]-Zentren aufweist (SCHAUER UND
FERRY 1986).

4. Formiat-Dehydrogenasen aus fakultativ chemoautotrophen Bakterien

Einige Bakterien vermdgen unter aeroben Bedingungen auf Formiat als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle autotroph zu wachsen. Formiat wird durch eine |6diche NAD-abhangige Formiat-
Dehydrogenase (S-FDH) zu CO, oxidiert und die entstehenden Reduktionsaquivalente zur Assimila-
tion des CO, iber den Calvin-Cyclus verwendet oder zur Energiekonservierung in die Atmungskette
eingeschleust. Die Formiat-Dehydrogenase wurde aus R. eutropha (friher Alcaligenes eutrophus)
eingehend untersucht. Die S-FDH wurde isoliert und charakterisiert (FRIEDEBOLD et al. 1995;
FRIEDEBOLD UND BowlIEN 1993), sowie die korrespondierenden Gene kloniert und deren Transkrip-
tionsregulation untersucht (OH UND BOWIEN 1999; 1998). Die S-FDH ist ein heterotetrameres En-
zym, das einen Molybdoperin-Cofaktor, FMN, sowie zahlreiche Eisen-Schwefel-Zentren besitzt.
Ahnlich aufgebaute M olybdo-Eisen-Schwefel-Flavoproteine wurden aufRerdem in Methylosinus
trichosporium, Methylobacterium sp. RXM sowie in Pseudomonas oxalaticus beschrieben (JOLLIE
UND LIPscoMB 1991; DUARTE et al. 1997; MULLER et d. 1978).

R. eutropha besitzt noch eine zweite, Membran-gebundene Formiat-Dehydrogenase (M-FDH), die
die bei der Formiat-Oxidation freiwerdenden Reduktionsaquivalente vermutlich Gber einen bisher
unbekannten Elektronenakzeptor direkt in die Atmungskette einspeist (FRIEDRICH et a. 1979).
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5. Formiat-Dehydrogenasen aus methylotr ophen Bakterien und Hefen

Aerabe methylotrophe Bakterien und Hefen nutzen C;-Verbindungen wie Methanol, Methan oder
Methylamin as Kohlenstoff- und Energiequelle. Diese Substrate werden zu CO, oxidiert, wobei in-
termediar Formiat entsteht. Die NAD-abhangigen Formiat-Dehydrogenasen dieser Organismen sind
Homodimere und enthalten weder Cofaktoren noch Metalle. Die entstehenden Reduktionsaguiva
lente werden in die Atmungskette eingespeist. Die Proteinsequenzen dieser Formiat-Dehydrogenasen
weisen hohe Ahnlichkeiten zueinander auf (GALKIN et al. 1995). Aufgrund von Sequenzahnlichkei-
ten kann auch die homodimere Formiat-Dehydrogenase, die aus Mitochondrien nicht-
photosynthetisch aktiver, pflanzlicher Gewebe isoliert wurde, in diese Gruppe eingeordnet werden
(CoLASDES FRANCS-SMALL et al. 1993).

Die Enzyme aus M. trichosporium und Methylobacterium sp. RXM stellen Ausnahmen dieser Grup-
pe dar. Die Formiat-Dehydrogenasen dieser Organismen weisen einen komplexen Aufbau éhnlich
der Formiat-Dehydrogenase von R. eutropha auf und besitzen Molybdan und Eisen-Schwefel-
Zentren (JOLLIE UND LiPscomMB 1991).

Die katalytischen Untereinheiten der fermentativen Formiat-Dehydrogenasen, der Formiat-
Dehydrogenasen aus methanogenen Archaea sowie aus fakultativ chemolithotrophen Bakterien und
FDH-H aus E. coli weisen untereinander hohe Sequenzéhnlichkeiten auf. Geringe Homol ogien bestehen
zu der Gruppe der respiratorischen Formiat-Dehydrogenasen, gar keine zu den Metall- und Cofaktor-

freien Formiat-Dehydrogenasen aus methylotrophen Bakterien und Hefen.

Eubacterium acidaminphilumist ein obligat anaerober, Gram-positiver Organismus (ZINDEL et al. 1988),
der zusammen mit Clostridium sticklandii und Clostridium litorale in das Cluster XI der Clostridien
eingeordnet wird (BAENA et a. 1999; COLLINS et al. 1994). E. acidaminophilum st in der Lage, Glycin
oder Serin as aleinige Kohlenstoff- und Energiequelle zu verwenden.

Glycin wird durch die Glycin-Reduktase zu Acetat, CO, und Ammoniak reduziert, wobei durch Sub-
stratkettenphosphorylierung ein ATP gewonnen werden kann (ANDREESEN 1994b). Die fir die Redukti-
on des Glycins notwendigen Reduktionsaquivalente werden durch Oxidation eines Tells des Glycins zur
Verfligung gestellt. Intermedidr entsteht dabel Formiat, das durch die Formiat-Dehydrogenase zu CO,
oxidiert wird. Neben Glycin kénnen auch die N-Methyl-Derivate des Glycins, Sarkosin und Betain,
durch die mit der Glycin-Reduktase verwandten Sarkosin- und Betain-Reduktase unter Energiekonser-
vierung umgesetzt werden. Im Gegensatz zu Glycin kdnnen diese Substrate nicht oxidiert werden, so
dass ein Elektronendonor wie z. B. Formiat zugesetzt werden muss. Die Glycin-, Sarkosin- und Betain-
Reduktase aus E. acidaminophilum wurde und wird intensiv untersucht (WAGNER et al. 1999; MEYER et
al. 1995; LUBBERS UND ANDREESEN 1993).
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Serin wird Uber Pyruvat als Intermediat zu Acetat und CO, oxidiert. Die entstehenden Reduktionsaqui-
valente werden durch Wasserstoff-Freisetzung abgegeben. An der Umsetzung beteiligte Enzyme wie
Serin-Dehydratase, Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase und Hydrogenase konnten nachgewiesen werden
(ZINDEL et a. 1988; CLAAS 1991).

Der Abbau der Aminosduren Alanin, Aspartat, Leucin, Valin sowie von Malat erfolgt nur in Anwesen-
heit eines reduzierbaren Substrates oder in Cokultur mit einem Wasserstoff- oder Formiat-verwertenden
Organismus (ZINDEL et al. 1988).

Die Formiat-Dehydrogenase aus E. acidaminophilum wurde von GRANDERATH (1993) partidl
angereichert und charakterisiert. Es handelt sich um ein sehr Sauerstoff-empfindliches, Wolfram-
abhangiges Enzym, das neben der Formiat-Oxidation auch die Reduktion von CO, katalysieren kann.
Wegen des generellen Sdenbedarfs von E. acidaminophilum war es nicht moglich, Gber physiologische
Versuche zu kldren, ob Selenocystein Bestandteil der Formiat-Dehydrogenase ist (WAGNER 1997,
ZINDEL et al. 1988). Die hochaktive Formiat-Dehydrogenase liegt nur in geringen Mengen in der Zelle
vor. Im Rohextrakt konnte NADP-abhdngige FDH-Aktivitét gemessen werden, die wéahrend der
Anreicherung aber verloren ging. Die Benzyl- und Methylviol ogen-abhéngige Aktivitét konnte einem 95
kDa-Protein zugeordnet werden (GRANDERATH 1993).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Formiat-Dehydrogenase von E. acidaminophilum auf Gen- und
Transkriptionsebene charakterisiert. Zudem war es Ziel der Arbeit, ein Transformationssystem fir
E. acidaminophilum zu entwickeln, mit dem z. B. die Formiat-Dehydrogenase homolog Uberexprimiert
werden konnte. Der mit E. acidaminophilum verwandte Aminosaure-vergarende Anaerobier Clostridium

sticklandii sollte bei den geplanten Arbeiten als Referenz-Organismus mit untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Organismen und mikrobiologische M ethoden

Medien und Stammhaltung

Alle Néhrmedien oder ihre Zusédtze wurden bei 121 °C fur 25 min autoklaviert bzw. bei Hitzeinstabilitéat
sterilfiltriert.

Die fur die Anzucht von E. acidaminophilum und C. sticklandii bendtigten Medien wurden nach der von
HUNGATE (1969) beschriebenen Arbeitstechnik hergestellt. Nach dem Ldsen aler Komponenten erfolgte
ein 10-mindtiges Kochen der Nahrmedien zur Beseitigung des Sauerstoffes und eine Abkihlung unter
Stickstoff-Begasung. Anschlieflend wurden sie in vorher ebenfalls mit Stickstoff begaste Hungate-
Rahrchen und Serumflaschen abgefillt und autoklaviert. Der N,-Gasstrom wurde zur Beseitigung des
Restsauerstoffs tiber einen erhitzten Kupferkatalysator geleitet.

Die Stammhaltung von E. acidaminophilumund C. sticklandii erfolgte anaerob in Hungate-Rohrchen mit
Butylgummistopfen (Bellco Glass Inc., Vineland, New Jersey, USA). Alle 14 Tage wurden die Kulturen
10 %ig in frisches Nahrmedium Uberimpft, bei 30 °C inkubiert und anschlief3end bei 4 °C gelagert. An-
zuchten bis zu 1 | wurden in Schraubverschluf¥flaschen (Mller & Krempel, Zirich, Schweiz) mit Latex-

Gummisepten (Maag, Dubendorf) durchgefihrt.

Organismen und Anzucht von E. acidaminophilum, C. sticklandii, E. coli und E. faecalis

Eubacterium acidaminophilum a-2 (DSM 3953") wurde unter anaeroben Bedingungen bei 30 bis 37 °C

kultiviert.

Medium flr E. acidaminophilum (ZINDEL et al. 1988, mod.):

C-Quelle(s. u.)

20x Salzl6sung 50 ml

Spurenelementldsung A 1 ml

Resazurin (1 mg/ml) 1 ml 1 mg/|
Biotin® (10 mg/l) 2 ml 82 nM
NaHCO;" (84 g/l) 50 ml 50 mM
Na:S x 9 H,0% (60 g/l) 108 ml 2,7 mM
H,O bidest. ad 1000 ml

& Die Stamml6sungen wurden in abgekochtem Wasser separat angesetzt, autoklaviert (Biotin nur 10 min
bei 121 °C) und dem Medium nach dem Autoklavieren steril zugegeben, anschlie3end wurde der pH-
Wert mit steriler 1 M HCI zwischen 7,2 und 7,4 eingestdl|t.
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Folgende C-Quellen wurden eingesetzt:

Glycin 50 mM
Serin/Formiat/Betain (SFB)
Serin/Formiat/Betain (SFB)
Serin/Formiat/Sarkosin
Serin/Formiat/Sarkosin

Serin/Formiat 40 mM / 30 mM
Serin 40 mM

20x Salzlésung

KH,PO, 4 g

NaCl 20 g

KCl 10 g
MgSO,x 7 H,O 10 g
CaCl, x 2 H,0O 3 g
NH.CI 5 g

H,0 bidest. ad 1000 ml

10mM /40 mM / 70 mM
40 mM /30 mM / 20 mM
40 mM /30 mM / 20 mM
10 mM / 50 mM / 50 mM

15
17

6,7

2

1

35

Spurenelementldsung SL A (HORMANN UND ANDREESEN 1989, mod.)

HCI (25%) 10
FeCl,x 4 H,O 15
ZnCl, 0,07
MnCl,x 4 H,O 0,1
HsBO, 0,006
CoCl, x 6 H,O 0,19
CuCl, x 2H,0 0,002
NiClx 6 H,O 0,024
Na,SeOzx 5 H,0 0,263
Na,MoO, x 2 H,O 0,036
Na,WO,x 2 H,O 0,033
H,O bidest. ad 1000

FeCl, wurde zunachst in HCI (25 %) vollstandig gel6st. Danach erfolgte die Zugabe der lbrigen Salze.

Bel Zugabe von 1 ml auf 1 | Medium lagen die Spurenelemente in den angegebenen Konzentrationen

Vor.

Feste Nahrmedien

Neben dem im folgenden beschriebenen festen Glycin-Medium kamen as C-Quellen auch Se-
rinfFormiat/Glycin (SFG; 40/30/20 mM) und Serin/Formiat/Betain (40/30/20 mM) zur Anwendung. Zur

Selektion von E. acidaminophilum gegen E. faecalis wurde teilweise Glycin-Medium ohne Hefeextrakt

verwendet.

Glycin 3,72
20x Salzl6sung 50
MOPS 10,46
Hefeextrakt 1
Spurenelementldsung (SL A) 1
Resazurin (1mg/mL) 1
H,O bidest. ad 997

3

QK

g
ml

g

7,5010°
5,110
5,110
9,710
8,0010"
1,2010°8
1,0010”
1,0010°
1,5(107
1,0010”

50

50
0,1

mM
mM
mM
mM
mM
mM

=TI LL

mM

mM
%

pH 7,2 (NaOH)
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Das Medium wurde ca. 10 min gekocht, wobei gegen Ende der Kochzeit 15 g (1,5 %) Agar hinzugefiigt
wurden. Anschlief3end wurde das Medium unter N>-Begasung auf ca. 55 °C abgekihlt, in Serumflaschen
abgefullt und bis zum Festwerden weiter mit Stickstoff begast.
Nach dem Autoklavieren und dem Abkihlen auf ca. 55 °C wurden die folgenden Komponenten steril
und anaerob hinzugefugt:

Cystein-HCl (5 %; pH 7,2) 1 ml 04 mM

Biotin (10 mg/l) 2 ml 82 nM
Danach wurde das Medium in der Anaerobenbox in sterile Petrischalen gegossen und bis zur Verwen-

dung unter anaeroben Bedingungen gelagert.

Clostridium sticklandii HF (DSM 519") wurde unter anaeroben Bedingungen bei 30 °C auf Minimalme-
dium nach UHDE (1990) kultiviert.

Medium fur Clostridium sticklandii

L-Serin 2,1 g 20 mM
L-Threonin 24 g 20 mM
L-Arginin 35 g 20 mM
L-Lysin-HCI 365 g 20 mM
L-Histidin 047 g 3 mM
L-Tyrosin 002 g 0,11 mM
MgSO, x 7 H,O 0,2 g 0,81 mM
NH,CI 0,5 g 9,3 mM
CaCl, x 2 H,O (10 g/l) 1 ml 68 UM
Kaliumphaosphatpuffer (1 M; pH 7,0) 10 ml 10 mM
Aminosaure-Stammlésung 2 20 ml

Spurenelementldsung SL A 1 ml

Vitaminl6sung® 5 ml

NaHCO;" (84 g/l) 10 ml 10 mM

Na,S x 9 H,0% (60 g/l) 5 ml 1,25 mM

Resazurin (1 g/l) 1 ml

H,O dest. ad 1000 ml pH 6,8 - 6,9

® Die Stamml6sungen wurden in abgekochtem Wasser separat angesetzt, autoklaviert bzw. sterilfiltriert
und dem Medium nach dem Autoklavieren steril zugegeben. Der pH-Wert wurde nach Zugabe dieser
Bestandteile auf 7,2 - 7,4 bestimmt.

Aminosdur e-Stammlésung 2

L-Vain 293 g
L-Leucin 328 g
L-Isoleucin 328 g
L-Prolin 288 g
L-Cystein 303 g
L-Methionin 373 g
L-Phenylalanin 413 ¢
L-Tryptophan 511 g



2. MATERIAL UND M ETHODEN 10

L-Glutamat 368 g
L-Glutamin 366 g
L-Asparagin 375 g
H,O dest. ad 1000 ml

Bei Zugabe von 20 ml Aminosdure-Stammldsung 2 zu 980 ml Medium lagen ale in der StammlGsung

enthaltenen Aminosduren in einer Konzentration von 0,5 mM vor.

Vitaminlosung (GENTHNER et al., 1981, modifiziert)

Pantothensdure 50 mg
Riboflavin 50 mg
Pyridoxamin-HCI 10 mg
D-(+)-Biotin 20 mg
Folsaure 20 mg
Nicotinsdure 25 mg
Nicotinamid 25 mg
a-Liponsaure 60 mg
p-Aminobenzoesaure 50 mg
Thiamin-HCI 50 mg
Vitamin By 50 mg
H,O dest. ad 1000 ml

Die Vitaminlésung wurde sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt.

Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstamme, Bakteriophagen und Plasmide
sind in Tabelle 1 aufgefihrt. Escherichia coli-Stdmme wurden, soweit nicht gesondert erwahnt, auf
Vollmedium (Luria Bertani) aerob bel 37 °C geziichtet. Das Medium wurde, wie bei SAMBROOK et al.
(1989) beschrieben, hergestellt und je nach Versuchsansatz mit Antibiotika und Nachweisreagenzien
supplementiert. Die Endkonzentrationen betrugen: 125 pg/ml fur Ampicillin, 20 pg/ml for Kanamycin,
12,5 pg/ml fir Tetracyclin, 48 pg/ml fir X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactosid), 40 pg/ml fur
IPTG (Isopropyl-B-D-thiogal actopyranosid. E. coli XL1 Blue MRF" wurde, wenn er as Wirtsorganismus
fir die Phageninfektion dienen sollte, in LB-Medium, das mit 0,2 % Maltose und 10 mM MgSO, sup-

plementiert war, bel 30 °C angezogen.

Enterococcus faecalis CG120 (pAM211) wurde in MRS-Medium (Difco, Beckon Dickinson, Sparks,
USA), dessen pH-Wert auf 7,2 eingestel It wurde, bei 37 °C ohne Schiitteln angezogen.

Reinheitskontrolle
Zur Uberpriifung der Reinheit einer Bakterienkultur wurde die Einheitlichkeit der Zellen im Phasenkon-
trastmikroskop (Axiolab, Carl Zeiss, Oberkochen) begutachtet. Auf3erdem wurden Proben der Kulturen

von E. acidaminophilum auf Glycin-Platten ausgestrichen, um die Koloniemorphologie zu prifen. Als
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weitere Art der Reinheitskontrolle erfolgten fur E. acidaminophilum spezifische PCRs bzw. Kontrolle

der 16SrDNA.

Da die verwendeten E. coli-Stamme Antibiotika-Resi stenzen aufwiesen, wurde nur eine makroskopische

Reinheitskontrolle auf den entsprechenden L B-Agar-Platten durchgefihrt.

Tabelle 1: Stamme, Bakteriophagen und Plasmide fir molekular biologische Unter suchungen

Beschreibung® Referenz
Bakterienstdmme
Eubacteriumacida-  Wildtyp ZINDEL et al. 1988
minophilum al-2
(DSM 3953")
Clogtridium sticklan- ~ Wildtyp STADTMAN UND

dii HF

(DSM 519"
Escherichia coli XL1
Blue MRF
Escherichia coli
SOLR™

Escherichia coli B
ER2566

Escherichia coli
BL21-Codon-
Plus(DE3)-RIL
Escherichia coli
SCS110
Escherichia coli
HB101

Escherichia coli
S17/1

Enterococcus faecalis
CG120 (pAM211)

Bakteriophagen
ExAssist™

Lambda ZAP- 11-
Phagenbank al-2
Lambda ZAP- 11-
Phagenbank

C. sticklandii

Plasmide

pBluescript SK+
pGEM-T-easy

pTYB2

pASK-IBA3

A(merA) 183 A(merCB-hsdSMR-mrr) 173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac [F” proAB lacl® ZAM15 Tn10 (Tc)]

eld” (McrA™) A(merCB-hsdSMR-mrr) 171 sbeC recB recd uvrC
umuC::Tn5 (Kan®) lac gyrA96 relAl thi-1 endAl AR [F” proAB lacl®
ZAM15] su

F A" fhuA2 [lon] ompT lacZ::T7 genel gal sulA11 A(mcrC-
mrr)114::1S10 R(mer-73::miniTn10)2 R(zgh-210::Tn10)1 (TetS)
endAl [dem)|

F ompT hsdS(rg'mg") dem” Tc™ gal A(DE3) endA Hte[argU ileY
leuw Cam"]

rpsL (Str®) thr leu endA thi-1 lacY galK gal T ara tonA tsx dam dem
SUPE44 A(lac-proAB)[F traD36 proAB lagl? ZAM15]
F,pro’, leu’, thi, lacY, Sm®, endol ", recA”

TpR, Sm®, pro, tra", mob*, recA, IncP

TR

Helferphage zum Ausschneiden des pBluescript SK*-Phagemids aus
dem Lambda ZAP" I Insertionsvektor

Lambda ZAP" |1-Phagen, EcoRI-Fragmente (5-10 kb) von E. aci-
daminophilum enthaltend

Lambda ZAP" |1-Phagen, EcoRlI-Fragmente (5-10 kb) von C. stick-
landii enthaltend

Phagemid-Klonierungsvektor (2,96 kb); Amp®, lacPOZ’
Vektor zur Klonierung von PCR-Produkten (3,02 kb); Amp®,
lacPOZ

Expressionsvektor des |MPACT-Systems (7,28 kb); AmpR

Vektor zur Expression von Proteinen mit C-terminaler Strep-tag-
Fusion (3,25 kb); AmpR

McCLUNG 1957
Stratagene
Stratagene

New England Bio-
labs

Stratagene

Stratagene

Promega

SIMON et al. 1983

GAWRON-BURKE
UND CLEWELL 1984
Stratagene

diese Arbeit

GRAENTZDOERFFER
et al. 2000

Stratagene
Promega

New England Bio-
labs
IBA
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Fortsetzung Tabelle 1

pASK-IBA7 Vektor zur Expression von Proteinen mit N-terminaler Srep-tag- IBA
Fusion (3,25 kb); AmpR

puUBS520 ArgU-exprimierender Vektor mit pACY C-Origin (5,3 kb); Km® BRINKMANN 1990

pFDH1/1 pUC18, aus Saulll A-Plasmidbank von E. acidaminophilummit 3,1  diese Arbeit
kb-Fragment (fdh-Operon I)

pFDH1/2 pUC18, aus SaulllA-Plasmidbank von E. acidaminophilummit 1,2  diese Arbeit
kb-Fragment (fdh-Operon 1)

pFDH1/3 pBluescript KS+, aus A-ZAP 11-Cosmidbank von E. acidaminophi-  diese Arbeit
lum mit 7,4 kb-Fragment (fdh-Operon 1)

pFDH2/1 pUC18, aus Saulll A-Plasmidbank von E. acidaminophilummit 3,7  diese Arbeit
kb-Fragment (fdh-Operon I1)

pFDH2/2 pBluescript KS+, aus A-ZAP 11-Cosmidbank von E. acidaminophi-  diese Arbeit
lum mit 7,2 kb-Fragment (fdh-Operon 11)

pFDH2/3 pBluescript KS+, aus A-ZAP 11-Cosmidbank von E. acidaminophi-  diese Arbeit
lum mit 8,1 kb-Fragment (fdh-Operon 11)

pHYD2 pBluescript KS+, aus A-ZAP 11-Cosmidbank von E. acidaminophi-  diese Arbeit
lum mit 6,9 kb-Fragment (hym-Operon)

pCSFDH1 pBluescript KS+, aus A-ZAP 11-Cosmidbank von C. sticklandii mit  diese Arbeit
6,1 kb-Fragment (fdh-Operon, aor/car)

pFdhA 1-Impact fdhA1 (U/C) inpTYB2 diese Arbeit

pFdhB1-Impact fdhB1 in pTYB2 diese Arbeit

pFdhA1 fdhA1 (Wildtyp) in pASK-IBA7 diese Arbeit

pFdhA1-U/C fdhA1 (U/C) in pASK-IBA7 diese Arbeit

pAN-FdhA1 fdhAL (Wildtyp, N-terminal verkirzt) in pASK-IBA7 diese Arbeit

pAN-FdhA1-U/C fdhAl (U/C, N-terminal verkirzt) in pASK-IBA7 diese Arbeit

pIMP1 Shuttle-Vektor (4,8 kb); AmpR, EmR, ColE1-/ pIM13-Origin MERMELSTEIN €t al.
1992
plMPL::tetL Shuttle-Vektor (6,8 kb); AmpR, EmR, Tc®, ColE1-/ pIM13-Origin BOHRINGER 1997
pM TL500E Shuttle-Vektor (6,43 kb), Amp®, Em®, ColE1- / pAMB1-Origin OULTRAM et al. 1988
pJIR418 Shuttle-Vektor (7,36 kb), Cm"®, Em®, ColE1- / plP404-Origin SLOAN et al. 1992
pJIR750 Shuttle-Vektor (6,57 kb), Cm”®, ColE1-/ pl P404-Origin BANNAM UND ROOD
1993
pJR751 Shuttle-Vektor (5,95 kb), Em®, ColE1- / pl P404-Origin BANNAM UND RooD
1993
pSYL2 Shuttle-Vektor (8,7 kb), Tc?, Em®, ColE1- / pCBU2-Origin LEE et al. 1992
pSYL7 Shuttle-Vektor (9,2 kb), Tc?, Em®, ColE1- / pJU122-Origin LEE et al. 1992
pMS4 Shuttle-Vektor (10,99 kb), Tc®, ColE1- / pAMB1-Origin STRATZ 1991
pAM120 mit konj. Transposon Tn916 (21,4 kb); Tc®, Amp" GAWRON-BURKE
UND CLEWELL 1984
pKV12 konj. Plasmid (14,4 kb); KmR, TcR, ColE1- / pAMPB1-Origin, oriT ~ STRATZz 1991
von RK2
pEacl-1 pUC18, aus Saulll A-Plasmidbank von E. acidaminophilummit 2,7 diese Arbeit
kb-Fragment (meacl)
pEacl-Ph5-1 pBluescript KS+, aus A-ZAP [1-Cosmidbank von E. acidaminophi-  diese Arbeit
lum mit 4,5 kb-Fragment (eac-Operon)
pREacl reacl in pASK-IBA7 diese Arbeit
pMEacl meacl in pASK-IBA7 diese Arbeit
pMREacl meacl in pASK-IBA3 diese Arbeit
pFD-1 pUC18, aus SaulllA-Plasmidbank von E. acidaminophilummit 1,5  diese Arbeit

kb-Fragment (fdxA-Gen)

! Relevante Merkmale: Amp™ Ampicillin-Resistenz; Cm™: Chloramphenicol-Resistenz; EmR®: Erythromycin-
Resistenz; Km™: Kanamycin-Resistenz; Sm®: Streptomycin-Reistenz; Tc": Tetracyclin-Resistenz; Tp~: Trimetho-
prim-Resistenz
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Zéllernte, Zellaufschlussund Herstellung von Zellextrakten

Die Kulturen wurden gegen Ende der logarithmischen Wachstumsphase geerntet. Kleinere Kulturen
wurden in eéinem JA-20 Rotor in einer Beckmann-J2-21M-Zentrifuge 15 min bei 15.000 rpm und 4 °C
geerntet und direkt verwendet. GrofRere Mengen an Zellmateriad von E. acidaminophilum fir
Proteinreinigungen wurden freundlicherweise von David Rauh (Serin- bzw. Serin/Formiat-Zellen) und
Tina Parther (Glycin-Zellen) nach Anzucht in einem 100 I-Stahlfermenter zur Verfligung gestellt.

Die Zellen wurden in dem jewelligen Aufschlusspuffer aufgenommen (1 g Zellen/2 ml Puffer). Nach
Zugabe von 1 mg Lysozym, 0,1 mg DNase | und 1 pul PMSF (0,1 M in 2-Propanol) pro ml Puffer wurde
die Zellsuspension 20-30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden durch zwei- bis dreima-
lige Passage durch eine vorgekihlte 20K - bzw. 40K -French-Presse-Zelle (SLM Instruments, Inc., Silver
Spring, USA) bei ~140 MPa bzw. ~280 MPa aufgeschlossen und anschlie3end mit 14.000 rpm in der
Tischzentrifuge bel Raumtemperatur (Eppendorf-Geféf3e) oder mit 20.000 rpm in der Beckmann-
Zentrifuge bei 4 °C (SS 34-Rohrchen) zentrifugiert. Der Uberstand wurde als Rohextrakt bezeichnet.

Zentrifugation

Sofern nicht anders beschrieben, wurden bel Arbeiten mit Nukleinsduren und Zellextrakten die in

Tabelle 2 aufgefihrten Zentrifugen und Rotoren genutzt.

Tabelle2: Zentrifugen und Rotoren

Zentrifuge (Hersteller)  GefaR Rotor Geschwindigkeit [rpm]

Universal 30 RF und SS 34-Réhrchen 1415 11.000

EBA 12R

(Hettich, Tuttlingen) Eppendorf-Reaktionsgefald 1412 bis 15.000
Greiner-Rohrchen 1424A bis 5.000

Zentrifuge RC5C 500-ml-Polypropylenflaschen GS-3 8.000

(Sorvall, Hanau)

Zentrifuge J2-21M SS 34-Réhrchen JA 20 20.000

(Beckman, Palo Alto, CA,
USA)
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2.2 Molekularbiologische M ethoden

2.2.1 Préaparation von Nukleinsduren und Restriktion von DNA

Prapar ation genomischer DNA aus E. acidaminophilum (SAITO UND MIURA 1963, mod.)

3 g Zellenwurdenin 4 ml Saline-EDTA-L6sung (0,15 M NaCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) suspendiert, mit
6 mg Lysozym versetzt und 30 min bel 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden 25 ml Tris/SDS-Puffer
(0,1 M Tris, pH 9,0, 0,1 M NaCl, 1 % SDS) hinzugefligt. Die Suspension wurde bis zur vollstéandigen
Lyse der Zellen in fllissigem Stickstoff eingefroren und bei 60 °C aufgetaut (mindestens 5-mal). Je 15 ml
der Suspension wurden mit 10 ml Phenol (Tris-geséttigt, pH 8,0; Roth, Karlsruhe) versetzt, vorsichtig
geschittelt und 20 bis 30 min unter gelegentlichem Schiitteln auf Eis gelagert. Anschliel3end wurde bei
5.000 rpm bei 4 °C fur 5 min zentrifugiert, die obere Phase abgenommen, erneut mit 10 ml Phenol ver-
setzt und erneut zentrifugiert. Die obere Phase wurde abgenommen, mit 2 Vol. eiskaltem 96 % Ethanol
versetzt und zur Fallung der Nukleinsaure Gber Nacht bei -20°C inkubiert. Die ausgefallene DNA wurde
bei 20.000 rpm bei 4 °C fir 15 min pelletiert. Das Pellet wurdein 5 ml 1 x SSC (20 x SSC: 3 M NaCl,
0,3 M Na-Citrat, pH 7,0) gelost. Anschlief3end wurden 0,5 ml 10 x SSC und 11 pl RNase (10 mg/ml)
zugegeben und 45 min bei 37°C inkubiert. Zur Entfernung der RNase wurden 5 ml Phenol hinzugefiugt,
geschwenkt und bel 5.000 rpm bei 4 °C fur 5 min zentrifugiert. Die obere Phase wurde abgehoben und
mit 2,5 Vol. eiskaltem 96 % Ethanol 2 h oder Gber Nacht gefalt und anschlief3end bel 20.000 rpm bei
4 °C fur 15 min zentrifugiert. Das Pellet wurde nacheinander mit 70 %, 80 %, 90 %igem Ethanol gewa-
schen. Nach Trocknung bei Raumtemperatur wurde das Pellet in 10 ml 1 x SSC aufgenommen und
1,1 ml Acetat-EDTA-L6sung (3 M Na-Acetat, pH 7,0; 1 M EDTA) und 11 ml Isopropanol hinzugeflgt.
Die ausgefallenen Nukleinsduren wurden pelletiert, mit 70 %igem Ethanol gewaschen, 20 min getrock-
net und in 5 ml 10 mM Tris/HCI Puffer, pH 7,5 aufgenommen. Die Konzentration und die Reinheit der
DNA wurde photometrisch bei 260 und 280 nm bestimmt. Ein AAs-Wert gleich 1 entspricht einer Kon-
zentration von 50 pg pro ml (SAMBROOK et al. 1989). Zusétzlich wurde die Qualitdt der DNA durch
Spaltung mit Restriktionsendonukleasen Uberprift.

Plasmid-DNA-Pr aparation

Plasmid-DNA wurde in kleinem Maf3stab (3 ml-Kulturen) mit Hilfe des Spinprep-Kits oder im grofReren
Maldstab (25 ml-Kulturen) mit dem Midiprep Plasmid-Reinigungskit von Qiagen (Hilden) gereinigt. Die
Bestimmung der Plasmid-DNA-Konzentration und deren Reinheit erfolgte photometrisch bel 260 und
280 nm. Ein AA,g-Wert gleich 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg pro ml (SAMBROOK et al.
1989). Eine grobe Abschétzung der Konzentration von Plasmiden oder PCR-Produkten konnte auch
durch visuellen Vergleich der Bandenintensitéten mit zirkulérer oder linearer Plasmid-DNA bekannter

Konzentration im Agarose-Gel erreicht werden.
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Préaparation von Lambda-DNA
Lambda-DNA wurde mit Hilfe des ,,Lambda Starter Kit” (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers

isoliert.

Préaparation von RNA

Gesamt-RNA aus E. acidaminophilum und C. sticklandii wurde mit Hilfe des ,RNeasy Total RNA Kit"
(Qiagen, Hilden) isoliert. Pro Spinsdule wurde das Zellmaterial aus 10 ml-Kulturvolumen verwendet, das
in der spétlogarithmischen Wachstumsphase geerntet wurde. Die Isolierung der RNA erfolgte nach den

Angaben des Herstellers, abweichend wurde eine starker konzentrierte Lysozymldsung eingesetzt (20

mg/ml).

Reinigung von DNA-Fragmenten

PCR-Produkte, die z. B. zur direkten Sequenzierung oder zur Klonierung eingesetzt werden sollten, wur-
den durch Benutzung des ,, QIAquick PCR Purification Kits* (Qiagen, Hilden) gereinigt. Fragmentgemi-
sche wurden gelelektrophoretisch getrennt, die gewiinschte Bande aus dem Gel ausgeschnitten und die
enthaltene DNA mit Hilfe des, QIAquick Gel Extraction Kit* (Qiagen, Hilden) aus dem Gel isoliert.

Restriktion von DNA

Die Restriktion der DNA erfolgte standardméfdig in einem Gesamtvolumen von 20 pl, das 1 pl Restrikti-
onsenzym (1 — 20 U/pl) enthielt. Die Inkubation erfolgte in den Restriktionspuffern nach Angabe des
Herstellersfur 1 — 3 Stunden.

2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Standar d-Agar ose-Gelelektr ophor ese von DNA-Fragmenten

Die Trennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe von 1 — 2 %igen Agarosegelen (SAMBROOK et al.
1989) in TAE (Tris/Acetat/EDTA)-Puffer (40 mM Tris/Acetat, pH 8,0, 1 mM EDTA). Die Probe wurde
vor dem Auftragen mit 0,3 Vol. Stopp-Ldsung (50 % (v/v) Glycerin, 0,2 M EDTA, 0,2 % (w/v) Brom-
phenolblau) versetzt. Als GréRBenstandard kam der DNA-Marker ,,Smart Ladder® (Eurogentec, Seraing,
Belgien) zum Einsatz. War das Gel fir einen Southern-Blot vorgesehen, wurde der DIG-markierte DNA-
Langenstandard VIl (Roche Biochemical Diagnostics, Mannheim) verwendet. Die Gele wurden in Ethi-
diumbromidiésung (2 pg/ml in Wasser) gefarbt und nach kurzer Wasserung mit einem Videodokumen-
tationssystem (TFX-20.M, MWG Biotech, Miinchen) fotografiert.
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Denaturierende Agar ose-Gelelektr ophor ese von RNA

RNA-Proben wurden unter denaturierenden Bedingungen in einem 3 % Formaldehyd (37 % [v/Vv]) ent-
haltenden Agarosegel aufgetrennt. Zur spéteren Abschdtzung der Grofe von Signalen wurde der DIG-
markierte RNA-Langenstandard | (Roche Biochemical Diagnostics, Mannheim) mitgefihrt.

Zur Probenvorbereitung wurden 6 pul RNA-L6sung mit 12,5 I Formamid, 2,5 pl 10 x MOPS-Puffer
(200 mM MORPS, pH 7,0, 50 mM Natrium-Acetat, 5 mM EDTA) sowie 4 pl Formaldehydidsung (37%
[vIV]) versetzt, der Ansatz fir 15 min bei 65 °C inkubiert und danach sofort auf Eis gestellt. Vor dem
Auftragen auf das Gel wurden 3 pl Probenpuffer (100 mM EDTA, 50 % [v/v] Glyceral, 0,1 % [w/V]
SDS, 0,1 % [w/v] Bromphenolblau) sowie 1 pl Ethidiumbromidl6sung (1 mg/ml) zugesetzt.

2.2.3 Transformation

Transformation von E. coli-Zellen durch Elektroporation

Elektrokompetente Zellen von E. coli XL 1 Blue MRF wurden wie bei AUSUBEL et al. (1994) beschrie-
ben hergestellt. Die Zellen wurden in einer 10 %igen Glycerinlésung resuspendiert und bei —70 °C his
zur Verwendung eingefroren. Unmittelbar vor der Transformation wurden 40-ul-Aliquots auf Eis aufge-
taut und nach Zugabe von 1-10 pl DNA-L6sung in gekiihite Elektroporationskiivetten (Elektrodenab-
stand: 0,2 cm; Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf) tberfihrt. Nach 1 min Inkubation auf Eis erfolgte
die Elektroporation durch einen einfachen Puls bei 25 pF, 2,5 kV, 200 Q mittels Gene Pulser (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen). Die dabei erreichte Feldstérke betrug 12,5 kV/cm, die Zeitkonstante 4,7
ms. Anschlief?end wurde 1 ml LB-Medium zugegeben, die Zellen bei 37 °C fur 1 h schittelnd inkubiert
und 10 bzw. 100 pl des Ansatzes auf LB-Amp-Agarplatten ausplattiert.

Transformation von E. acidaminophilum-Zellen durch Elektroporation

Alle Schritte wurden in einer Anaroben-Box (Forma Scientific, Inc., Marietta, USA ) im Kihlraum
durchgefuihrt. Alle bendtigten Puffer und Geréte waren anaerob hergestellt bzw. behandelt und wurden
vor Benutzung mindestens einen Tag in der Box gelagert.

Medium (50 ml) wurde mit einer frischen Ubernachtkultur angeimpft, in der Anaeroben-Box bei 34 °C
inkubiert und in der spétlogarithmischen Wachstumsphase durch Zentrifugation geerntet. Das Pellet

wurde zweimal mit Elektroporationspuffer (s. 3.6.5) gewaschen und anschlief3end entweder:

e in 2 ml Elektroporationspuffer aufgenommen; je 500 ul wurden in Elektroporationskivetten mit
4 mm Elektrodenabstand (Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf) gegeben, mit ca. 0,5 pg Plasmid

versetzt und mit einem Stromstold behandelt; nach dem Stromstofd wurden die Zellen in Mini-
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Hungates (Ochs, Bovenden) mit 2,5 ml Regenerationsmedium (Glycin-Medium fir E. acidamino-
philum) gegeben; oder:

* in 200 pl Elektroporationspuffer aufgenommen, je 50 pl wurden in Elektroporationskiivetten mit 2
mm Elektrodenabstand (Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf) gegeben, mit ca. 0,5 pg Plasmid ver-
setzt und mit einem Stromstol? behandelt; nach dem Stromstof3 wurden die Zellen in Mini-Hungates
(Ochs, Bovenden) mit 950 pl Regenerationsmedium (meist Glycin-Medium) gegeben.

Die elektroporierten Zellen wurden zur Auspragung der Resistenz mindestens drei Stunden bei 34 °C
inkubiert und schliefflich auf entsprechenden Selektionsmedien ausgestrichen. Zur Bestimmung der
Uberlebendsrate wahrend der Elektroporation wurden Proben direkt nach der Zugabe der Regenerati-
onspuffers entnommen und je 100 pl einer 10*-Verdiinnung auf Medien ohne Antibiotika ausgestrichen.
Zum Vergleich wurde eine Probe der nicht-elektroporierten Zellen herangezogen, die bis auf den Strom-
stol? exakt gleich behandelt wurde. Die Platten wurden in Wittschen Topfen (Oxoid, Basingstoke, Eng-
land) bei 30 °C inkubiert und nach 2 — 4 Tagen ausgewertet.

2.2.4 Ubertragung von DNA durch Konjugation

K onjugation zwischen E. coli und E. acidaminophilum

Fur Konjugationsexperimente erfolgte die Anzucht von E. acidaminophilum in 10 ml Glycin- (50 mM)
oder SFG- (40/30/20 mM) Medium Uber Nacht. E. coli wurde in 5 ml LB-Medium aerob Uber Nacht
angezogen und in ein Hungate-Réhrchen Uberflhrt. Beide Kulturen wurden 15 min bei 3.500 rpm sedi-
mentiert und mit 5 ml des entsprechenden Mediums fir E. acidaminophilum gewaschen und erneut se-
dimentiert. Anschlief3end wurden die Zellpéllets in 200 pl SFG-Medium aufgenommen und in einem
Hungate-Rdhrchen vereinigt. In der Anaerobenbox wurde dieses ,, Mating”-Gemisch auf Filterpléttchen
(Celluloseacetat, 0,45 um; Sartorius, Gottingen) aufgetropft. Neben dieser Methode mittels Zentrifugati-
on wurden die Kulturen in der Anaerobenbox auch durch Filtrieren mittels Vakuumpumpe auf den Filter
aufgebracht. Die Filter wurden bei 30 °C auf SFG-Agarplatten (in einigen Versuchen mit 0,2 % Glucose
supplementiert) 24 h anarab inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen mit 1 ml Glycin-Medium von
dem Filter gewaschen. Von dem K onjugationsgemisch wurden 100 pl auf Glycin-Platten mit Tetracyclin
(5 pg/ml) ausplattiert. Fur die Zellzahlbestimmung wurde eine Verdiinnungsreihe in Glycin-Medium
hergestellt, zur Bestimmung der Donorzellzahl auf LB-Medium (aerob, Inkubation bei 37 °C, Uber
Nacht), zur Bestimmung der Rezipientenzellzahl auf Glycin-Platten ohne Antibiotikum (anaerobe Inku-
bation bei 30 °C Uber mindestens 3 Tage) ausplattiert.
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Konjugation zwischen E. faecalisund E. acidaminophilum

Das ,,Mating* bei Konjugationsexperimenten zwischen E. faecalis und E. acidaminophilum wurde
durchgefuihrt wie fur E. coli beschrieben. Die Zellanzucht des Donors erfolgte in 20 ml MRS-Medium
wiein 2.1 beschrieben.

Die Filter wurden 24 h auf SFG-Platten anaerob inkubiert. Nach Abwaschen des ,, Mating" -Gemisches
mit Glycin-Medium wurden 100 ul auf Glycin-Platten ausplattiert. Zur Bestimmung der Rezipienten-
zellzahl wurden entsprechende Verdinnungen ebenfalls auf Glycin-Medium ausplattiert (Inkubation
anaerob bel 30 °C Uber mindestens 3 Tage), die Bestimmung der Donorzellzahl erfolgte durch Ausstrei-
chen der Verdiinnungen auf MRS-Platten (Inkubation aerob bei 37 °C Uber Nacht).

2.2.5 Herstellung einer Genbank von genomischer E. acidaminophilum-DNA

Eine A-ZAPI1-Genbank wurde unter Verwendung des Lambda ZAP"11 Predigested EcoRI/CIAP-Treated
Vector Kits (Stratagene, Heidelberg) hergestellt. Genomische E. acidaminophilumDNA wurde mit
EcoRI vollstandig verdaut und durch Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation (1040 % (wi/v)
Saccharose, 24 h, 200.000 x g) aufgetrennt. DNA-Fragmente im Bereich von 5 — 10 kb wurden in EcoRI-
verdaute A-Arme des A-ZAPII-Vektors nach Angaben des Herstellers kloniert und in Phagenpartikel
verpackt. Die Anzucht und Infektion der Wirtsorganismen, die Vermehrung und Lagerung der Phagen,
sowie die in vivo-Excision von genomischer DNA tragenden Plasmiden aus positiven Phagen erfolgte

nach Angaben des Herstellers.

2.2.6 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Zum qualitativen Nachweis bzw. zur quantitativen Anreicherung bestimmter DNA-Fragmente aus chro-
mosomaler DNA oder rekombinanten Plasmiden wurde die Polymerase-K ettenreaktion (PCR) genutzt.

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler mit Deckelheizung (TRIO-Thermobl ock, Biometra,
Gattingen) durchgefihrt, die Oligonucleotide (Tabelle 3) wurden von Metabion (Martinsried) bezogen.
Ein Reaktionsansatz von 100 pl enthielt folgende Komponenten: Reaktionspuffer (1 x, inklusive 5 mM
MgCl,), Primer (je 10 — 100 pmol), dNTPs (0,2 mM), Template-DNA (30-100 ng), DNA-Polymerase
(1 V). Fir Nachweis-PCRs wurde Tag-DNA-Polymerase verwendet, wahrend fir PCRs, deren Amplifi-
kate fur Klonierungen genutzt wurden, PfuTurbo DNA-Polymerase (Stratagene, Heidelberg) eingesetzt

wurde, die eine “ proof-reading” -Aktivitat aufweist.
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Tabelle 3: Ubersicht tiber verwendete Primer. Erkennungsseguenzen von Restriktionsendonukleasen sind her-

vorgehaben.

Primer Sequenzin 5' —=3'-Richtung Verwendung

fdhl AAR ATA GAY GGH AGA GAR CTW GAR GTD CCW AA FDH-Sonde

fdhCR CCCATRTGR CAI GCD CCY TG

hyd-N1 CTT CGG AGA CTA CACTGG AG Sonde gegen hymC;

hyd-N2 TGT AGT GAG TGT GAA GAA GC semiquantitative RT-PCR: hym-Operon
hydA-5' CTC CAGTGT AGT CTC CGA AG Klonierungsprimer

hydA-3' CAGAAGGCT ACGAGGCAATC Klonierungsprimer

FAM-fdhl-PE  5-FAM-TCT ATT CCA AGC TCC TTT GC fagy e (stromaufwarts von
FAM-mog-PE  5-FAM-CCT GCA TAG CCC TTG TCA C m’;er Extension (stromaufwarts von
fdh26 AGG AAG TCT CACCACAACGA Nachwel's eines gemeinsamen Tran-
orfM-N2 ACA GAG AAT GCCAGGAACG skriptes von hymC und hymD

fdh22 CAT TTC GGT GCC CCT GTT TGC semiquantitative RT-PCR:

fdhB1-N2 CTT GAA ATA GTGGCGTCC TGC Gensatz |

fdhB2-N1 AAT CCC CGC TCT CTG CTA CG semiquantitetive RT-PCR:

fdhB2-N2 GTCTTCCGCTTGTAGGTGGC Gensatz |1

CsFDH2 GAC GGA ATA GTA AGC CCA AC . "

CSFDH3 GGA CAA ACA CGA CTG AAT G RT-PCR (fdnA, C. sticklandii)
CsFDH5 TTGCGGAAACTATGATGCT . .
CsFDHS8 GGC TGA AAT CCC AAA CTA CA RT-PCR (aor/car, C. sticklandi)
fdhA1-Ndel GGA TTA CAT ATG GTGTTA GTC AAGATA GACGGCC Expression von FdhA1 mittels IMPACT-
fdhAl-Sall TATTCTGTCGACTTT TAT ACGTTCTAT CCT CACTGC GC System

M-fdhA1-U/C-f CGCAAGGCTCTGTCA TGCTTC CACTGT TGC Mutationsprimer fir FdhA1 (U/C)
M-fdhA1-U/C-r GCA ACA GTG GAA GCA TGA CAG AGC CTT GCG P

fdhB1-Ndel AGG GTT CAT ATG AAA AAA GTT AAT GTT GTA ATA GAC GG Expression von FdhB1 mittels IMPACT-
fdhB1-Xhol AAA ACCCTCGAGTCTTTCTTCCAGCTTTTCTAT CCT G System

fdhAl1-Bsal-N TAA AGG GGT CTC TGC GCA TGG TGT TAG TCA AGA TAGAC Expression von FdhA1 und dem N-
fdhAl-Bsal-AN AAC ACA GGT CTC GGC GCA TGA AAA AGG TCA GGA CAA CAT G  terminal verkirzten AN-FdhA1 mittels
fdhAl-Bsal-C CTGATTGGT CTCTTATCATTA TTT TAT ACGTTC TAT CCT CAC  Srep-tagll-System

MLSA AGA GGG TTA TAA TGA ACGAG Primerpaar zum Nachweis von Vektoren
MLSB AAA TCGTCA ATT CCT GCA TG mit MLS-Resistenz

ermBP1 GAC GAA ACT GGC TAA AAT AAG Nachweis von Vektoren mit ermBP-
ermBP2 TTTGGCGTATTTCATTGCTTG vermittelter EmR-Resistenz

catP1 AAA CGG CAA ATGTGA AAT CC Nachweis von Vektoren mit catP -
catP2 ACT TGA ATT TGA GAG GGA AC vermittelter Cm®-Resistenz

tetM-f CAA CGA GGA CGG ATA ATA CGC Nachweis von Vektoren bzw. Transpo-
tetM-r TGT TTGTAG TAG AGG GTG CGG sons mit tetM -vermittelter Tc*-Resistenz
fdh32 GCT CCC TAT CCT TAT GAC G Primer fir anchored-ligation-PCR zur
fdh38 CAT AGG AGT CAT TGT AGC CA Klonierung von dpB

slpA-1 CTI ACI GAR GGI ATH GAR GA . .

dpA-2 GGM CCW CTW ACW GAR GGM ATA GAR GA Klonierungsprimer (SIpA)

fdh4 ATC CGT ACC GCT TAT ATGCTG CG

fdh5 GTG CGA AGA GCT GCA GGG GACA ; )

CY5-Eacl-L CY5-CTG AGA CGA GAT ACA ACG ATG Sehnittstellenbestimming von Eacl
CY5-Eacl-R CY5-AGA CCT TCGCTT ATT ATT ACG

Eacl-5 TAG AGT GGG TGT TGT GGC GAG Klonierungsprimer (reacl)

R/forl Nt-fusion
R/rev Nt-fusion

TAT TAA GGT CTC GGC GCA TGG CTA TTT GGT ATATTG GA
GGA AAT GGT CTC ZZA TCA TAA GCA GACTGA CAT ATT ACT

Expression von REacl mittels Strep-
tagll-System (N-terminal)

M/for Nt-fusion
M/rev Nt-fusion
MEacl-f (pASK?3)
REacl-r (pASK?3)

ATG AGG GGT CTC CGC GCA TGA GTA ATT CACTGA AAATC
AGC CAC GGT CTC ATA TCA TTA ATA TCC GAC AAA CAG ATA
AAT AAA GGT CTC TAA TGA GGG GGC GACATATATT

AAT AAT GGT CTC TGC GCT GCA GACTGA CAT ATT ACT AA

Expression von MEacl mittels Srep-
tagll-System (C-terminal)
Coexpression von MEacl und REacl,
REacl mit C-terminalem Srep-tag

pfl-1 AGR GGM AGR ATA ATA GGM GAY TA

pfl -2 GAY GAY TAY GCM ATA GCM TGY TGY GT Nachweis der Pyruvat-Formiat-Lyase in
pfl -2r ACR CAR CAK GCT ATK GCRTARTCRTC E. acidaminophilum

pfl -3r ACW GCR TAK CCW GAH ACY CTT ATW GT

83 kDa-2 GAY CTK AGR AARTTY CTK CAR GA Klonierungsprimer

T3 AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG Universelle Primer zur Sequenzierung
T7 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C oder anchored-ligation-PCR
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Zur vollsténdigen Denaturierung der Template-DNA wurde der Ansatz 2 min auf 94 °C erhitzt. Gleich-
zeitig wurden dadurch unspezifische DNA-Primer-Hybridisierungen vermieden. Es wurden 30 Zyklen

mit folgenden Schritten druchgefihrt:

Denaturierung 30she 94°C
Primeranlagerung (,, Annealing*) 30shei 45-60 °C
Neustrangsynthese (,, Extension®) 1-4minbei 72°C

Abschlieflend wurde der Ansatz auf 4 °C gekiihlt und die PCR-Produkte im Agarosegel analysiert, wei-
terverarbeitet oder bei —20 °C gelagert. Die Temperatur bei der Primeranlagerung ist abhangig von des-
sen Lange und Nukleotidzusammensetzung. Sie wurde nach BERTRAM UND GASSEN (1991) so gewahit,
dasssie etwa 5 °C unter der Primer-Schmel ztemparatur (T,,) lag, die sich wie folgt berechnen I &sst:

Tn=2°Cx Anzahl der A/T-Paare + 4 °C x Anzahl der G/C-Paare

2.2.7 Hybridisierung

Die Hybridisierungen wurde mit dem DIG-Luminescent-Detection-Kit (Roche Diagnostics, Mannheim)
durchgefiihrt. Die Markierung der PCR-Sonden erfolgte mit dem DIG-DNA Labeling Kit, die Mark-
ierung von Oligonuklectiden mit dem DIG Oligonucleotide 3'-End Labelling Kit nach Angaben des Her-
stellers. Hybridisierung und Detektion erfolgten nach Angaben des Herstellers.
Die Hybridisierungstemperatur war abhéngig von der Art der Sonde, homol oge DNA-Sonden wurden bei
68 °C eingesetzt, heterologe bei 50 °C. Bei Verwendung von Oligonukleotid-Sonden wurde die
Schmel ztemperatur der Primer durch Verwendung der folgenden Formel berechnet:

Tm =815+ 16,6 (Iogy [Na']) + 0,41 (% G+C) — (600/N)
Dabei ist [Na'] die Konzentration der Natrium-lonen im letzten stringenten Waschschritt, % G+C bezieht
sich auf den G+C-Gehalt des Primers und N entspricht der Anzahl der Basenpaare des Primers. Die Hy-
bridisierung wurde 5 - 10 °C unter der Schmel ztemperatur T,,, durchgefiihrt.
Hybridisierungen von Northern-Blots wurden nach einem modifizierten Protokoll nach ENGLER-BLUM et
al. (1993) in einem “high SDS’ Hybridisierungspuffer (0,25 M NaHPO,, pH 7,2, 1 mM EDTA, 20 %
SDS, 0,5 % Blocking Reagenz) iber Nacht bei 68 °C durchgeftihrt. Vor der Detektion wurden die Mem-
branen drei Mal 20 min mit 20 mM Na,HPO,, pH 7,2, 1 mM EDTA, 1 % SDS bei 65 °C gewaschen.

Southern-Blots
Der Transfer der DNA aus dem Gel auf eine ungeladene Nylonmembran (Macherey-Nagel, Diren) er-
folgte mittels Vakuum-Blot-Apparatur (Appligene-Oncor, Heidelberg) durch Anlegen eines Vakuums
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(60 mbar) fur 1-1,5 h. Vor dem Transfer wurde das Agarosegel mit der darin enthaltenen DNA 15 minin
0,25 N HCI schittelnd inkubiert, um bei grofReren DNA-Fragmenten Strangbriiche zu induzieren und
damit deren Ubertragung zu erleichtern. AnschlieRend erfolgten noch Inkubationen des Gels in Denatu-
rierungs- (0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl) und Neutralisierungsldsung (3 M NaCl, 0,5 M Tris, pH 7,5) fir je
30 min. Eine Nylonmembran wurde auf Gelgrofie zugeschnitten, kurz mit Wasser angefeuchtet und dann
flr 15 min in 20 x SSC (Standard-Saline-Citrat: 3 M NaCl, 0,3 M Natrium-Citrat) inkubiert. Nach dem
Zusammenbau des V akuum-Blots wurde das Gel mit 20 x SSC Uberschichtet und darauf geachtet, dass
dies auch wahrend des Transfers sténdig der Fall war. Anschlief3end wurde die DNA durch je 2 min
beidseitige UV-Bestrahlung auf der Nylonmembran fixiert.

Kolonie- und Plaque-Lifts

Vor dem Transfer der Kolonien bzw. Plaques auf Nylonmembranen (Macherey-Nagel, Diren) wurden
die Agarplatten mindestens 30 min bei 4 °C vorgekihlt. Das Material wurde durch 1 minitiges Auflegen
der Nylonmembranen auf die Agarplatte Ubertragen, wobel die Lage der Membran markiert wurde, um
spater auf positive Klone rickschlief3en zu kénnen. Die Membranen wurden anschlief3end mit den Kolo-
nien bzw. Plaques nach oben auf mit folgenden L ésungen getrankten Filterpapieren inkubiert: Denaturie-
rungsliésung (0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl, 0,1 % (w/v) SDS) 5 min, Neutralisierungslésung 15 min (s. 0.)
und 2 x SSC 10 min. Auch hier wurde die DNA mit UV-Licht auf der Membran fixiert. Wurden Koloni-
en auf Membranen Ubertragen, schloss sich eine Proteinase K-Behandlung an. Dazu wurden 500 ul Pro-
teinase K-Losung (2 mg/ml) auf eine Membran pipettiert, durch leichtes Schwenken verteilt und eine
Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Zellreste wurden durch mit sterilem Wasser getranktes Filterpapier ent-

fernt.

, Dot-Blots*

Fir die Herstellung von ,, Dot-Blots* wurden je 1 pl der DNA-Proben (DNA-Konzentration 1 pg/ul) mit
1yl 2 M NaOH in einer Mikrotiterplatte gemischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
fend wurden die Proben direkt auf eine Nylonmembran getropft und die DNA durch 2 min UV-
Bestrahlung fixiert.

Northern-Blots

Der Transfer der in einem denaturierenden Formal dehyd-Agarosegel en getrennten RNA auf eine ungela-
dene Nylonmembran (Macherey-Nagel, Diren) erfolgte mittels Vakuum-Blot-Apparatur (Appligene-
Oncor, Heidelberg) durch Anlegen eines Vakuums (60 mbar) fir 3 h. Vor dem Transfer wurde das Gel
zur Entfernung Uberschiissigen Formaldehyds kurz in Wasser geschwenkt und analog wie fir Southern-
Blots beschrieben geblottet und fixiert.
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2.2.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung doppelstréngiger DNA (Plasmid-DNA und gereinigte PCR-Produkte) erfolgte durch
Anwendung der von SANGER (1977) entwickelten Kettenabbruchmethode mittels “dRhodamine Termi-
nator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (PE Applied Biosystems, Langen). Die Analyse erfolgte
mit Hilfe des automatisierten Laser-Fluoreszenz-Sequenzierers ABI PRISM 377 Version 4.0 (PE

Applied Biosystems, Langen).

Zur Sequenzanalyse gréf¥erer Plasmide oder PCR-Produkte kamen vier verschiedene Methoden zur An-

wendung:

»  Subklonierung durch Restriktionsverdau des Plasmids mit passenden Restriktionsendonukleasen und
Ligation der entstandenen Fragmente in pBluescript SK+;

e Subklonierung durch Einfiihrung von ,, nested deletions* mit Hilfe des Exo I11/Mung Bean Nuclease
Deletion Kits (Stratagene, Heidelberg) entsprechend der Anleitung des Herstellers;

« Herstellung von Transposonmutanten mit Hilfe des , Genome Priming Systems* GPS™-1 (New
England BioL abs, Schwal bach/Taunus) nach Angaben des Herstellers;

» die Methode des ,, Primer Walking".

Die ermittelten Sequenzdaten wurden mit den Computerprogrammen Clone 4 (Clone Manager-Version
4.0, Scientific & Educationa Software, USA) und Dnasis (Version V5.00) ausgewertet. Die Bestimmung
von offenen Leserahmen fand mit Hilfe des Internet-Programms ORF-Finder von National Center for
Biotechnological Information (NCBI) statt. Sequenzhomologien zu den in den Datenbanken EMBL und
SWISS-PROT enthaltenen DNA- und Proteinsequenzen wurden mit dem vom NCBI bereitgestellten
Internet-Programm Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) ermittelt. Sequenzvergleiche von Pro-
teinen wurden mit dem Internet-Programm ClustalW vom European Biotechnology Institute (EBI) er-
stellt. Die Bestimmung von Sequenzmotiven in Proteinsequenzen und die Errechnung von Protein-
Molekulargewichten anhand der Aminosaure-Sequenzen erfolgte mit den Internet-Programmen Scan
Prosite, Profile Scan und Compute pl/Mw des Expasy Molecular Biology Server (Institut fir Bioinfor-
matik, Genf, Schweiz).



2. MATERIAL UND M ETHODEN 23

2.2.9 Bestimmung des Transkriptionsstartpunktesdurch , primer extension®

5-Enden von mRNA wurde durch Kombination der Fragment-Langenbestimmung mit einer
abgewandelten ,, primer extension”-Methode (BOORSTEIN UND CRAIG 1989) bestimmt.

Fir die Reaktion wurden in einem Volumen von 12 pl ca. 2 ug Gesamt-RNA mit 1 pmol des 6-FAM-
markierten Primers gemischt, 10 min bel 70 °C und 2 min auf Eis inkubiert. Anschlief3end wurden 4 pl
5 x First Strand Buffer, 2 ul 0,1 M DTT und 1 pl 20 mM dNTPs zugesetzt und der Reaktionsansatz zur
Primeranlagerung bei 48 — 50 °C inkubiert. Nach 2 min wurde die reverse Transkription durch Zugabe
von 0,7 pl SUPERSCRIPT™ || (200 U/ul; Gibco BRL/Life Technologies GmbH, Eggenstein) gestartet
und 1 h bei gleicher Temperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch 5-minitiges Erhitzen auf 95 °C
abgestoppt und die cDNA durch Zugabe von 2 pl 3 M Natrium-Acetat (pH 5,2) und 60 ul Ethanol
gefdllt. Das nach Zentrifugation (14.000 rpm, 20 °C, 20 min) gebildete Pellet wurde mit 80 % Ethanol
gewaschen und getrocknet.

Vor der Analyse durch denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese, durchgefiihrt am ABI PRISM
377 (PE Applied Biosystems, Langen), wurde das Pellet in ,loading buffer” aufgenommen und
denaturiert. Die Lange der cDNAs wurde mit Hilfe des internen GeneScan-500 (ROX) GroéfRenstandards
(PE Applied Biosystems, Langen) bestimmt, der den Ansétzen beigeflgt wurde. Die Auswertung der
Fragmentlangen-Analysen erfolgte mit GENESCAN 2.1-Software.

2.2.10 RT-PCR

Zur Entfernung kontaminierender DNA wurde 1 pg RNA mit 1 U “RQ1 RNase-free DNase” (Promega,
Mannheim, Germany) in einem Volumen von 10 pl bei 37 °C fir 30 min inkubiert. Die DNAse wurde
durch Zugabe von “RQ1 DNase Stop Solution” und 10 min Inkubation bei 65 °C inaktiviert. Die DNA-
Freiheit wurde durch eine geeignete PCR Uberpriift.

Die reverse Transkription wurde wie fir die “primer extenson”-Analyse beschrieben durchgefihrt,
auler dass 1 pul DNA-freie RNA und 1 pl Hexanukleotid-Mix (3 A.g units/ml, Roche Diagnostics,
Mannheim) anstelle eines spezifischen Primers eingesetzt wurden. Zur Gewahrleistung der Anlagerung
der Hexanukleotide wurde der Ansatz 10 min bel Raumtemperatur statt bel 50 °C inkubiert. In einer

nachfolgenden PCR wurde 1 pl der RT-Reaktion oder ihrer Verdiinnungen eingesetzt.
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2.2.11 Einfuhrung einer Punktmutation mittels overlap-extension-PCR

Zum Austausch des Selenocysteins gegen Cystein in FdhA1 wurde die Methode der overlap-extension-
PCR angewendet. Von der zu mutierenden Region wurden die beiden Primer M-fdhA1-U/C-f und M-
fdhA1-U/C-r abgeleitet, die in ihrer Mitte den Basenaustausch tragen. In einer ersten PCR wurde zu-
néchst M-fdhA1-U/C-r mit dem N-terminalen Primer fdhA1l-Ndel und M-fdhA1l-U/C-f mit dem C-
terminalen fdhAl-Sall kombiniert, die aus chromosomaler DNA von E. acidaminophilum amplifizierten
Produkte wurden mittels Qiaquick PCR Purification-Saulen gereinigt und mit Dpnl verdaut, um Verun-
reinigungen durch chromosomaler DNA in der zweiten PCR zu verhindern. Dpnl schneidet in der Er-
kennungssequenz GATC nur dann, wenn A methyliert ist; in der fdhAl-Sequenz befinden sich drei Eacl-
Schnittstellen (GGATC), die in der chromosomalen DNA von E. acidaminophilum sehr wahrscheinlich
ebenfalls am A methyliert vorliegen. Anschlief3end wurden die beiden Dpnl-behandelten PCR-Produkte
durch Gel-Extraktion gereinigt und dienten als Template in einer zweiten PCR, in der nur die beiden N-
und C-terminalen Primer fdhA1-Ndel und fdhAl-Sall eingesetzt wurden. Das entstandene PCR-Produkt,
das die erwartete Grofe aufwies, wurde durch Extraktion aus dem Gel gereinigt, mit Ndel und Sall ge-
schnitten und in den Ndel-Xhol-geschnittenen pTY B2-Vektor ligiert. Alle durch Sequenzierung Uber-

priften Klone wiesen den Basenaustausch auf.

2.3 Allgemeine biochemische M ethoden

2.3.1 Entsalzen und Einengen von Proteinlésungen

Entsalzen mit PD-10 Saulen
Kleinere Proteinmengen wurden mit PD-10-Sdulen (Amersham-Pharmacia, Freiburg) entsalzt. Diese
wurden vorher mit 25 ml des gewlinschten Puffers dquilibriert. Anschlief3end wurden 2,5 ml Probe auf-

getragen. Die Elution erfolgte mit 3,5 ml Puffer.

Dialyse von Proteinlésungen

Zum Entsalzen von Proteinldsungen wurde in Dialyse-Schlduchen (Visking, Serva, Heldelberg) unter
standigem Ruhren fur zwei bis vier Stunden bei 4 °C unter einmaligem Pufferwechsel gegen das 50- bis
1000-fache Volumen dialysiert. Die Schlduche wurden zuvor in H,O dest. fir 10 min ausgekocht und bis
zur Verwendung bei 4 °C gelagert.
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Einengen von Proteinldsungen im Dialyseschlauch

Proteinldsungen in grofReren Volumina wurden im Diayseschlauch auf PEG 20000 eingeengt. Die Pro-
teinlésung wurde hierzu in einen Dialyseschlauch geflllt und in einer Schale vollsténdig mit PEG 20000
bedeckt. Die Konzentrierung erfolgte bei 4 °C.

Einengen von Proteinlésungen mit Microcon-Réhrchen
Die Konzentrierung von Proteinlésungen kleinerer Volumina erfolgte in Microcon-10-Réhrchen (Fa.
Millipore, Eschborn), die eine Ausschlussgrenze von 10 kDa aufweisen. Die Konzentrierung erfolgte

durch Zentrifugieren bei 4 °C und 6.000 rpm nach Angaben des Herstellers.

2.4 Methoden zur Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase

24.1 Bestimmung der Formiat-Dehydrogenase-Aktivitéat

Wahrend der Aufreinigung der Formiat-Dehydrogenase wurde die Aktivitét durch die Oxidation von
Formiat (WAGNER UND ANDREESEN 1977, mod.) bestimmt.

Messung der For miat-Dehydrogenase-Aktivitat in Glaskiivetten

Der Enzymtest wurde unter strikt anaeroben Bedingungen in Halbmikroglaskiivetten (d=1 cm, Ochs
Labortechnik, Bovenden), die nach dem Einfiillen von Testpuffer, Benzylviologen und anschlief3ender
Begasung mit Stickstoff mit Naturkautschuk-Septen (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) verschlossen wurden.
Die Reduktion von Benzylviologen wurde bel 578 nm an einem UV -1202-Photometer (Shimadzu, Jena)

mit ,, Kinetik"-Programmkarte verfolgt.

Testansatz:  Tris-HCI-Puffer (50 mM, pH 8,0) 920 pl
Benzylviologen (0,25 M)* 20 pl
Natrium-Dithionit (50 mM)* 2-3 pl
Enzymprobe 0,25-5 pl
Formiat (0,4 M)* 50 pl

! Die Lésungen wurden in abgekochtem Testpuffer angesetzt. In den Messungen zum Vergleich der spe-
zifischen Aktivitdt von Formiat-Oxidation und CO,-Reduktion wurden 15 pl einer 0,4 M-Stammlésung
Methylviologen eingesetzt.

Die Anfangsextinktion wurde mit Natrium-Dithionit auf ca. 0,3 eingestellt, um Restsauerstoff aus der

Kvette zu entfernen. Der Enzymtest wurde bel 34 °C durchgefiihrt. Der Ansatz wurde bis zu 2 min ohne
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Substrat bei 34 °C inkubiert, um die Blindreaktion abklingen zu lassen. Anschlief3end wurde die Blindre-
aktion gemessen; nach Substratzugabe erfolgte die Messung der Reaktion (20 s je Messung). Aus der

durch das Programm berechneten Extinktionsanderung pro Minute konnte die Volumenaktivitét der Pro-

be berechnet werden:
A = AE [/ mn [V,
! d Ot Ov,
A, = Volumenaktivitét [U/ml] (1 U entspricht Umsatz von 1 pmol Substrat pro min)
AE/min = Extinktionsanderung pro Minute [min™]
d = Schichtdicke [cm]
£ = Extinktionskoeffizient [mMcm™]

e57s (Benzylviologen) = 8,3 mM*em*
€600 (Methylviologen) = 13,1 mM*cm*
Vq = Volumen des Testansatzes [ml]
Vp = Volumen der Probe [ml]

Bel der Berechnung ist zu beachten, dass Benzyl- und Methylviologen Einelektronenlbertrager sind,

d. h. zwei Viologen-Molekiile pro umgesetztes Formiat-Mol ekl reduziert werden.

Messung der For miat-Dehydrogenase-Aktivitat mittels Mikrotiter plattentest

Zur schnelleren Detektion von Enzymaktivitaten wahrend der Aufreinigung konnte der Enzymtest auch
in Mikrotiterplatten durchgefiihrt werden. Wahrend der ersten Anreicherung wurde Methylenblau as
Elektronenakzeptor verwendet, wahrend der zweiten Benzylviologen. Eine in die Anaerobenbox
eingeschleuste Mikrotiterplatte wurde vorbereitet, indem jeweils 150 pl Testmix (50 mM Tris-HCI, pH
8,0, 0,2 mM Methylenblau/5 mM Benzylviologen, 20 mM Formiat) vorgelegt wurden. Zur Bestimmung
der Blindreaktion diente ein zweiter Testmix ohne Substrat. Von jeder zweiten bis funften Fraktion
wurden 1 - 5 pl Probe in Testmix mit und ohne Substrat pipettiert. Anschlief3end wurden die Fraktionen
ausgewahlt, die am schnellsten zu einer Entférbung des Ansatzes fihrten. Die Quantifizierung erfolgte
danach im K Givettentest.

Bestimmung der Aktivitat der Formiat-Dehydrogenase als CO,-Reduktase
Die algemeinen Bedingungen waren analog der Aktivitésmessung durch Formiat-Oxidation. Zum

Nachweis der CO,-Reduktase-Aktivitét der Formiat-Dehydrogenase wurde der folgende Ansatz gewahit:

Tris-HCI-Puffer (50 mM, pH 8,0) 860 pl
Methylviologen (10 mM) 15 pl
DTT (0,5M) 20 ul

Der Testansatz wurde 5 min inkubiert, anschlief3end wurden die folgenden Reagenzien zugefiigt:
Natrium-Dithionit (50 mM)* 2-3 pl
NaHCOs (0,3M in0,3M KP, pH 7,2) 100 ul

Enzymprobe 1-5 pl
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Die Dithionitzugabe wurde so gewahlt, dass sich durch das reduzierte Methylviologen eine Extinktion
von ca. 1 ergab. Nach Messung der Blindreaktion nach Zugabe von Dithionit und Substrat, wurde die
Reaktion durch die Zugabe des Enzyms gestartet und die Abnahme der Extinktion bei 578 nm verfolgt.
Die Tests wurden mit der MonoQ-Fraktion 30 durchgefiihrt, pro pl waren ca. 0,1 U FDH-II enthalten
(durch Formiat-Oxidation mit Methylviologen al's Elektronenakzeptor bestimmit). Einige Tests wurden in
Gegenwart von 10 pl Carboanhydrase-L 6sung (50 U/ul) durchgefihrt.

2.4.2 Voraussetzungen fur die Anreicherung Sauer stoff-empfindlicher Proteine

Alle im folgenden beschriebenen Methoden zur Aufreinigung der Formiat-Dehydrogenase aus E. acida-
minophilum mussten unter strikt anaeroben Bedingungen erfolgen. Dazu wurden alle Schritte in einer
Anaeroben-Box (Coy Laboratories Inc., Vertrieb durch Toepffer, Adelberg) unter einer Formiergasatmo-
sphére (5 % H, / 95 % N,) bei Raumtemperatur durchgefihrt. Alle verwendeten Puffer wurden ausge-
kocht und unter Stickstoffbegasung abgekihlt und anschliefRend in Schraubverschlussflaschen (Mdller
und Krempel, Zirich, Schweiz) mit Latex-Gummisepten (Maag, Dubendorf) abgeflllt. Fraktionen, die
wahrend der Anreicherung aus der Anaeroben-Box ausgeschleust werden mussten, wurden vorher in
Hungate-Rdhrchen oder Serumflaschen mit Septen Uberfuhrt. Alle Geréte und Kunststoffgeféal3e wurden
mindestens einen Tag vor der Benutzung in die Anaeroben-Box eingeschleust. Falls eine Lagerung von

Fraktionen Uber Nacht oder mehrere Tage notwendig war, wurden diese bel —20 °C eingefroren.

2.4.3 Puffer fur die Anreicherung der For miat-Dehydrogenase

Soweit nicht anders erwahnt, wurden fir die Anreicherung stets die folgenden Puffer verwendet:

Puffer A: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM Natrium-Azid
2mM DTT
2 mM N&S,0,

0,1 ug/l Resazurin

Puffer B: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM Natrium-Azid
2mM DTT
0,1 g/l Resazurin

Puffer C: Puffer A mit 1 M NaCl
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2.4.4 Fallungen

Ammoniumsulfat-Fallung

Die fraktionierte Falung erfolgte mit Hilfe einer bei 4 °C geséttigten Ammoniumsulfatlésung. Dazu
wurde 4 M (NH,4),SO, in Puffer A eingewogen, wobei sich das Ammoniumsulfat nicht vollstandig |Gste.
Der pH-Wert dieser L6ésung wurde auf 8,0 eingestellt. Die Losung wurde vor ihrer Verwendung minde-
stens 1 h gerdihrt, um S&ttigung zu erreichen. Mit dieser L6sung wurde durch tropfenweise Zugabe die
gewtnschten Konzentrationen in der Probe eingestellt. Die Berechnung erfolgte in % (v/v), was ungeféhr
mit % Sé&ttigung Ubereinstimmen misste. Die Probe wurde anschlief?end 30 min gertihrt und danach zen-
trifugiert. Die fraktionierte Falung der ersten Anreicherung wurde bei 4 °C, die der zweiten bei Raum-

temperatur durchgefihrt.

Hitzefallung

Fir die Vortests wurde der zuvor auf Eis gelagerte Rohextrakt (0,5 ml) in Hungate-Réhrchen im Was-
serbad 3 bzw. 10 min bei 50 - 70 °C schiittelnd inkubiert und anschlief3end sofort in Eiswasser abgekUhit.
Ausgefallenes Protein wurde durch Zentrifugation der Hungate-Rohrchen in der Eppendorf-Zentrifuge
bei 3.500 rpm, 4 °C, 10 min pelletiert. Anschlieffend wurde die FDH-AKktivitat im Uberstand bestimmt.
Wahrend der zweiten Anreicherung wurde eine Hitzeféllung bei 60 °C fir 10 min durchgefiihrt. Der
Rohextrakt wurde auf Hungate-Rohrchen verteilt (10 ml pro Réhrchen) und vor und nach der Hitzeein-
wirkung auf Eisinkubiert. Das denaturierte Protein wurde durch Zentrifugation abgetrennt, die Réhrchen
wurden 20 min bei 4 °C bei 3.500 rpm (Hermle Z323K, Hermle Labortechnik, Wehingen) zentrifugiert
und in die Anaerobenbox geschleust. Die Uberstande wurden vereinigt und noch einmal bei 20.000 rpm

in SS34-Réhrchen zentrifugiert.

2.4.5 Saulenchromatographie

Abgesehen von den Vorversuchen wurden alle sdulenchromatographischen Schritte an einer FPLC-
Anlage, bestehend aus Pumpe P-500, der UV-Einheit Optica Unit UV1 und einem Fraktionssammler
FRAC-100 mit angeschlossenem Schreiber REC 101 (alles Amersham-Pharmacia, Freiburg) in einer

Anaerobenbox bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Vorversuche
Um die Bindungsfahigkeit der Formiat-Dehydrogenase an unterschiedlichen Sulenmaterialien zu testen,
wurden verschiedene Probesaulen mit einem Bettvolumen von 1-2 ml verwendet. Die verwendeten Ma-

terialien wurden entsprechend den Herstellerangaben reaktiviert und gelagert und sind in Tabdle 4 auf-
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gelistet. Als Extrakt von E. acidaminophilum diente die Fraktion von 0-60 % der Ammoniumsulfat-

Féallung.

Tabelle 4;: Saulenmaterialien fir Vorversuche

Gelmaterial Aquilibrierungspuffer

Elutionspuffer

Phenyl-Sepharose® 1 M (NH4), SO, in Puffer A
Hexyl- Sepharose?

Octyl- Sepharose?

Decyl- Sepharose’®

Docecyl-Sepharose?

Puffer A

Reactive Red? Puffer A
Reactive Blue 4°

Reactive Blue 72

Reactive Brown 10°

Cibacron Blu€?

Puffer C

! Amersham-Pharmacia, Freiburg
2 Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Anreicherung der Formiat-Dehydr ogenase

Fir die Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase wurden folgende chromatographischen Schritte

durchgefihrt:

* Anionenaustauschchromatographie mit Q-Sepharose Fast Flow

¢ Hydrophobe Interaktions-Chromatographie an Octyl-Sepharose

¢ Anionenaustauschchromatographie an MonoQ HR5/5

» Gdfiltration an einer Superdex 200 HR 10/30 Fertigsaule (nur bei der 1. Anreicherung)

Alle Materialien bzw. Saulen waren von Amersham-Pharmacia (Freiburg) und wurden nach Angaben

des Herstellers benutzt und regeneriert. Zur ausfuhrlicheren Beschreibung der Anreicherung s. 3.4.
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2.5 Methoden zur Anreicherung der Restriktionsendonuklease Eacl

2.5.1 Restriktionsendonuklease-Assay nach ScHLEIF (1980)

Mit Hilfe des Assays kénnen Restriktionsendonukleasen relativ einfach nachgewiesen werden. Dieser
Test basiert auf einer Dextran-Polyethylenglycol -Phasentrennung, wobei durch Variation des Salzgehalts
die verunreinigenden Nucleasen im Rohextrakt von sequenzspezifischen Nucleasen getrennt werden
konnen.

3 g Zdlen von E. acidaminophilum wurden in 10 ml Puffer (10 mM Tris, pH 7,9, 10 mM [-
Mercaptoethanol) aufgenommen und mittels Ultraschall aufgeschlossen (10 s 80 % Leistung, 20 s Pause;
30 min). Zur Herstellung des Polymerkonzentrates wurden 6,4 g Dextran T500 in 50 ml heif3em Wasser
gelost, 25,6 g PEG 6000 zugesetzt und durch Zugabe von Wasser auf ein Gewicht von 90 g gebracht.
Das Konzentrat wurde zur Losung aller Bestandteile vor der Benutzung auf 65 °C erwarmt und auf 20 °C
abgekihlt.

Dieinihrer Salzkonzentration variierenden Ansétze hatten folgende Zusammensetzung:

1 ml aufgeschlossene Zellen

0,5ml H,O

0,55 g Palymerkonzentrat
2/5/10/20/40/80/170/320/ 640/ 1200 pl 4 M NaCl

Die Ansdtze wurden in Reagenzglaser gegeben, mit einem Rihrschwein versehen und 5 min gerthrt.
Anschlief3end wurden die Phasen durch Zentrifugation bei 5.000 x g fiir 10 min getrennt und die Nuclea-
se-Aktivitat des wassrigen Uberstands durch 2-stiindige Inkubation bei 37 °C von je 2 pl Uberstand mit 2
pl A-DNA und 16 pl Puffer (6 mM Tris-HCI, pH 7,4, 6 mM B-Mercaptoethanol, 6 mM MgCI,) getestet.
Die Restriktionsansétze wurden anschlief3end durch Agarose-Gelel ektrophorese analysiert.

2.5.2 Bestimmung der Eacl-Aktivitat

Die Bestimmung der Aktivitét der Restriktionsendonuklease Eacl aus E. acidaminophilum erfolgte qua-
litativ Uber den Verdau von unmethylierter Lambda-DNA (Appligene-Oncor, Heidelberg). Zu einem
Volumen von 18 pl [2 pl 10 x Reaktions-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 7,4, 100 mM MgCl,, 100 mM
DTT), 2l BSA (1 mg/ml) und 1 pl Lambda-DNA (500 ng) ad 18 pl] wurden 2 pl Proteinprobe gege-
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ben, 1 h bei 37 °C inkubiert und die Restriktion der Lambda-DNA anschlief3end durch Agarose-
Gelelektrophorese analysiert.

2.5.3 Puffer fur die Anreicherung von Eacl

Soweit nicht anders erwahnt, wurden fur die Anreicherung stets folgende Puffer verwendet:

Puffer D: 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
0,1 mM EDTA
1mM DTT

Puffer E: Puffer D mit 100 mM NaCl

2.5.4 Anreicherungvon Eacl

Die Restriktionsendonuklease Eacl aus E. acidaminophilum wurde aus Zellen isoliert, die in Glycin-
Medium gewachsen waren. Die Zellen wurden nach Lysozym-Behandlung mittels French-Presse aufge-
schlossen. Die Anreicherung erfolgte aerab bei 4 °C. Fir die Darstellung von Eacl wurden folgende An-

reicherungsschritte durchgefihrt:

e Ammoniumsulfatfalung

» Affinitétschromatographie an DNA-Cellulose im batch-Verfahren
»  Affinitdtschromatographie an Heparin-Agarose

* Anionenaustauschchromatographie an MonoQ HR5/5

e Gdfiltration an einer Superdex 200 HR 10/30-Saule

Die Ammoniumsulfatfallung wurde wie unter 2.4.4 beschrieben, aber aerob durchgefiihrt. Die Affinitats-
chromatographie an DNA-Cellulose erfolgte im batch-Verfahren, indem das Material nach guter Durch-
mischung mit dem entsprechenden Puffer und Inkubation auf Eis durch Zentrifugation bei 2.000 x g fur 3
min sedimentiert wurde.

Die Affinitétschromatographie an Heparin-Agarose erfolgte an einer HiL oad-Anlage mit Pumpe P1, UV-
Detektionseinheit Uvicord Sl und Fraktionssammler Redi Frac mit angeschlossenen Schreiber REC 101,
die Chromatographie an MonoQ sowie die Gefiltration wurden an einer FPLC-Anlage, bestehend aus



2. MATERIAL UND M ETHODEN 32

Pumpe P-500, UV-Einheit Optical Unit UV1 und Fraktionssammler FRAC-100 mit angeschlossenem
Schreiber REC 101 durchgefuhrt (alles Amersham-Pharmacia, Freiburg). Alle Materialien bzw. Saulen
waren ebenfalls von Amersham-Pharmacia (Freiburg) und wurden nach Angaben des Herstellers benutzt

und regeneriert. Zur ausfuhrlicheren Beschreibung der Anreicherung s. 3.7.2.

2.6 Anrecherung des Surface-L ayer-Proteins

Die Anreicherung des S-Layer-Proteins von E. acidaminophilum erfolgte nach einer modifizierten Vor-
schrift von MESSNER UND SLEYTR (1988).

5 g tiefgefrorene Glycin- bzw. Serin/Formiat/Sarkosin (10/50/50 mM)-Zellen wurden in 50 ml Tris-HCI
(50 mM, pH 7,2) resuspendiert. Die Zellen wurden mittels French-Presse (ohne vorherige Lysozym-
Behandlung) aufgeschlossen. Diese Suspension wurde durch Zentrifugation fraktioniert. Durch eine er-
ste, niedertourige Zentrifugation (10 min, 5.000 rpm) wurden nicht aufgeschl ossene Zellen abgetrennt, in
einer zweiten Zentrifugation (15 min, 18.000 rpm, SS34-Rotor, 4 °C) wurden die Zelltrimmer sedimen-
tiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet zur Solubilisierung der Membranen und Membranpro-
teine in 15 ml 0,5 % [v/v] Triton X-100 in 50 mM Tris-HCI, pH 7,2 resuspendiert und 20 min bei
Raumtemperatur gertihrt. Anschlief3end erfolgte eine Zentrifugation (18.000 rpm, 4 °C, 15 min). Das
Pellet wurde einmal mit 0,5 % [v/v] Triton X-100 in 50 mM Tris-HCI, pH 7,2 und sechsmal mit 50 mM
Tris-HCI, pH 7,2 gewaschen. Alle Zentrifugati onsschritte wurden wie oben beschrieben durchgeftihrt.
Das Pellet mit den Zellwandfragmenten wurde zur Dissoziation der S-Layer-Proteine in 10 Volumina
5 M Guanidiniumhydrochlorid in 50 mM Tris-HCI, pH 7,2 resuspendiert und 2 h geriihrt. Das Peptido-
glycan wurde durch Zentrifugation bei 20.000 rpm bei 4 °C fir 20 min sedimentiert. Der Uberstand mit
den gel6sten S-Layer-Proteinen wurde gegen Wasser bei 4 °C flr 24 h didysiert. Nach der Dialyse wur-
de erneut zentrifugiert (20.000 rpm, 4 °C, 20 min). Das Pellet sollte die reassozierten S-Layer-Proteine
enthalten, im Uberstand verblieben nicht reassozierte Proteine.

Die Anreicherung der S-Layer-Proteine wurde durch SDS-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese nachgewie-

sen.
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2.7 Uberexpression von Proteinen

2.7.1 Herstellung rekombinanter Proteine mit dem IMPACTU-System

Die Reinigung von Proteinen tber das IMPACT™ T7:0ne-Step Protein Purification System (New Eng-
land BioLabs GmbH, Schwalbach/Taunus) beruht auf der Uberexpression eines Fusionsproteins aus Tar-
get und Intein mit Chitin-Binde-Doméane. Dieses Protein kann an eine Chitinsdule binden, wéahrend
andere Proteine durch Waschschritte von der S&ule entfernt werden. Durch Zugabe von DTT und Inku-
bation Uber Nacht bei 4°C wird in einesaif-cleavage-Prozess das Target-Protein vom Intein abgespal-

ten und kann von der Saule eluiert werden, wahrend das Intein mit Chitin-Binde-Doméane am

Saulenmaterial verbleibt. Die Regeneration der Saule erfolgt mittels SDS (10 g/l).

Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte

Fur die Uberexpression eines Proteins wurde zunachst dessen codierendes Gen in den Expressionsvekic
pTYB2 nach Angaben des Herstellers unter VerwendundNder und Xhol-Schnittstellen der multip-

len Klonierungsstelle kloniert. Die Plasmidkonstrukte wurden in die ExpressionsstirnoliecER2566

bzw. E. coli BL21-pUBS520 transformiert. Die Hauptkulturen (50 ml) in LB-Medium zur Uberexpressi-

on wurden direkt mit frischem Material einer Einzelkolonie angeimpft und bei 30°C schittelnd bis zum
Erreichen einer O, von 1 inkubiert. Danach erfolgte die Induktion der T7-Polymerase durch Zugabe
von 0,3 mM IPTG. Nach drei Stunden wurden die Zellen geerntet und in 5 ml (pro 50 ml Kultur) Sau-
lenpuffer [50 mM Tris/HCI, pH 7,8, 0,5 M NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 % (v/v) Triton X-100] resuspen-
diert. Die Zellen wurden mittels Ultraschall (GM 60 HD Uni Equip Laborgeratebau, Martinsried) 10 x in
20 s-Impulsen bei maximaler Leistung (60 W) unter dauerhafter Kuihlung aufgeschlossen und zur Ab-
trennung der Zelltrtmmer 30 min bei 20.000 rpm und 4 °C zentrifugiert.

Uberstand und Pellet wurden getrennt voneinander durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und
Western-Blot-Analyse auf Vorhandensein des gewiinschten Proteins untersucht.

Proteinnachweis durch Doppelimmunprézipitation(nach BLAKE et al., 1984)

Mittels Doppelimmunprazipitation lassen sich Fusionsproteine mit Chitin-Bindedoméne nachweisen. Die
zu untersuchenden Proteinproben wurden mittels Western Blot auf eine PVDF-Membran Ubertragen (s.
2.8.3) und zur Absiéttigung unspezifischer Bindestellen fir 1 h bei Raumtemperatur in
Blockierungspuffer [PBS-Puffer (4 mM KIRQ,, 16 mM NaHPQ, 115 mM NaCl) mit 5 %
»Glucksklee“-Magermilchpulver] inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran fir 3 x 5 min mit PBS-
Tween [PBS-Puffer mit 0,1 % (v/v) Tween 20] gewaschen. Danach wurde die Membran in PBS-Tween
mit dem gegen die Chitin-Bindedomane gerichteten 1. Antikdrper (Anti-CBS-Antikdrper aus Kaninchen,
1:5.000 verdiinnt; New England Biolabs, Schwalbach/Taunus) fiir 1 h inkubiert. Es folgten 3 x 15 min

Waschen der Membran in PBS-Tween und 1 x 5 min in PBS-Puffer, um ungebundenen Antikérper zu
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entfernen. Darauf wurde die Membran mit einem Anti-IlgG-Antikdrper (monoklonaler Anti-Kaninchen-
Antikorper aus Maus, Peroxidase-gekoppelt; Sigma-Aldrich, Deisenhofen) fir 1 h inkubiert, der
1:50.000 in PBS-Tween verdinnt zum Einsatz kam. Den darauf folgenden Waschschritten (3 x 15 min in
PBS-Tween und 1 x 5 min in PBS-Puffer) schloss sich der Nachweis der gebildeten Immunkomplexe an.
Bei der Nachweisreaktion wurden auf die PVDF-Membran gleichzeitig je 15 ml Detektionslosung | [1,5
ml 1 M Tris/HCI, pH 8,5 und 8 ul ¥, ad 15 ml HO dest.] und Detektionslésung Il [1,5 ml 1 M
Tris/HCI pH 8,5, 168 pl 250 mM Luminol (geldst in DMSO), 66 pl 30 mM p-Cumarsaure (geldst in
DMSO) ad 15 ml HO dest.] gegeben, durch Schwenken gemischt und 1 min inkubiert. Anschliel3end
wurde die Reaktionslésung abgegossen, die Membran in Plastikfolie eingeschweifl3t und auf einem
Rontgenfilm (Lumifilm, Chemoluminescent Detection Film, Roche Diagnostics, Mannheim) 30 s bhis 2

min exponiert.

2.7.2 Herstellung rekombinanter Proteine mit dem Strep-tag--System

Klonierung, Zellanzucht und Induktion

Fur die Uberexpression eines Proteins wurde zunachst dessen codierendes Gen in den Expressionsveki
pASK-IBA 3 oder pASK-IBA 7 (IBA, Gottingen) nach Angaben des Herstellers unter Verwendung der
Bsal-Schnittstellen der multiplen Klonierungsstelle kloniert. Das durch Sequenzierung Uberpriifte Plas-
mid wurde in die Expressionsstamraecoli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL oder BL21 pUBS520 trans-
formiert. Zur Expression der Proteine wurden 25 ml LB-Medium mit einer Kolonie des gewiinschten
Stammes angeimpft, bei 30 °C bis zu einergBon 0,5 inkubiert und mit 0,2 pg/ml Anhydrotetracy-

clin (AHT; IBA, Géttingen) induziert. Nach drei Stunden wurden die Zellen durch Zentrifugation geern-
tet und mittels French-Presse aufgeschlossen. Ldsliche und unldsliche Bestandteile wurden durch
Zentrifugation (20.000 x g, 4 °C, 30 min) voneinander getrennt und durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und Western-Blot-Analyse auf Vorhandensein des gewlinschten Proteins untersucht.
Der Nachweis deStrep-tag Il Fusionsproteins erfolgte mit Hilfe d8sep-tag Detection-Kit (IBA, Got-

tingen) nach Angaben des Herstellers.

Affinitatschromatographie an StrepTactin-Sepharose

Zur Reinigung der l6slich exprimierte®rep-tagll-Fusionsproteine wurden die entsprechenden Rohex-
trakte auf StrepTactin-Saulen gegeben (Bettvolumen 1 ml; IBA, Géttingen; in Einwegsaulen, Qiagen,
Hilden). Die Saule wurde mit 3 x 1 ml Puffer W (100 mM Tris/HCI, pH 8, 1 mM EDTA) gewaschen und
das Protein mit 8 x 0,5 ml Puffer E (Puffer W mit 2,5 mM Desthiobiotin) eluiert. Zur Regeneration wur-
de die Saule mit 3 x 5 ml Puffer R (Puffer W mit 1 mM 4-Hydroxyazobenzen-2-carboxylséure) und 2 x 4
ml Puffer W gesplilt.
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Unlédich in inclusion bodies exprimiertes Protein wurde mit 8 M Harnstoff in Puffer W denaturiert,
durch Dialyse gegen Puffer W bei 4 °C renaturiert und nach Zentrifugation (20.000 x g, 4 °C, 30 min)
wie oben geschrieben tber StrepTactin gereinigt.

2.8 Analytische Methoden

2.8.1 Proteinbestimmung durch Farbung mit Coomassie Blue

Zur Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976) wurden bis zu 20 pl Probe mit 1 ml BRADFORD-
Reagenz in einer 1-ml-Plastikkivette gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Extinkti-
onsmessung erfolgte bei 595 nm gegen einen Leerwert ohne Probe im Spektral photometer (UV 1202, Fa.

Shimadzu, Jena). Die Proteinkonzentration wurde anhand einer mit BSA erstellten Eichkurve ermittelt.

Bradford-Reagenz:

Ethanol 96 % (v/v) 50 ml
ServaBlau G 250 70 mg
H3PO, 85 % (V/V) 100 ml
H,O dest. ad 1000 ml

Der Farbstoff wurde erst vollstandig in Ethanol geldst. Anschliefend erfolgte die Zugabe der anderen
Komponenten. Die Lésung wurde Uber einen Faltenfilter gegeben und in einer dunklen Flasche bel

Raumtemperatur aufbewahrt.

2.8.2 Protein-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen

SDS-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese (SDS-PAGE) wurde in einfachen oder Twin-Minigel-Kammern
der Fa. Biometra (Géttingen) nach LAEMMLI (1970) durchgefiihrt. Dabei kamen 10 oder 12 %ige Trenn-
gele zum Einsatz (Tabelle 5).

Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit einem Drittel Volumenanteil Proben-Puffer (125 mM
TrigHCI, pH 6,8, 10 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) Glycerin, 20 % (v/v) 2-Mercaptoethanol, 0,02 %
Bromphenolblau) versetzt, 5 min bei 95 °C inkubiert und auf das Gel aufgetragen. Als Elektrodenpuffer
diente ein Tris-Glycin-Puffer (10 x Elektrodenpuffer: 30,3 g Tris, 144 g Glycin, 10 g SDS; pH 8,8). Die
Auftrennung der Proteine erfolgte bei 25 mA pro Gel. Der Lauf wurde beendet, sobald die Lauffront das
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untere Trenngelende erreicht hatte. Zur Grofenbestimmung der Proteine wurde der ,,Protein Marker
Broad Range" (2-212 kDa) verwendet, sollte das Gel anschlief3end geblottet werden, wurde zusétzlich
der ,Prestained Protein Marker Broad Range’ (6-175 kDa) aufgetragen (beide New England Biolabs,
Schwal bach/Taunus).

Tabelle 5: Zusammensetzung der SDS-Gele

Trenngel Trenngel Sammelgel

(10%) (12 %) (5%)
Acrylamid-Lésung (40%)* 15 ml 18 ml 0,188 ml
Trenngel -Puffer? 075 ml 075 mi -
Sammelgel-Puffer® - 05 ml
SDS (10%) 60 ul 60 pl 20 pl
H,O dest. 309 ml 339 ml 1,292 ml
APS-L6sung (10 % w/v) 40 pl 40 pl 13,3 pl
TEMED 5 ul 5 ul 1,7

! Rotiphorese Gel 40: 38,6 % (w/v) Acrylamid, 1,33 % (w/v) Bisacrylamid (Roth, Karlsruhe)
2 Trenngel-Puffer: 3 M Tris’/HCI, pH 8,8
8 Sammelgel-Puffer: 0,5 M Tris’/HCI, pH 6,8

Die im SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine wurden mittels Farbung mit Coomassie-Blue
(WEBER UND OSBORN 1969, mod.) sichtbar gemacht. Das Gel wurde mindestens 30 min leicht schwen-
kend in Coomassie-Farbel6sung [2 g Coomassie Brilliantblau R-250, 0,5 g Coomassie Brilliantblau G-
250, 425 ml Ethanol, 50 ml Methanol, 100 ml Essigsaure, ad 1 | H,O dest.] inkubiert. Anschlief3end er-
folgte die Entfarbung des Hintergrundes innerhalb von 1-2 h durch Entfarberlésung [30 % Methanal,
10% Essigsaure]. Die Gee wurden bis zur Trocknung in H,O dest. aufbewahrt. Die SDS
Polyacrylamid-Gele wurden luftblasenfrel zwischen zwel zurechtgeschnittene, befeuchtete Cellophan-
Folien (Biometra, Gottingen) gelegt und mittels eines Geltrockners (Gel Slab Drier GSD-4, Destainer
Power Supply DPS, Amersham-Pharmacia, Freiburg) unter Anlegen eines Vakuums und einer Heizlei-
stung von 24 W fur 90 min getrocknet.

2.8.3 Transfer von Proteinen mittels Wester n-Blot

Zur Bestimmung der N-terminalen Aminosauresequenz oder dem Nachweis von Proteinen mittels Anti-

korpern wurden Proteine aus ungeférbten SDS-Polyacrylamidgelen mit Hilfe einer Semidry-Elektrobl ot-
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Apparatur (Biometra, Géttingen) auf Polyvinylidendifluorid-(PV DF)-Membranen (Immobilon-P Trans-
fer-Membran, Millipore, Eschwege) transferiert.

Die Membran wurde auf GelgrofRe zugeschnitten und fur jeweils 1 min in Methanol, H,O dest. und
Transfer-Puffer (50 mM Natriumborat, pH 9,0, 20 % (v/v) Methanol; ECKERSKORN et a. 1988) ge-
schwenkt. Auch auf Gelgrofe wurden 6 Lagen Whatman-3M M -Chromatographie-Papier zugeschnitten
und mit Transferpuffer getrankt. Das Gel wurde nach Entnahme aus der Elektrophoresekammer zur Ent-
fernung beim Transfer stérender Salze ebenfalls im Transferpuffer geschwenkt. In der Blotapparatur
wurden 3 Lagen Whatman-Papier, die Membran, das Proteingel und noch eéinmal 3 Lagen Whatman-
Papier |uftblasenfrei Ubereinandergelegt und Strom angelegt. Der Elektrotransfer der Proteine auf die
Membran erfolgte im Kilhiraum bei konstanter Stromstérke (1 mA/cm? Gelflache) fir eine Stunde. Nach

dem Transfer wurde das Gel zur Kontrolle der Bloteffizienz mit Coomassie geférbt.

2.8.4 Bestimmung der N-terminalen Aminosaur esequenz

Proteinproben zur N-terminalen Aminosauresequenzierung wurden mittels Western Blot auf eine PV DF-
Membran Ubertragen (s. 2.8.3). Die Proteine wurden durch Inkubation in 0,1 % (w/v) Coomassie Brillant
Blue R-250, gel6st in 50 % (v/v) Methanol, 7,5 % (v/v) Essigsdure fir 2 min geféarbt. Anschlie3end er-
folgte die Entfarbung des Hintergrundes mit 50 % (v/v) Methanol und 7,5 % (v/v) Essigsdure. Die Ban-
den des zu sequenzierenden Polypeptids wurden aus der PVDF-Membran herausgeschnitten. Die
Sequenzierung durch automatischen Edman-Abbau unter Verwendung des Sequenzanalysesystems 476A
oder Procise 492cL C (beide PE Applied Biosystems, Weiterstadt) wurde von Dr. K. P. Riicknagel, For-
schungsstelle der Max-Planck-Gesellschaft, Halle, durchgefiihrt.

2.8.5 Bestimmungvon W, Mo, Feund Se

Die Bestimmung von Wolfram, Molybdén, Eisen und Selen wurde durch Frau Dr. D. Alber im Neutro-
nenaktivierungsanalyse-Labor (NAAL) am Hahn-Meitner-Institut Berlin durchgefihrt.

Als Probe wurden 400 pl der oxidierten Formiat-Dehydrogenase nach der Aufnahme des UV-VIS-
Spektrums (ca. 0,13 mg Protein entsprechend ca. 0,5 nmol «py,-Protomer) sowie der Laufpuffer der
Gelfiltration (versetzt mit 20 mM Formiat) al's Blindwert fir die Messung zur Verfligung gestellt.
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2.8.6 NachweisdesPterin-Cofaktors

Die Bestimmung des Pterin-Cofaktors erfolgte wie bei MECKENSTOCK et al. (1999) durch Umsetzung
des Cofaktors zu Pterin-6-Carbonséure. Dazu wurden 400 pl der zu untersuchenden Probe auf 50 pl ein-
geengt und mit 200 pl KMnQO,4 (55 mM) in 0,2 M NaOH fir 15 min auf dem Wasserbad gekocht. An-
schlieffend wurden die Proteinbestandteile mit 500 pl Ethanol ausgefdlt und 15 min bei 15.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde im Fluoreszenzspektrometer SFM 25 (Kontron Instruments, Watford,
UK) analysiert. Fur die Messung der Emission wurde bei 380 nm angeregt, die Messung des Anregungs-
spektrums erfolgte bei einer Emissionswellenlange von 450 nm. Als Standard zur Quantifizierung diente

Pterin-6-Carbonsaure.

2.8.7 Nachwesder Schnittstelle von Eacl

Um die Schnittstelle der Restriktionsendonuklease Eacl zu bestimmen, wurde ein einer “primer exten-
sion” vergleichbarer Ansatz gewahit. Ein durch Verwendung eines 5 -markierten Primers markiertes
PCR-Produkt wurde mit Eacl verdaut und anschlief3end paralel mit einer Sequenzreaktion, die mit dem
gleichen markierten Primer durchgefihrt wurde, auf einem Sequenzgel analysiert. Durch Fluoreszenz-
markierung des sense- bzw. antisense-Stranges kann man mit dieser Methode ermitteln, wo und mit
welchem Uberhang das Enzym sein Substrat relativ zu seiner Erkennungssequenz schneidet.

Mit den Primerpaaren CY5-Eacl-R und fdh5 bzw CY5-Eacl-L und fdh4 wurden zwei PCR-Produkte
hergestellt, die die gleiche Eacl-Erkennungsstelle einschlossen und von denen jewells ein Strang eine
Markierung trug. Je 5 ul beider PCR-Produkte wurden mit Eacl und als Kontrolle mit Alwl, das die
gleiche Erkennungsstelle wie Eacl besitzt, in eéinem Volumen von 20 pl komplett verdaut. Je 2 pl der
entstandenen Fragmente wurden, einer klassischen “primer extension”-Reaktion entsprechend, parallel
mit der dazugehdrenden Sequenzreaktion auf einem Sequenzgel des automatisierten Laser-Fluoreszenz-
Sequenzierers A.L.F.™ (Amersham-Pharmacia, Freiburg) analysiert. Die Sequenzreaktion wurde unter
Verwendung des “ SequiTherm EXCEL™ || Long-Read™ Premix DNA Sequencing Kit-A.L.F.™” (Bi-
ozym Diagnostik, Hess. Oldendorf) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als Template diente mit
dem Primerpaar fdh4 und fdh5 gewonnenes und gereinigtes PCR-Produkt, als Primer fir die Sequen-

zierung kamen CY 5-Eacl-L bzw. CY 5-Eacl-R zur Anwendung.
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2.9 Materialien, Chemikalien und Enzyme

Soweit nachfolgend nicht extra aufgefuhrt, wurden alle Chemikalien von den Firmen Serva (Heidelberg),
Merck (Darmstadt), Fluka Chemie AG (Heidelberg), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
in handel stiblichem Reinheitsgrad bezogen. Restriktionsendonukleasen stammen von den Firmen Appli-
gene-Oncor (Heidelberg) und Roche Biochemical Diagnostics (Mannheim). Stickstoff (4.0), Formiergas
(95 % Stickstoff/5 % Wasserstoff) und Wasserstoff (3.0) wurde von Messer Griesheim geliefert. Dartber

hinaus wurden Materialien, Chemikalien und Enzyme folgender Firmen eingesetzt:

Appligene-Oncor, Heidelberg: Lambda-DNA

Amersham-Pharmacia, Freiburg: Q-Sepharose Fast Flow, Octyl-Sepharose, MonoQ HR5/5, Superdex
200 HR 10/30 Saule, Heparin-Sepharose CL-6B

Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf: SequiTherm EXCEL™ |l Long-Read™ Premix DNA Sequenc-
ing Kit-A.L.F.™, Elektroporationskivetten

Eurogentec, Seraing, Belgien: Smart Ladder (DNA-Groélenstandard)

Gibco BRL/Life Technologies GmbH, Eggenstein: Primer

Macher ey-Nagel, Diren: Nylonmembranen

Millipore GmbH, Eschborn: Membranfilter, PV DF-Membranen, Microcon-10-Réhrchen

M etabion GmbH, Martinsried: Primer

New England BioL abs, Schwalbach/Taunus: GPS™-1 (Genome Priming System), Protein-GroRen-
standards, IMPACT™ T7:0ne-Step Protein Purification System, Anti-CBS-Antikorper, Alwl

Qiagen, Hilden: QIAquick PCR Purification Kit, QIAquick Gel Extraction Kit, QIAprep Spin Miniprep
Kit, Plasmid Mini Kit, RNeasy Total RNA Kit, Lambda Starter Kit

PE Applied Biosystems, Waeiterstadt: DNA Sequencing Kit (dRhodamine Terminator Cycle Se-
guencing Ready Reaction), GeneScan-500 (ROX) Grofenstandard

Promega, Mannheim: RQ1 RNase-free DNase, pGEM-T-easy-V ektor

Roche Biochemical Diagnostics, Mannheim: DIG DNA Labelling Kit, DIG Luminescent Detection Kit
for Nucleic Acids, DIG Oligonucleotide 3'-End Labelling Kit, Lumi-Film Chemoluminescent Detection
Film, DIG-DNA-L&ngenstandard VII, DIG-RNA-L&ngenstandard |, T4 DNA Ligase, SAP (Shrimps
Alkalische Phosphatase), DNase |

Stratagene GmbH, Heidelberg: Lambda ZAP~ Il Predigested EcoRI/CIAP-Treated Vector Kit, Exo
I11/Mung Bean Nuclease Deletion Kit, PfuTurbo DNA-Polymerase, E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL,
E. coli SCS110, pBluescript SK+
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3 Experimenteund Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit beleuchtet verschiedene Aspekte des Stoffwechsels von E. acidaminophilum. Im
Vordergrund der Untersuchungen stand dabei die Formiat-Dehydrogenase. Die Darstellung der Experi-
mente und Ergebnisse gliedert sich in mehrere Teile. Zuné&chst wird die Klonierung sowie die Expression
der Gene der Formiat-Dehydrogenasen aus E. acidaminophilum und C. sticklandii vorgestellt. In den
darauf folgenden Kapiteln wird die Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase aus E. acidaminophilum
beschrieben, sowie die Uberexpression der Formiat-Dehydrogenase in E. coli. AbschlielRend werden die
Versuche vorgestellt, die zum Aufbau eines Transformationssystems fir E. acidaminophilum durchge-
fahrt wurden.

3.1 Molekulare Analyse der Formiat-Dehydrogenase aus E. acidaminophilum

Dieses Kapitel beschéftigt sich mit der Klonierung und Sequenzierung der zwei Formiat-
Dehydrogenasen und einer Eisen-Hydrogenase aus E. acidaminophilum. Desweiteren wurde die Expres-
sion dieser Gene auf der Ebene der Transkription untersucht.

3.1.1 Klonierung und Sequenzierung der fdh-Gene

Die Formiat-Dehydrogenase aus E. acidaminophilum war bereits von GRANDERATH (1993) partiell ge-
reinigt und die katalytische Untereinheit als ein Polypeptid mit der relativen Masse von 95 kDa beschrie-
ben worden. Die N-terminale Sequenz war durch Edman-Abbau bestimmt worden.

Sowohl von dieser a's auch von einem konservierten internen Bereich, der durch Alignment verschiede-
ner Formiat-Dehydrogenase-Sequenzen identifiziert wurde (NVQGACMG, Aminosduren 555-563 bei
M. thermoacetica, Acc. Nr. U73807), wurden degenerierte Primer abgeleitet (fdhl bzw. fdhCR). Mittels
Polymerase-K ettenreaktion mit chromosomaler DNA von E. acidaminophilum als Template wurde ein
ca. 1,7 kb grof3es PCR-Produkt amplifiziert. Dieses wurde nach Klonierung in den pGEM-T-easy-V ektor
sequenziert, wobel die N-terminale Sequenz des 95 kDa-Proteins wiedergefunden werden konnte, aul3er-
dem zeigte die Sequenz hohe Homologien zu katalytischen Untereinheiten anderer Formiat-
Dehydrogenasen.

Das PCR-Produkt wurde mit Digoxigenin markiert und als Sonde eingesetzt, um eine A-ZAP II-
Cosmidbank sowie eine pUC18-Plasmidbank von E. acidaminophilum zu durchsuchen. Positive Klone
wurden durch Plaque- bzw. Koloniehydridisierung identifiziert. Es konnten zunéchst drei Klone aus der
Plasmidbank mit Insertgréf3en von ca. 1,2 kb (pFDH1/2), 3,1 kb (pFDH1/1) und 3,7 kb (pFDH2/1), so-
wie zwei Klone mit InsertgréfRen von 7,2 kb (pFDH2/2) und 8,1 kb (pFDH2/3) aus der Cosmidbank iso-
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Abb. 3.1: Ubersicht tiber die klonierten Sequenzbereiche der fdh-Genregionen in E. acidaminophilum. | Gen-
satz | der Formiat-Dehydrogenase und hym-Operon; |1 Gensatz |1 der Formiat-Dehydrogenase.

liert werden (Abb. 3.1). Sowohl pFDH1/1 as auch pFDH2/1 enthalten das in Analogie zu den entspre-
chenden Genen anderer Mikroorganismen als fdhA bezeichnete Gen fir die a-Untereinheit der Formiat-
Dehydrogenase. Da diese Genabschnitte untereinander nicht identisch waren, war davon auszugehen,
daf3 im Genom von E. acidaminophilum zwei Kopien des fdhA-Gens (fdhAl und fdhA2) vorkommen.

Das mit 8,1 kb grofdte Insert von pFDH2/3 wurde subkloniert und die daraus resultierenden Plasmide
(pFDH2/4 bis pFDH2/7) mit InsertgrofRen von 0,5, 1,7, 2,5 und 2,8 kb wurden ebenso wie die anderen
gefundenen Plasmide sequenziert. Dabel zeigte sich, dal3 pFDH1/2 vollstandig in pFDH1/1 und
pFDH2/2und pFDH2/1 in pFDH2/3 enthalten waren.

Die von dem fdhAl-Gen abgeleitete Aminosduresequenz stimmt mit dem N-Terminus des von
GRANDERATH isolierten 95 kDa-Proteins tUberein. Der C-Terminus von FdhA1 war auf pFDH1/1 nicht
enthalten, weswegen ein Anschlussklon gesucht wurde. Da dieser in den vorhandenen Genbéanken nicht
gefunden werden konnte, wurde eine partielle A-ZAP 11-Cosmidbank angelegt, die vollsténdig verdaute
EcoRlI-Fragmente der Grof3e 5 bis 10 kb enthielt. Durch Southern-Blot-Untersuchungen war festgestellt
worden, dass sich das fdhA1-Gen auf einem ca. 7,5 kb EcoRI-Fragment befand (Daten nicht gezeigt).
Durch Plaquehydridisierungen als positiv erkannte Phagen wurden einer in vivo Excision unterzogen,
doch trotz verschiedenster Abénderungen der Durchfiihrung konnten keine Plasmide mit Insert erhalten
werden. Auch die Grofe der positiven Plagues (maximal 0,5 mm im Vergleich zu normal 2 bis 3 mm)
deutete darauf hin, dass das gesuchte Insert ein Gen enthielt, dessen Genprodukt fir den Wirtsorganis-
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mus E. coli toxisch ist. Mit den entsprechenden Phagenextrakten als Template in einer PCR konnte ein-
deutig bestétigt werden, dass das Phagengenom das fdhAl-Gen beinhaltete. Daher wurde Phagen-DNA
isoliert, um diese direkt zu sequenzieren. Hierbel zeigte sich, dass ein Grofdteil der Phagen kein Insert
mehr trug, da durch Spaltung mit EcoRI kein Fragment mehr herausgeschnitten werden konnte. Da das
Insert Uber PCR aber nach wie vor nachgeweisbar war, wurden die unbekannten Bereiche des Inserts
mittels PCR amplifiziert. Dabei wurden zwei aus der Sequenz von pFDH1/1 (dessen Insert komplett in
dem gesuchten Fragment enthalten ist) hinausweisende Primer mit den universellen T3- und T7-Primern
kombiniert. Die erhaltenen ca. 2,5 bzw 3,5 kb groRen Fragmente wurden direkt per primer walking se-
guenziert. Das komplette EcoRI-Fragment (7,4 kb), wenngleich nie als Plasmid erhalten, wird im weite-
ren Verlauf wegen des besseren Versténdnisses mit pFDH1/3 bezeichnet.

Die erhaltenen Sequenzen der beiden Gensétze sind im Anhang zusammen mit den abgeleiteten Protein-
sequenzen wiedergegeben.

3.1.2 Analyseder fdh-Gensatze

Die Anordnung der Gene von pFDH1/3 und pFDH2/3 ist in Abb. 3.1 gezeigt. Diese wurden weitestge-
hend aufgrund ihrer jeweils abgeleiteten Aminosauresequenz und deren Homologie-Vergleich mit Ein-
trdgen aus Datenbanken identifiziert.

Beide Gensétze enthalten das die katalytische Untereinheit der Formiat-Dehydrogenase codierende Gen
fdhA (fdhAl und fdhA2). Die Gene weisen 68 % Identitédt auf DNA-Ebene sowie 66,6 % Identitdt auf
Proteinebene auf. FdhA1 bzw. FdhA2 werden in 3.1.3 ausfuhrlich analysiert. Stromaufwaérts beider fdhA-
Gene befindet sich ein offener Leserahmen fdhB1 bzw. fdhB2, der fir ein 311 bzw. 317 Aminosduren
umfassendes Protein codiert. Die Gene bzw. abgel eiteten Proteine weisen sowohl hohe Identitdten zuein-
ander auf (60,7 % Identitét auf DNA-Ebene; 50,8 % ldentitét auf Proteinebene) als auch zu den N-
terminalen Bereichen der FdhA-Proteine (FdhA1-FdhB1: 42,0 % ldentitdt; FdhA2-FdhB2: 44,5 % lden-
titét).

Weitere offene Leserahmen wurden im 5'- und 3’ - flankierenden Bereich der fdhBA-Gene identifiziert.
Im Gensatz | wurde am 5'-Ende des Inserts ein Gen (hymC) gefunden, dessen Genprodukt Homologien
sowohl zu monomeren Eisen-Hydrogenasen aus Clostridium perfringens (KAJ et a. 1999) und Clostri-
dium acetobutylicum (SANTANGELO et al. 1995) aufwies a's auch zu Eisen-Hydrogenasen, die aus meh-
reren Untereinheiten bestehen, wie die Hydrogenase aus Desulfovibrio fructosovorans (MALKI et al.
1995). Da zeitgleich eine trimere Eisen-Hydrogenase aus E. acidaminophilum kloniert wurde (KEIL
1999), wurde die stromaufwarts des fdh-Operons gelegene Hydrogenase zur Klarung der Frage, um wel-
che Art es sich bei der neu identifizierten handelt, vollstandig kloniert (s. 3.1.4). Direkt stromabwaérts des
hymC genannten Gens wurde mit hymD ein offener Leserahmen identifiziert. Bei Datenbankvergleichen
konnten keine signifikanten Homologien festgestellt werden. Hydropathie-Plots zeigten, dass es sich bei
HymD vermutlich um ein Membranprotein mit sechs Membrandurchgangen handelt (s. 3.1.5, Abb. 3.4).
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Stromabwarts von fdhAl wurden zwei Gene identifiziert, deren Genprodukte Homologien zu Mog und
MobA aufweisen, die an der Synthese des Molybdopterin-Cofaktors beteiligt sind. Da mog nur 39 bp
stromabwarts von dem die Wolfram-abhéngige Formiat-Dehydrogenase codierenden fdhAl lokalisiert
ist, kbnnte dies darauf hindeuten, dass diese Gene an der Biosynthese des Wolfram-Pterin-Cofaktors
beteiligt sind. Eine gemeinsame Transkription der fdh-Gene mit mog, mobA und fdhD konnte durch
Northern-Blot-Analysen nachgewiesen werden (s. 3.1.8). Mit einer Uberlappung von 23 bp schlieft sich
fdhD an mobA an. Die Funktion von FdhD ist noch nicht eindeutig geklart, bel E. coli ist es fur die Akti-
vitét von FDH-H und FDH-N notwendig. Nach Insertion einer Kanamycin-K assette war keine FDH-N-
Aktivitdt mehr messhar, die Aktivitéat von FDH-H betrug nur noch 25 % (STEWART et al. 1991).

In Gensatz |l wurde stromabwarts von fdhA2 ein offener Leserahmen identifiziert, dessen Genprodukt
FdhC Homologien zu den Formiat-Carrier-Proteinen FocA von E. coli (SUPPMANN UND SAWERS 1994)
sowie FdhC von Methanobacterium formicicum (WHITE UND FERRY 1992) und Methanobacterium
thermoformicicum (NOLLING UND REeVE 1997) aufweist. Fir FdhC von E. acidaminophilum kénnen wie
flr FocA sechs transmembrane Helices postuliert werden. Fir FocA wurde die Membrantopologie durch
in vivo TnphoA-M utagenese bestétigt (SUPPMANN UND SAWERS 1994).

Stromabwarts von fdhC wurde in gegensétzlicher Transkriptionsrichtung ein offener Leserahmen identi-
fiziert, dessen 5'-Ende nicht auf pFDH2/3 enthalten war. Dieser Leserahmen codiert fir ein Protein mit
mindestens 604 Aminosduren, Datenbankvergleiche erbrachten schwache Homologien zu Surface-layer-
Proteinen bzw. Exoproteinen. Aus Grinden, auf die in 3.6.6.2 ndher eingegangen wird, wurde dieses
Protein SpB genannt.

3.1.3 Sequenzanalyse der Untereinheiten der Formiat-Dehydrogenasen aus E. acidami-

nophilum

Sowohl FdhA1 (893 AS, 98,0 kDa, pl 5,77) als auch FdhA2 (897 AS, 98,0 kDa, pl: 5,70) enthalten Se-
lenocystein, das durch ein inframe TGA-Codon codiert wird. Sden-enthaltende Formiat-
Dehydrogenasen sind auch aus E. coli (FdhF: ZINONI et al. 1986; FAnG: BERG et al. 1991, BLATTNER &t
al. 1997; FdoG: PLUNKETT et al. 1993, BLATTNER et al. 1997) und M. thermoacetica (Y AMAMOTO et al.
1983) bekannt. Auch die putativen Formiat-Dehydrogenasen von Campylobacter jejuni (PARKHILL et al.
2000) und Aquifex aeolicus (DECKERT et a. 1998), die den trimeren Enzymen FDH-N und FDH-O von
E. coli dhneln, enthalten im codierenden Gen ein TGA-Codon an der entsprechenden Position. Bei den
anderen verwandten Formiat-Dehydrogenasen befindet sich anstelle des Selenocysteins ein Cystein.

FdhA1 und FdhA2 zeigen die héchsten Homologien zu den katalytischen Untereinheiten der Formiat-
Dehydrogenasen thermophiler Prokaryonten wie dem acetogenen Bakterium M. thermoacetica (51,3 %
Identitat mit FdhA L, 51,2 % ldentitdt mit FdhA2; Acc. Nr. U73807) sowie den Archaea M. formicicum*
(49,2 %/48,1 %; SHUBER €t a. 1986) und M. thermoformicicum* (54,0 %/52,7 %; NOLLING UND REEVE
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1997). Geringere, aber immer noch deutliche Homologien zeigen sie zu den a-Untereinheiten der For-
miat-Dehydrogenasen von R. eutropha (40,5/40,2 %; OH UND BowieN 1998) und FDH-H von E. coli’
(40,1 %/ 40,3 %; ZINONI et a. 1986). Nur geringe Ahnlichkeiten werden beim Vergleich mit den hetero-
trimeren Formiat-Dehydrogenasen von E. coli (FDH-N und FDH-O, BLATTNER €t al. 1997), Wolinella
succinogenes (BOKRANZ et al. 1991) und den putativen Formiat-Dehydrogenasen gleichen Aufbaus von
C. jeluni (PARKHILL et al. 2000) und A. aeolicus (DECKERT et a. 1998) deutlich. Diese letztgenannten
Formiat-Dehydrogenasen besitzen zusétzlich zu der katalytischen a-Untereinheit und der elektronen-
transportierenden B-Untereinheit, die Eisen-Schwefel-Zentren aufweist, eine weitere y-Untereinheit, ein
membranintegrales Cytochrom. Durch Verknupfung mit respiratorischer Nitrat-Reduktase oder Sulfat-
Reduktase sind diese Formiat-Dehydrogenasen an der Energiekonservierung beteiligt.

Die kataytischen Untereinheiten der dimeren Formiat-Dehydrogenasen aus E. acidaminophilum,
M. thermoacetica, die Enzyme der Archaea, der tetrameren S-FDH von R. eutropha und FdhF von E.
coli kann man in zwel Gruppen unterteilen: Gruppe | mit dem Prototyp FdsA von R. eutropha, FdhA von
M. thermoacetica, FdhA1 und FdhA2 von E. acidaminophilum, sowie Gruppe Il mit den Ubrigen Protei-
nen. Wie durch einen schematischen Vergleich der beiden Typklassen gezeigt (Abb. 3.2), unterscheiden
sich Gruppe |- von Gruppe Il-Proteinen durch ca. 220 zusétzliche Aminosduren am N-Terminus. In die-
sem Bereich befinden sich konservierte Mative fir die Bildung von vier Eisen-Schwefel-Zentren (C1-
C4). In Cluster C2 ist vermutlich ein hochkonserviertes Histidin am Aufbau des Eisen-Schwefel-
Zentrums betelligt (OH UND BowlieEN 1998). Alle katalytischen Untereinheiten der Formiat-
Dehydrogenasen dieser zwel Gruppen weisen in der ihnen gemeinsamen Sequenz sieben weitere Mative
auf: C5 (Eisen-Schwefd-Cluster), F1 und F2 (in Formiat-Dehydrogenasen konservierte Bereiche; das
Selenocystein - sofern vorhanden - befindet sich in F1), M1 und M2 (auch in anderen Molybdopterin-
enthaltenen Proteinen konserviert), sowie O1, O2 und O3 (auch in anderen nicht Molybdopterin-
enthaltenden Oxidoreduktasen wie NuoG konserviert). Die Motive wurden von OH UND BOWIEN (1998)
durch multiple Alignments identifiziert.

FdhA1 und FdhA2 gliedern sich gut in Gruppe | ein. Die Untereinheiten FdhB1 und FdhB2, die strom-
aufwarts der fdhA-Gene codiert werden, unterscheiden sich deutlich von den el ektronentransferierenden
Untereinheiten der anderen Formiat-Dehydrogenasen aus Gruppe |. Wie bereitsin 3.1.2 angedeutet, wei-
sen FdhB1 und FdhB2 hohe Ahnlichkeiten zu dem N-terminalen Teil der FdhA-Proteine auf, wobei die
am Aufbau der Motive C1-C5 beteiligten Cysteine (bzw. das Higtidin) konserviert sind. Daher besitzen
moglicherweise auch diese Proteine je finf Eisen-Schwefel-Zentren (Abb. 3.2). Die Vermutung liegt
nahe, dass die FdhB-Proteine an der Elektronentibertragung von oder auf die katalytische Untereinheit
der Formiat-Dehydrogenase beteiligt sind. Bei der partiellen Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase
(GRANDERATH 1993) wurde kein 35 kDa-Protein mit der katalytischen Untereinheit angereichert. Die
Bestétigung, dass FdhB eine Untereinheit der aktiven Formiat-Dehydrogenase ist, wurde durch die Rei-

" |dentitét berechnet auf die tatséchliche Lange des Alignments
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nigung der FDH-II erhalten (s. 3.4). Anlass zu Spekulationen gibt die Frage, warum die Formiat-
Dehydrogenasen aus E. acidaminophilum im Vergleich zu denen anderer Organismen Uber derartig viele
Eisen-Schwefel-Zentren verfligen.

Auch die Formiat-Dehydrogenasen von M. thermoacetica und R. eutropha enthalten neben der katalyti-
schen Untereinheit mit finf postulierten Eisen-Schwefel-Zentren noch eine zusétzliche elektronentrans-
portierende Untereinheit, die weitere Eisen-Schwefel-Cluster enthdlt. Diese Untereinheiten weisen
abgesehen von den Cystein-reichen Motiven keine Homologien zueinander auf, was darauf hindeutet,
dass diese Proteine die Verbindung zum Stoffwechsel herstellen, der sich bei den drei Organismen stark

unterscheidet.
(Sec)
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Abb. 3.2: Domanenstruktur der katalytischen Untereinheiten der Formiat-Dehydrogenasen nach OH UND
BOWIEN (1998). Erklérungen der Doménen im Text.

3.1.4 Klonierung einer Eisen-Hydrogenase

Southern Blot-Untersuchungen mit einer aus hymC abgel eiteten Sonde (mit dem Primerpaar hyd-N1 und
hyd-N2 amplifiziert) zeigten, dass sich der Grofdteil der Hydrogenase-Gensequenz auf einem 2,7 kb-Pstl-
Fragment befand, von dem nur ca 200 bp am 3'-Ende durch den Klon pFDHL1/3 bekannt waren. Aus
einem Saccharose-Dichtegradienten wurden Pstl-Fragmente von ca. 2,5 bis 3 kb isoliert und in den
Vektor pBSK+ ligiert. Dieser Ligationsansatz diente as Template fir eine PCR mit dem Hydrogenase-
spezifischen Primer hydA-5', der stromaufwarts der ersten Pstl-Schnittstelle von pFDHL/3 bindet, in
Kombination mit den Vektor-spezifischen Primern T3 und T7. Es wurde ein ca 2,7 kb-grof3es Produkt
amplifiziert und in den pGEM-T-easy-V ektor kloniert. Das Insert des resultierenden Plasmides pHY D1
wurde mit universellen Primern sequenziert, wobei sich zeigte, dass es sich um das gesuchte Fragment
handelte, die Hydrogenase neben HymC noch mindestens eine weitere Untereinheit besitzt, die noch
nicht vollsténdig auf diesem Fragment enthalten war (Abb. 3.1). Daher wurde aus der neu erhaltenen
Sequenz ein weiterer Primer abgeleitet (hydA-3'), der DIG-markiert direkt zur Hybridisierung der A-ZAP
I1-Phagenbank eingesetzt wurde. Mit pHY D2 konnte ein Plasmid mit einer Insertgrof3e von 6,9 kb iso-
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liert werden, das den noch fehlenden Bereich der Hydrogenase enthiglt. Allerdings stellt dieses Plasmid
nicht den direkten AnschluBklon zu pFDH1-3 dar (Abb. 3.1). Der fehlende Bereich zwischen pHY D2
und pFDHL1/3 wurde direkt als PCR-Produkt sequenziert.

3.1.5 Analyseder Hydrogenase-Genregion

Anhand von Sequenzhomologien der abgeleiteten Proteine konnten drei Gene (hymABC) als zur Hydro-
genase gehdrend identifiziert werden. Eine gemeinsame Transkription mit hymD konnte nachgewiesen
werden (s. 3.1.8), so dass das Operon aus vier Genen besteht (Abb. 3.3). Da mit HymD ein Membran-
protein vorliegt, wurden die Gene dieser Hydrogenase mit hymABCD (hym = Hydrogenase, membrange-
bunden) benannt. Von der zweiten aus E. acidaminophilum bekannten Eisen-Hydrogenase (hnd-Operon;
KEIL 1999) unterscheidet sich das hym-Operon durch hymD, zu dem kein homologes Gen im hnd-
Operon gefunden wurde. Die Untereinheiten der beiden Eisen-Hydrogenasen weisen zueinander keine
signifikant hoheren Homologien auf als zu den entsprechenden Untereinheiten von Eisen-Hydrogenasen
anderer Organismen (HymA/HndA 38,6 % Identitét, HymB/HNndC 47,7 % Identitédt und HymC/HndD
60,7% |dentitét).

HymC (578 AS, 63,8 kDa, pl 6,19) zeigt Homologien zu den katalytischen Untereinheiten verschiedener
Eisen-Hydrogenasen, so z. B. zur Hydrogenase-1 von Clostridium thermocellum (59,7 % Identitét; Acc.
Nr. AAD33071), sowie weiteren clostridiellen monomeren Eisen-Hydrogenasen wie der Hydrogenase-1
von Clostridium pasteurianum (45,9 % Identitdt; MEYER UND GAGNON 1991), deren dreidimensionale
Struktur aufgeklart ist (PETERS et a. 1998), und zu HndD der tetrameren Eisen-Hydrogenase von D.
fructosovorans (49,9 % ldentitét; MALKI et al. 1995). Bis auf eine Ausnahme sind ale Aminosauren
konserviert, die bei der Rontgenkristallstrukturuntersuchung der Hydrogenase-1 von C. pasteurianum als
an der Bildung des [2Fe-2S]- bzw. der [4Fe-4S]-Cluster oder fur die Ausbildung des H-Clusters beteiligt
identifiziert wurden. Das Cys-300, das an der Bildung des H-Clusters beteiligt sein soll, ist bei HymC
durch Serin ersetzt, dieser Austausch tritt auch bei der Hydrogenase-1 von C. thermocellum auf. Stattdes-
sen befindet sich ein nur bei diesen beiden Organismen konserviertes Cystein in Position 321. Der N-
terminale Bereich von HymC zeigt wiederum Sequenzéhnlichkeiten zu den N-terminalen Region von
FdhA und FdhB, die Cysteinreste bzw. der Histidinrest, die bei FdhA und FdhB vermutlich am Aufbau
der Eisen-Schwefel-Zentren C1 bis C4 beteiligt sind, sind in HymC ebenfalls konserviert (Abb. 3.3).
Hym A (157 AS, 16,9 kDa, pl 5,45) zeigt die hochste Homologie zu der Untereinheit A der putativen
NADP-reduzierenden Hydrogenase von Thermotoga maritima MSB8 (42,6 % ldentitét; NELSON et al.
1999), aber auch zu HndA von D. fructosovorans (35,7 % ldentitdt; MALKI et al. 1995). HndA wird eine
Funktion as elektronenleitende Untereinheit zugewiesen, ein [2Fe-2S]-Cluster konnte in HhdA von D.
fructosovorans durch EPR-Analysen nachgewiesen werden (DE LUCA et al. 1998). Die Cystein-Reste,
die dieses Cluster bilden, sind auch in HymA konserviert.
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Abb. 3.3: Schematische Darstellung der hym-Genregion sowie der Doméanenstruktur der entsprechenden
Untereinheiten der Hydrogenase.

HymB (597 AS, 64,8 kDa, pl 5,44) zeigt die hochste Homologie zu der um 10 Aminosauren langeren
Untereinheit C der NADP-reduzierenden Hydrogenase von T. maritima MSB8 (59,7 % Identitét;
NELSON et al. 1999). HndC von D. fructosovoransist im Vergleich zu HymB N-terminal um 107 Ami-
nosauren verkirzt, berechnet auf die tatsichliche Lange des Alignments betragt die Identitét 64,5 %.
HndC dient als NADP-reduzierende Untereinheit der Eisen-Hydrogenase. Bereiche, die fir die Bindung
der Cofaktoren NAD/NADP (GxGxxGxxxG, AS 177-186) und FMN-Bindung (AS 279-329) verant-
wortlich gemacht werden, sind auch in HymB hoch konserviert, ebenso wie Cysteine, die vermutlich an
der Bildung von drei [4Fe-4S]-Zentren beteiligt sind (Abb. 3.3). Interessant ist, dass bel HndC von
E. acidaminophilum, HndC von D. fructosovorans, und der Untereinheit C der NADP-reduzierenden
Hydrogenase von T. maritima MSB8 bel dem von der Sequenz her , mittleren* [4Fe-4S]-Cluster nach
dem vierten Cystein in dem konservierten Motiv CxxCxxCxxxC wiederum im Abstand von 3 Aminosau-
ren ein Cystein nachfolgt, wie dies auch bei den beiden [4Fe-4S]-Zentren des Ferredoxins aus E. acid-
aminophilum (s. 3.7.5) der Fall ist. Der N-terminale Bereich von HymB, der bei HndC von D.
fructosovorans ganzlich fehlt, ist nur schwach konserviert. In diesem Bereich befinden sich aber vier
konservierte Cysteine, die in zwei Paaren jeweils im Abstand von 5 (CxxxxC) bzw. 4 (CxxxC) Ami-
nosauren voneinander angeordnet sind. Das gleiche Sequenzmuster findet sich auch in HymA. Auch der
Abstand zwischen den beiden Paaren ist vergleichbar, 31 Aminosauren in HymB bzw. 36 Aminosduren
in HymA. In HymA sind diese Cysteine vermutlich am Aufbau eines [2Fe-2S]-Clusters beteiligt, fir den
N-terminalen Teil von HymB kann daher auch ein [2Fe-2S]-Zentrum postuliert werden. Interessanter-
weise kommt in der 126 Aminosauren umfassenden Untereinheit HndB von D. fructosovorans, der bis-
her keine Funktion zugeordnet werden konnte, ebenfalls ein Cystein-Paar (CxxxC) vor, das einen
dhnlichen Abstand zum N-Terminus aufweist wie das CxxxC-Motiv in HymB.
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HymD (212 AS, 23,3 kDa, pl 10,12) zeigt keine signifikanten Homologien zu bereits bekannten Protei-
nen. Sehr schwache Ahnlichkeit hat es zu verschiedenen Membranproteinen, so z. B. auch zu Permeasen.
Mit dem Programm TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services TMHMM-1.0) wurden sechs transmem-
brane Helices vorhergesagt, wobel N- und C-Terminus im Cytoplasma lokalisiert waren (Abb. 3.4).
HymbD ist ein auffallend hydrophobes Protein, es besitzt nur 3 negativ, sowie 17 positiv geladene Ami-
nosauren.
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Abb. 3.4: Hydropathie-Plot des HymD-Proteins. Gezeigt ist der mit dem Programm TMHMM berechnete Plot
(http://www.cbs.dtu.dk/services TMHMM-1.0). Potentiell transmembrane Bereiche sind griin dargestellt. Die ge-
strichelten Linien geben an, mit welcher Wahrscheinlichkeit sind die entsprechende Proteinregion im Cytoplasma
(rot) oder jenseits der Membran (schwarz) befindet.

Weitere offene Leserahmen wurden im 5'-flankierenden Bereich identifiziert (Abb. 3.1). 'Orf1 und Orf3
zeigen Ahnlichkeiten zu SsuB bzw. SsuA von Bacillus subtilis. Diese Proteine sind Teil eines firr die
Aufnahme von aliphatischen Sulfonaten spezifischen ABC-Transporters (VAN DER PLOEG et al. 1998).
Zwischen orfl und orf3 wurde der nur 246 bp umfassende orf2 identifiziert. Orf2 weist 38 % ldentitét zu
einem hypothetischen 9,5 kDa-grof3en Protein von T. maritima auf (TM 1266, Acc. No. AE001782), das
dort aber in ganzlich anderer genetischer Umgebung vorliegt. 103 bp stromabwaérts von orf3 wurde uvrC
identifiziert, das fir die Untereinheit C einer Excinuclease codiert. uvrC Uberlappt um 14 bp mit einem
Gen, dessen Produkt Homologien zu Hpr-Kinasen zeigt. Dieses Gen ist von hymA durch einem interge-
nen Raum von 597 bp getrennt.

Die Frage, ob diese offenen Leserahmen aktive Gene darstellen, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht ab-
schlieffend beantwortet werden. Die Codonbenutzung in diesen Genen weicht von der von E. acidamino-
philum verwendeteten nicht ab (s. 3.1.7). Bisher wurde nicht untersucht, ob E. acidaminophilum in der
Lage ist, aiphatische Sulfonate als Schwefel-Quelle zu nutzen. Die Proteinsequenz der von hprK co-
dierten Hpr-Kinase weist die fur diese Familie typische Sequenz 201-EIRGVGL-208 auf, ebenso wie
zwel konservierte ATP/GTP-Bindemotive (GX,GKS). Hpr-Kinasen sind an der Katabolit-Repression
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Uber das Phosphotransferase-System, aber auch an der Transkriptionsregulation beteiligt (REIZER et dl.
1998). Da E. acidaminophilum keine Zucker verwerten kann, ergibt ein Zusammenhang mit der Katabo-
lit-Repression keinen Sinn. Maglicherweise ist die Hpr-Kinase bel E. acidaminophilum an anderen re-
gulatorischen Systemen beteiligt oder es handelt sich um ein inaktives Gen. Ein Sequenzvergleich mit
der bekannten Sequenz von Clostridium difficile ergab, dass auch hier in raumlicher Nahe eines Hydro-
genase-Operons (bestehend aus hymABC-homologen Genen) hprK stromabwarts des dort kompletten
uvr-Operons gelegen ist (http://www.sanger.ac.uk/Projects/C_difficile/blast_server.shtml).

3.1.6 Charakterisierung der klonierten Bereiche und seiner Genprodukte

Die 16133 bp umfassende Hydrogenase- und Formiat-Dehydrogenase-Genregion enthdlt 14 offene Le-
serahmen, die ale in die gleiche Richtung orientiert sind. Gene im hym- und fdh-Operon sind bis auf
hymD und fdhB1 (361 bp Abstand) nur durch maximal 39 bp Basen getrennt bzw. sogar Uberlappend
angeordnet. Auch die offenen Leserahmen in der 5'-flankierenden Region weisen nur geringe Absténde
(maximal 88 bp) oder Uberlappungen auf. Der grofte Abstand befindet sich mit 597 bp zwischen hprk
und hymA.

Auf pFDH2/3 (8135 bp) sind die Absténde mit 114 zwischen fdhB2 und fdhA2 bzw. 74 bp zwischen
fdhA2 und fdhC etwas grofder. Zwischen fdhC und dem konvergent orientierten sipB befindet sich ein
intergener Raum von 441 bp.

Als Startcodon wird bei fdhB1, mog und hprK TTG, bei mobA und hymD GTG verwendet, bei allen an-
deren ATG. Als Stopcodons werden vorwiegend TAA und TAG verwendet, wohingegen der Gebrauch
von TGA, dass auch fir Selenocystein codieren kann, als Stopcodon in E. acidaminophilum eher selten
ist. mobA war das erste nachweidich transkribierte Gen (s. 3.1.8), das mit einem TGA endet. Auch slpB
und hprK und weisen ein TGA-Stopcodon auf.

Im Abstand von 6 bis 12 bp stromaufwaérts des jeweiligen Startcodons konnte bei allen Genen eine Se-
quenz identifiziert werden, die aufgrund ihrer Ahnlichkeit zur bekannten Region bei E. coli (SHINE und
DALGARNO 1974) und Clostridien (YOUNG et al. 1989) als Ribosomenbindestelle identifiziert werden
konnte.

3.1.7 Codonnutzungin den sequenzierten Genen von E. acidaminophilum

Zur Erstellung einer Codonnutzungstabelle von E. acidaminophilum wurden alle Gene der fdh- und des
hym-Operons herangezogen, die Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestellt. Berechnet wurde jeweils der
Anteil, den ein Codon an der Gesamtzahl der Codons einer Aminosaure hat. Eingegangen sind insgesamt
4902 Codons. Die erhaltenen Werte wurden mit der Codonnutzungstabelle verglichen, die bei der Codon



Tabelle 6: Codonnutzung in E. acidaminophilum. Die Codonnutzung in den Genen, die in dieser Arbeit identifiziert wurden, ist mit der Codonnutzung von E. acidaminophilum
aus der Codon Usage Database (http://www.kazusa.or.jp/codon/; Stand 17.8.2000), sowie den Genen slpB, meacl und reacl verglichen. Angegeben ist jeweils der Anteil (in %),
den ein Codon einer Aminosaure verwendet wird (100 % ist die Summe aller verwendeten Codons einer Aminosaure), sowie die Verwendung eines Codons bezogen auf alle Co-
dons (in %). Firr die Codonnutzung dieser Arbeit wurden die Gene fdhA1, fdhA2, fdhB1, fdhB2, fdhD, fdhC, mog, mobA, hymA, hymB, hymC und hymD zugrunde gelegt. (* Co-
don-Nutzung)

Codon- Codon-N.! Codon-N. Codon-N. Codon-N. Codon-N. Gesamtanteil Gesamtanteil Codon- Codon-N. Codon-N. Codon-N. Codon-N. Codon-N. Gesamtanteil Gesamtanteil
Aminosaure (diese Arbeit) (Database) sipB meacl reacl (diese Arbeit)  (Database) Aminosdure (diese Arbeit) (Database) sipB meacl reacl (diese Arbeit) (Database)
TTT- Phe 38,1 36,1 37,5 81,3 89,3 1,3 1,3 TAT- Tyr 46,7 44,5 22,7 73,7 78,6 1,4 1,4
TTC- Phe 61,9 63,9 62,5 18,8 10,7 2,1 2,2 TAC Tyr 53,3 55,5 77,3 26,3 21,4 1,7 1,8
TTA- Leu 3,4 4,4 52 38,0 34,0 0,3 0,3 TAA- *** 66,7 56,5 0 100 0 0,2 0,2
TTG Leu 5,6 5,8 8,6 20 21,3 0,5 0,5 TAG *** 25,0 43,5 0 0 0 0,1 0,1
CTT- Leu 52,4 46,2 34,5 16,0 14,9 4,4 3,6 CAT-Hi s 30,8 39,5 42,9 72,7 77,8 0,5 0,6
CTC Leu 12,1 13,8 20,7 2,0 0 1,0 1,1 CAC-H s 69,2 60,5 57,1 27,3 22,2 1,1 0,9
CTA-Leu 9,7 14,6 1,7 12,0 25,5 0,8 1,1 CAA-A n 29,9 33,5 12,9 60 77,8 0,7 0,8
CTG Leu 16,7 15,2 29,3 12,0 4,3 1,4 1,2 CAGdn 70,1 66,5 87,1 40 22,2 1,5 1,5
ATT-1le 15,1 15,9 17,6 53,2 54,0 1,0 1,2 AAT- Asn 29,1 30 36,4 76,6 80 1,2 1,1
ATC Il e 9,8 14,1 9,8 17,0 14,0 0,7 1,1 AAC- Asn 70,9 70 63,6 23,4 20 2,9 2,6
ATA- Il e 75,1 69,9 72,5 29,8 32,0 5,2 53 AAA- Lys 39,1 41,1 34,8 74,5 73,9 2,8 3,0
ATG Met 100 100 100 100 100 2,8 3,4 AAG Lys 60,9 58,9 65,2 25,5 26,1 4,3 4,3
GIT- Val 36,3 33,4 11,3 44,4 46,4 2,9 2,9 GAT- Asp 33,3 36,6 45,3 85,4 75,8 1,7 2,2
GIC- Val 111 10,4 22,6 8,3 17,9 0,9 0,9 GAC- Asp 66,7 63,4 54,7 14,6 24,2 3,4 3,9
GTA- Val 31,0 37,6 24,2 33,3 17,9 2,5 3,2 GAA-G u 51,4 52,1 40,3 70,7 54,9 3,8 4,3
GIG Val 21,7 18,5 41,9 13,9 17,9 1,8 1,6 GAG du 48,6 47,9 59,7 29,3 45,1 3,5 4,0
TCT- Ser 16,9 20,8 10,8 21,6 17,1 0,9 1,2 TGT- Cys 20,7 30,5 0 85,7 60 0,7 0,4
TCC- Ser 8,8 57 24,3 7,8 9,8 0,5 0,3 TGC- Cys 79,3 69,5 100 14,3 40 2,7 0,8
TCA- Ser 26,5 26,8 12,2 41,2 31,7 15 1,5 TGA- *** 8,3 0 100 0 100 0 0
TCG Ser 11,8 12,5 10,8 3,9 2,4 0,7 0,7 TGA- Sec 100 100 0 0 0 0 0,1
CCT-Pro 39,2 37,1 29,4 34,5 30 15 1,3 TGG Trp 100 100 100 100 100 0,6 0,4
CCC-Pro 7,4 7,5 35,3 13,8 15,0 0,3 0,3 CGT- Arg 1,8 4.4 5,0 6,5 14,0 0,1 0,2
CCA-Pro 22,2 41,1 59 44,8 35,0 0,9 1,4 CCC- Arg 3,7 3,5 2,5 9,7 0 0,2 0,1
CCG Pro 31,2 14,3 29,4 6,9 20 1,2 0,5 CGA- Arg 0,5 3,2 2,5 9,7 20,9 0 0,1
ACT- Thr 35,3 28,8 8,8 25,0 41,4 1,9 1,4 CGG Arg 1,8 3,2 12,5 6,5 0 0,1 0,1
ACC- Thr 7,8 8,6 17,6 3,6 0 0,4 0,4 AGT- Ser 6,3 4,6 4,1 15,7 31,7 0,3 0,3
ACA- Thr 46,5 49,5 38,2 53,6 37,9 2,4 2,4 AGC- Ser 29,8 29,6 37,8 9,8 7,3 1,7 1,7
ACG- Thr 10,5 13,1 35,3 17,9 20,7 0,6 0,6 AGA- Ar g 55,3 50,2 30,0 54,8 60,5 2,4 2,0
CCT- Al a 25,9 27,8 15,2 30,6 36,2 2,2 2,2 AGG Arg 36,9 35,6 47,5 12,9 4,7 1,6 1,4
GCC- Al a 21,8 19,8 36,4 13,9 10,6 1,8 1,6 GGTr-ady 10,3 14,2 8,3 32,3 20,7 0,8 1,2
GCA- Al a 32,4 39,2 25,8 41,7 40,4 2,7 3,1 GEC- Gy 37,1 37,0 58,3 9,7 20,7 3,0 3,2
GCG Al a 19,9 13,2 22,7 13,9 12,8 1,7 1,1 CGA-dy 46,6 44,2 15,5 35,5 37,9 3,8 3,8

GG Ay 6,0 4,6 17,9 22,6 20,7 0,5 0,4
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Usage Database (http://www.kazusa.or.jp/codon/; Stand 17.8.2000) abrufbar ist. Fir die Berechnung
dieser Tabelle wurden 7961 Codons aus 24 Genen herangezogen. Der Codongebrauch der Gene des hym-
und der fdh-Operons weicht nicht signifikant von dem der anderen Gene von E. acidaminophilum ab. Als
Ausnahme muss das Prolin-codierende Codonpaar CCA/CCG genannt werden. In den Genen des hym-
und der fdh-Operons wird CCG (31,2 %) gegeniiber CCA (22,2 %) bevorzugt, wahrend es sonst um-
gekehrt ist (CCG 14,3 %, CCA 41,1 %). Bei einem Vergleich der Antelle eines Codons an alen Codons
fallt nur ein Unterschied bei der Verwendung von Cystein auf (3,4 % gegeniber 1,2 %), was durch die
hohe Anzahl von Eisen-Schwefée -Proteinen im hym- und den fdh-Operons aber nicht ungewodhnlich ist.
Die erstellte Tabelle wurde verwendet, um neu identifizierte offene Leserahmen im Hinblick auf eine
codierende Funktion zu Uberpriifen. Fir die Gene im 5'-flankierenden Bereich des hym-Operons (Daten
nicht gezeigt) sowie spB (Tabelle 6) konnte keine signifikante Abweichung festgestellt werden. Be-
trachtliche Unterschiede in der Codonnutzung wurden bei den Genen des Restriktions-Modifikations-
Systems von E. acidaminophilum festgestellt, dasin 3.7.6 naher analysiert wird.

3.1.8 Untersuchungen zur Transkription

Wie bereitsin 3.1.6 erwéahnt, sind die Gene des fdh-Gensatzes | (fdhB1A1-mog-mobA-fdhD) jeweils nur
wenige Basenpaare voneinander getrennt, ebenso die Gene des fdh-Gensatzes |1 (fdhB2A2C) und die
Gene des hym-Operons (hymABCD). Jeweils stromaufwaérts und -abwérts befinden sich langere nicht-
codierende Bereiche. Die genomische Anordnung war ein Hinweis darauf, dass die entsprechenden Gene
Transkriptionsei nheiten bilden kénnten.

Um die Co-Transkription der genannten Gene nachzuweisen, wurden Northern-Blot-Experimente durch-
gefuhrt, in denen Digoxigenin-markierte PCR-Sonden verwendet wurden. Gesamt-RNA aus E. acidami-
nophilum, die aus in Glycin- (50 mM) bzw. Serin-Formiat-Betain-Medium (10/40/70 mM) gewachsenen
Zellen isoliert worden war, wurde mittels denaturierender Agarose-Gelelektrophorese getrennt, geblottet
und hybridisiert.

Mittels Northern-Blot-Analyse konnte fur fdh-Gensatz | mit allen verwendeten Sonden ein ca. 6,3 kb-
Transkript identifiziert werden (Abb. 3.5A), das der Lange der Gene von fdhB1 bis mindestens fdhD
entsprach (Abb. 3.5B). Zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes wurden primer extension-
Reaktionen mittels Fragmentlangenanalyse durchgefiihrt (Abb. 3.6). Als Transkriptionsstart konnte ein
Guanin 343 bp stromaufwarts des Startcodons bestimmt werden. Die Sequenz stromaufwaérts des Tran-
skriptionsstartpunktes zeigt keinerlei Ahnlichkeit zu Konsensus-Sequenzen bekannter Promotoren
(WOSTEN 1998). Zwischen den Startpunkten fir Transkription und Translation befindet sich ein inverted
repeat, der Ahnlichkeit zu einer Sequenz zeigt (Abb. 3.7), die sich bei dem Glycin-Reduktase-
Thioredoxin-System-Operon von C. sticklandii ebenfalls zwischen den Startpunkten von Transkription
und Tranglation befindet (GRAENTZDOERFFER €t a. 2000). Auch dort beginnt die Transkription 305 bp
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Abb. 3.5: Transkription der fdh- und des hym-Operons von E. acidaminophilum. A: Northern-Blot-Analysen

von Gesamt-RNA aus E. acidaminophilum-Zellen. Die Hybridisierung erfolgte mit den oberhalb der Blots angege-

benen Sonden. Spezifische Signale sowie 16- und 23S rRNA sind mit Pfeil gekennzeichnet, die Grof3en sind in kb
angegeben. FragmentgréRen des RNA-Standards sind auf der jeweils linken Seite in kb deBgeatelitinung

der nachgewiesenen Transkripte @#h-Genséatze | und Il sowie déiym-Operons. Die Transkripte sind durch

Pfeile dargestellt und den entsprechenden Genregionen zugeordnet. Ebenfalls eingezeichnet sind identifizierte bzw.
postulierte Promotoren sowie Sekundarstrukturen, die als Terminatoren dienen kénnten.



3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE 53

P

fdhB1 o
g (435) \
: o g 8 8§
¢ |88 & * g 8 s
T
m \L

P 2
mog mog (ca. 515)

b 200
-3
>
L
e 250
b 300

Relative Fluoreszenz
e 5
-
———— 50
——— 75
g ‘
— i )

Abb. 3.6: Primer extension-Experimente zur Bestimmung potentieller Transkriptionsstartpunkte stromauf-
waértsvon fdhB1 (oben) und mog (unten) mittels Fragmentlangenanalyse. Die Grof3e der Markerfragmente (rot)
ist Uber den Peaks in Basen angegeben. Durch primer extension erhaltene Fragmente sind durch einen Pfeil ge-
kennzeichnet, ihre Lange in Basen ist in Klammern angegeben.

S>>>>>>>>>>> >>> > < <<< <<<K<LK<LK<LKLKLLLKLKL
fdn | TAAGAACAGGGEGAGCGACATAGACGGECGCGCCCCTGTTCTTA
0000000 o oo 0 [O00oooo 00
grd (C.9) GATAAAACAGGGAAACAAGGEC- TCTATTGITTCCCTGTTTTTTT
> >>>>>5>>>>>>>>> <<<KLLLLLLLKLKLLKLKL <

Abb. 3.7: Ahnlichkeit der Palindrome stromaufwarts von fdhB1 des fdh-Gensatzes | von E. acidaminophilum
und grdX des Glycin-Operons von C. sticklandii (Acc. Nr. AJ276209). ldentische Basen zwischen beiden Pa-
lindromen sind durch einen senkrechten Strich gekennzeichnet, ober- bzw. unterhalb der Sequenzen sind die zuein-
ander passenden Basen innerhalb der stem-loop-Struktur markiert.

stromaufwarts des ersten Startcodons. Sekundérstrukturen im 5’-Bereich fihren zu einer erhdhten Stabi-
litdt der mMRNA (BECKHOFER 1993).

Zusétzlich schien es mit den Sonden fdhAl, mog, mobA und fdhD ein ca. 5 kb grof3es, wenn auch nicht
sehr deutliches Signal zu geben (Abb. 3.5A), das durch einen weiteren Promotor stromaufwarts von
fdhAl erklart werden kdnnte. Entsprechende primer extension-Experimente konnten diese Annahme aber
nicht bestétigen (Daten nicht gezeigt). Mit den Sonden mog, mobA und fdhD wurden zwei zusétzliche
Signale mit einer Grof3e von ca. 2,0 und 2,2 kb erhalten (Abb. 3.5A). Demzufolge miisste es zwel weitere
Promotoren stromaufwarts von mog geben, oder einen Promotor, aber zwei aufeinanderfolgende Termi-
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natorstrukturen, von denen die erste nicht vollstdndig terminiert. Bei primer extension-Experimenten
wurden mehr als zwei Fragmente erhalten (Abb. 3.6), bei keinem der mdglichen Startpunkte konnte eine
Ahnlichkeit zu einer der Promotor-K onsensus-Sequenzen gefunden werden.

Eine Haarnadelstruktur, die als Terminator dienen kénnte, wurde ca. 60 bp stromabwarts des 3'-Endes
von pFDH1/3 identifiziert. Die Sequenz jenseits der EcoRI-Schnittstelle von pFDHL/3 wurde von
K. Makdessi im Rahmen einer Dissertation kloniert und sequenziert (MAKDESSI 2000). Die Haarnadel-
struktur mit einem Stamm von 7 bp und einem 4 bp-Loop weist eine Energie von -11,6 kcal/mol auf und
wird von einer T-reichen Region gefolgt, wie dies fur rho-unabhéangige Terminatoren Ublich ist (PLATT
1986; D' AUBENTHON CARAFA et al. 1990). Somit ergibt sich eine Transkriptlange von ca. 6170 bp, die
gut mit dem experimentellen Ergebnis Ubereinstimmt. Rechnet man von der Terminatorstruktur 2,2 kb
zuriick, so kommt man in den Bereich, in dem das stérkste primer extension-Signal mit dem mog-Primer
erhalten wurde (59 Basen Lange, P , Abb. 3.6). Auch befande sich 200 bp stromaufwaérts des Termi-
nators eine weitere Haarnadel struktur, die eine geringere Energie aufweist (-9,7 kcal/mol), einen Stamm
von nur 5 bp besitzt, von denen ein bp nicht passt und auch nur von drel T-Resten gefolgt wird. Es wéare
daher denkbar, dass diese Struktur einen weniger effizienten Terminator darstellt, so dass ein Teil der
Transkripte erst bei dem néchsten Terminator abbricht. Damit lief3en sich die 2,2 und 2,0 kb-Transkripte
erklaren. Fur groRRere Transkripte ist die Trennung im Gel nicht ausreichend gut, als dass eine derartige
GroRendifferenz zwel distinkte Banden ergébe.

Northern-Blot-Analysen, die mit einer gegen fdhA2 gerichteten Sonde durchgefiihrt wurden (die Spezi-
fitdt der Sonde fur Gensatz || wurde durch Southern-Hydridisierung Uberpr(ift), zeigten eine gemeinsame
Transkription von fdhB2A2C (Abb. 3.5A) in Form eines ca. 5,4 kb-Transkripts.

Desweiteren zeigte sich, dass unter den untersuchten Bedingungen Gensatz Il im Vergleich zu Gensatz |
wesentlich seltener transkribiert wurde (s. 3.1.9). Nur mit einer einzigen RNA-Charge konnte ein Signal
flr Gensatz || erhalten werden. Vermutlich waren die durchgefihrten primer extension-Experimente zur
Identifizierung des Promotors stromaufwarts von fdhB2 auch aus diesem Grunde erfolglos. Nachdem
durch RT-PCR (s. 3.1.9) gezeigt werden konnte, dass Gensatz |1 in mit Serin angezogenen Zellen stérker
exprimiert wird, wurden die primer extension-Experimente mit RNA aus entsprechenden Zellen wieder-
holt, ergaben aber ebenfalls kein Signal (Daten nicht gezeigt).

Eine Haarnadelstruktur beginnt 32 bp stromabwarts von fdhC. Sie besitzt einen Stamm von 26 bp (ein
mismatch), einen 7 bp-Loop und weist eine Energie von -52,3 kcal/mol auf. Geht man davon aus, dass
diese Struktur einen Terminator darstellt, und rechnet 5,4 kb zurlick (entsprechend der bestimmten
Transkriptlénge), so musste der Promator ca. 600 bp stromaufwarts von fdhB2 lokalisiert sein. Dafir die
primer extension-Experimente ein Primer verwendet wurde, der komplementar zu den Basen 86-104 von
fdhB2 war, hétte das primer extension-Produkt Uber 700 Basen lang sein miissen. Fragmente dieser
Groenordnung sind bei noch dazu geringen eingesetzten RNA-Mengen nicht nachweisbar. Dies kdnnte
erklaren, warum kein Signal in den primer extension-Experimenten erhalten wurde. Ein Primer, der
dichter an dem postulierten Startpunkt liegt, wurde jedoch nicht mehr eingesetzt.
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Bel Northern-Blot-Analysen mit einer Sonde gegen hymC wurde ein Transkript mit der Lange von ca.
4,9 kb nachgewiesen (Abb. 3.5A). Dies wiirde dem Bereich von hymA bis hymD entsprechen (Abb.
3.5B), vom hymA-Startcodon bis zum hymD-Stopcodon sind es 4766 bp. Da dies recht knapp ist, um die
zusdtzliche Sequenz bis zum Promotor stromaufwarts und bis zum Terminator stromabwarts zu umfas-
sen, wurde eine RT-PCR durchgefiihrt, um eine gemeinsame Transkription von hymD mit hymC nach-
zuweisen. Fir die PCR mit dem Primerpaar fdh26 (hymC ->)/orfM-N2 (hymD <) wurde cDNA
verwendet, die durch eine RT-Reaktion mit Hexanuklectiden hergestellt wurde. Ein Fragment in der
richtigen GréRRe von 660 bp wurde erhalten (Daten nicht gezeigt), was auf eine gemeinsame Transkripti-
on von hymD mit hymC hindeutet. Als Negativkontrollen wurden PCRs mit zwei verschiedenen Primer-
paaren zwischen hymD und fdhB1 durchgefihrt, die kein Produkt ergaben.

Alle erhaltenen Erkenntnisse hinsichtlich Transkription, Promotoren und Terminatoren sind schematisch
in Abb. 3.5B zusammengefasst.

3.1.9 RT-PCR zur Quantifizierung der Transkription der verschiedenen Gensatze

Die Northern-Blot-Analysen hatten angedeutet, dass die beiden fdh-Gensétze unterschiedlich stark ex-
primiert werden (s. 3.1.8). Mit Hilfe von semi-quantitativen RT-PCRs sollte untersucht werden, ob dies
von der Wahl der Substrate abhangig war. Von besonderem Interesse waren diese Untersuchungen,
nachdem die von fdh-Gensatz 11 codierte FDH-II aus Serin-Formiat-Zellen homogen dargestellt werden
konnte (s. 3.4.4).

Dazu wurde E. acidaminophilum mit den folgenden Substraten angezogen: Glycin (50 mM), Se-
rinfFormiat/Betain (10/40/70 mM), Serin/Formiat/Betain (40/30/20 mM), Serin (40 mM) und Se-
rin/Formiat (40/30 mM). In der spét-logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen geerntet und
die RNA isoliert. Nach einer DNase-Behandlung wurde eine reverse Transkription durchgefihrt, wobei
ein Hexanukleotid-Gemisch a's Primer diente. Somit konnte die erhaltene cDNA fur den Nachweis ver-
schiedener mMRNASs verwendet werden. Von der cDNA wurde eine Verdinnungsreihe hergestellt (in
Zehnerschritten), die als Template fur fdh-Gensatz | bzw. fdh-Gensatz |1-spezifische PCRs diente. In
beiden Fallen kamen Primerpaare aus fdhB zur Anwendung, fdh22/fdhB1-N2 fur Gensatz | und fdhB2-
N1/fdhB2-N2 fir Gensatz Il. Die erwarteten PCR-Produkte wiesen mit ca. 500 bp eine vergleichbare
Lange auf.

Gensatz |-spezifische mRNA war mittels PCR in alen untersuchten RNA-Isolationen bis zu einer Ver-
diinnung von 102 nachweisbar, in RNA aus Glycin- und Serin/Formiat/Betain (40/30/20 mM)-
gewachsenen Zellen sogar bis 107, so dass von einer konstitutiven Expression ausgegangen werden
kann.

Bei dem Nachweis Gensatz |1-spezifischer mRNA gab es Anzeichen fir eine Induktion der Expression
durch Serin. In RNA aus mit Glycin- und Serin/Formiat/Betain (10/40/70 mM)-gewachsenen Zellen
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wurde schon bei einer 10™-Verdiinnung nur noch ein schwaches Produkt erhalten, wohingegen mit RNA
aus mit Serin- und Serin/Formiat-angezogenen Zellen sogar noch 10°-verdiinnt und RNA aus Se-
rin/Formiat/Betain (40/30/20 mM)-Zellen 10%-verdiinnt Produkte ergab.

Mit der gleichen Methode (und der gleichen cDNA) wurden Vergleiche der Transkriptionsniveaus der
beiden Hydrogenasen durchgefiihrt. Fir den Nachweis der Hydrogenasen wurden Primerpaare aus den
katalytischen Untereinheiten hymC bzw. hndD verwendet, die PCR-Produkte mit einer Lange von ca.
500 bp ergeben sollten (hym-Operon: hyd-N1/hyd-N2; hnd-Operon KH1/2, KEIL 1999). Dabei zeigte sich
eine schwache, aber unter den untersuchten Bedingungen konstitutive Expression des hym-Operons (fir
alle RNAs nur noch schwache Produkte mit der 10™-V erdiinnung), das hnd-Operon wurde ebenfalls kon-
stitutiv auf etwas hherem Niveau transkribiert (auch noch schwache Signale mit der 102V erdiinnung).

3.2 Molekulare Analyse der For miat-Dehydrogenase von C. sticklandii

Der Gram-positive, Aminosduren vorzugsweise in Stickland-Reaktionen vergdrende Anaerobier Clostri-
dium sticklandii weist zu E. acidaminophilum viele Ahnlichkeiten auf. So besitzt auch C. sticklandii mit
der Glycin-Reduktase (GARCIA UND STADTMAN 1992; GRAENTZDOERFFER et al. 2000) und Prolin-
Reduktase (KABISCH et al. 1999) verschiedene Selenoproteine. Auch gab es Hinweise, dass die Formiat-
Dehydrogenase Selen enthalten konnte (TURNER UND STADTMAN 1973). Daher sollte mit Hilfe hetero-
loger Hybridisierung die Formiat-Dehydrogenase von C. sticklandii kloniert und sequenziert werden, um
sie naher zu charakterisieren.

3.2.1 Identifizierung der Formiat-Dehydrogenase und AOR/CAR von C. sticklandii

Mit der zur Identifizierung der Formiat-Dehydrogenasen von E. acidaminophilum verwendeten Sonde (s.
3.1.1) wurde zunéchst ein Southern-Blot von C. sticklandii unter heterologen Bedingungen hybridisiert.
Ein spezifisches Signal wurde fir ein ca. 6 kb grof3es EcoRI-Fragment erhaten. Aus einer A-ZAP 11-
Cosmidbank, die EcoRI-Fragmente von 5-10 kb enthielt (GRAENTZDOERFFER et al. 2000) wurde
pCSFDH1 mit einer Insertgrofie von 6135 bp isoliert und dieses sequenziert. Die Sequenz ist im Anhang
zusammen mit den abgeleiteten Proteinsequenzen wiedergegeben und in Abb. 3.8 schematisch darge-
stellt.
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Abb. 3.8: Schematische Darstellung der Anordnung der Geneder fdh- und car/aor-Region in C. sticklandii.

Ein offener Leserahmen konnte der katalytischen Untereinheit der Formiat-Dehydrogenase zugeordnet
werden und wird daher mit fdhA bezeichnet. Dieses Gen enthélt ein in-frame TGA-Codon fir die Inkor-
poration von Selenocystein, so dass die Formiat-Dehydrogenase von C. sticklandii tatséchlich ein Se-
lenoprotein darstellen sollte. FdhA ist 699 Aminosauren lang (77,4 kDa, pl 6,0) und gliedert sich damit
in die Gruppe der N-terminal verkirzten katalytischen Untereinheiten der Formiat-Dehydrogenasen ein,
die mit dem Mativ C5 beginnen (s. 3.1.3). FdhA ist um 194 bzw. 198 Aminosduren kirzer as FdhAl
und FdhA2 von E. acidaminophilum, zu denen es 53,1 % Identitét bzw. 52,3 % Identitdt und aufweist
(bezogen auf die tatséchliche Lange des Alignments). Ebenfalls sehr hohe Homologien zeigte FdhA z. B.
zu FdhA von M. thermoformicicum (50,8 % ldentitét), FdhA von M. formicicum (48,2 % ldentitadt) oder
FdhF von E. coli (42,8 % Identitét).

24 bp stromabwaérts von fdhA befindet sich ein offener Leserahmen (fdhB), dessen Genprodukt Homolo-
gien (41,9 % ldentité) zu dem Elektronen-Transport-Protein HydN von E. coli aufweist (MAIER et al.
1996). FdhB (19,4 kDa, pl 5,94) ist 179 Aminosduren lang und weist wie auch HydN 16 konservierte
Cysteine auf, die putativ vier Eisen-Schwefel-Zentren bilden. Vermutlich handelt es sich bei diesem
Protein um eine zweite Untereinheit der Formiat-Dehydrogenase, die Elektronen auf den natlrlichen
Elektronenakzeptor Ubertragt.

AuRerdem, und das stellte die eigentliche Uberraschung dar, enthélt das Insert von pFDHCSL1 einen 365
bp stromaufwaérts der fdh-Gene gelegenen, aber in komplementérer Leserichtung codierten 1740 bp lan-
gen offenen Leserahmen, der deutliche Homologien zu Aldehyd-Oxidoreduktasen aus verschiedenen,
meist thermophilen Archaea aufweist, bei denen es sich um Wolfram-Enzyme handelt. Auch bei E. aci-
daminophilum wurde in vorangegangenen Arbeiten eine Wolfram-abhéngige Aldehyd-Oxidoreduktase
(AOR) nachgewiesen, konnte aber aufgrund der extremen Sauerstoffempfindlichkeit nicht angereichert
werden (GRANDERATH 1993). Dieses zweite Wolfram-Enzym aus E. acidaminophilum wurde jetzt im
Rahmen einer Diplomarbeit (RAUH 2000) gereinigt und charakterisiert, sowie das Gen kloniert und se-
guenziert. Der Versuch, die AOR aus E. acidaminophilum durch heterologe Hybridisierung mit einer aus
dem putativen aor-Gen von C. sticklandii abgeleiteten Sonde zu identifizieren, war zuvor fehlgeschla-
gen. Die AORs aus C. dticklandii (579 AS, 61,3 kDa, pl 5,19) und E. acidaminophilum (608 AS, 66,4
kDa, pl 4,95) weisen 31,5 % Identitét auf. In 8hnlicher Grélenordnung liegen die Werte fur die AOR aus
C. sticklandii und P. furiosus (KLETZIN et a. 1995) mit 32,0 % ldentitét. Im Gegensatz dazu zeigt die
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AOR aus E. acidaminophilum wesentlich hohere Homologien zu der AOR aus P. furiosus (57,0 % lden-
titdt; RAUH 2000).

Dahingegen weist der N-Terminus der AOR von C. sticklandii wesentlich hthere Homologien (64 %
Identitét; Abb. 3.9) zu der Carbonséure-Reduktase aus C. formicoaceticum (WHITE et al. 1991) auf, von
der bisher nur der N-Terminus bekannt ist. Dieses Enzym katalysiert die Reduktion von nicht-aktivierten
Carbonsduren zu Aldehyden, im Prinzip adso die Riickreaktion der Aldehyd-Oxidoreduktasen. Auch
dieses Enzym ist Wolfram-abhangig, ebenso wie zwei aus M. thermoacetica isolierte CARs (WHITE et
al. 1989). Die genaue Zuordnung, ob es sich bei dem codierten Protein um eine AOR oder CAR handdt,
miissen weitere Untersuchungen zeigen. Sollte es sich bei dem klonierten Gen von C. sticklandii um eine
CAR handeln, wére dies die erste bekannte Gensequenz einer CAR.

C. gticklandii AOR/CAR 1 MXFI Rl DVATLKHEI TDVPEKYAG 25
M KFI R+DM TLK +VP KYAG
C. formicoaceticum CAR 1 M\KFI RVDMITLKVTTEEVPAKYAG 25
C. gticklandii AOR/CAR 1 MXFI Rl DVATLKHEI TDVPEKYAG- - LGGRALTSSFVNDEVI PT 43
+FIR++++T ++ + E+ A LGRL + E+ PT
P. furiosus AOR 1 MYGNWERFI RVNLSTGDI KVEEYDEEL AKKW.GSRGLAI YLLLKENVDPT 45

Abb. 3.9: Vergleich der N-terminalen Aminosiure-Sequenzen der AOR von C. sticklandii mit denen der
CAR von C. formicoaceticum (WHITE et al. 1991) und der AOR von P. furiosus (KLETZIN et al. 1995). Identi-
sche Aminosauren sind zusétzlich zwischen den Zeilen vermerkt, &hnliche sind mit +, fehlende mit - markiert.

Dariiberhinaus kénnen auf pCSFDHL1 drei weitere offene Leserahmen postuliert werden. ' Orf7, von dem
nur der C-terminale Tell auf dem Plasmid kodiert ist, weist Homologien zu dem hypothetischen konser-
vierten Protein YkoW von B. subtilis auf (KUNST et a. 1997). Orf8 (108 AS) und der N-terminale Tell
von Orf9’ (36 AS) zeigen keinerlei Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen.

Die Expression des fdhA- und aor/car-Gens wurde durch RT-PCR nachgewiesen. Gesamt-RNA von C.
sticklandii wurde aus auf Minimalmedium (UHDE 1990) angezogenen Zellen isoliert. Nach DNase-
Behandlung und reverser Transkription mit Hexanukleotiden als Primer wurde die cDNA als Template
far fdhA- bzw. aor/car-spezifische PCRs eingesetzt. Als Primerpaare wurden CsFDH2 und CsFDH3 fir
den Nachweis der Transkription des fdhA-Gens und CsFDH5 und CsFDH8 fir das aor/car-Gen verwen-
det. In beiden Féallen wurden PCR-Produkte in der erwarteten Grofe (FDH: 620 bp; AOR/CAR: 1390
bp) erhalten. Positiv-Kontrollen mit chromosomaler DNA ergaben PCR-Produkte in gleicher Grolie,
Negativ-Kontrollen mit RNA (zur Kontrolle der DNA-Freiheit) ergaben keine Produkte. Northern-Blot-
Analysen der Expression der AOR/CAR, die von David Rauh durchgefiihrt wurden, deuteten mit eéinem
ca. 2 kb-Transkript eine monocistronische Expression an. Ein zusétzliches Signal wurde bei ca. 2,7 kb
erhalten, was auf eine gemeinsame Transkription mit orf8 und eventuell auch orf9 hinweist.
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Weitere Untersuchungen miissten zeigen, ob die Formiat-Dehydrogenase und AOR/CAR von C. stick-
landii Wolfram- oder Molybdan-abhangig sind. Im Falle der AOR/CAR handelt es sich vermutlich um
ein Wolfram-abhangiges Protein, da bisher noch kein Molybdan-abhangiges Isoenzym dieser Sequenz-
familie bekannt ist.

Die Abhéangigkeit des Wachstums von C. sticklandii von der Supplementierung von Wolframat oder
auch Molybdat ist bisher nicht belegt. Andererseits lassen solche Experimente aber auch nur dann ein-
deutige Aussagen zu, wenn das Ergebnis die Abhéngigkeit des Organismus von dem untersuchten Stoff
zeigt. So konnte fur E. acidaminophilum eine Abhangigkeit von Selen nur bel Wachstum auf Glycin,
Betain und Sarkosin gezeigt werden, was nahelegte, dass an der Glycin-, Betain- und Sarkosin-
Reduktion mindestens ein Selenoprotein beteiligt ist, nicht aber bei Wachstum auf Serin (ZINDEL et al.
1988). Ein falscher Schluss wére in diesem Fall, davon auszugehen, dass beim Wachstum auf Serin keine
Selenoproteine exprimiert werden. Wie in dieser Arbeit gezeigt, wird auf Serin im Vergleich zu Glycin
die Expression der zweiten ebenfalls Selen-haltigen Formiat-Dehydrogenase sogar um den Faktor 100
verstarkt (s. 3.1.9). Eine mogliche Erkldrung dafir, dass trotzdem keine Abhangigkeit von Selen-
Supplementation festgestellt werden konnte, liegt in dem wesentlich geringeren Anteil der Formiat-
Dehydrogenase am Gesamtproteingehalt im Vergleich zu den Reduktasesystemen begriindet. Dies wird
auch dadurch deutlich, dass bel Markierungsexperimenten mit radioaktivem Selen durch WAGNER
(1997) neben den bereits bekannten, an den Reduktasen beteiligten Selenoproteinen Protein A und der
spezifischen Untereinheiten der Substrat-spezifischen Proteine B noch weitere markierte Proteine ent-
deckt wurden, ein den Formiat-Dehydrogenasen entsprechendes Signal fehlte jedoch.

Aussagekréaftige Ergebnisse beziiglich des Metallgehalts der Formiat-Dehydrogenase und AOR/CAR aus
C. sticklandii wéren daher durch eine Charakterisierung der homogenen Enzyme zu erreichen.

3.3 Uberexpression von FdhA1lin E. coli

Da die Formiat-Dehydrogenasen aus E. acidaminophilum wegen ihrer Sauerstoffempfindlichkeit bisher
nicht homogen angereichert werden konnten, sollte der Versuch unternommen werden, FdhA1 in E. coli
Zu exprimieren. Bei der heterologen Expression des Wolfram-enthaltenden Selenoproteins FdhAl von
E. acidaminophilum, das noch dazu finf postulierte Eisen-Schwefel-Zentren aufweist, in E. coli, waren
Probleme absehbar.

Bisher konnten keine Selenoproteine aus E. acidaminophilum in E. coli as solche exprimiert werden.
Die Inkorporation des Selenocysteins in FdhF von E. coli ist sehr gut untersucht (Ubersichtsartikel:
HUTTENHOFER UND BOCK 1998), der Selenocystein-spezifische Elongationsfaktor SelB bindet an eine
Sekundérstruktur direkt stromabwérts des TGA-Codons. Da fur die mRNA von fdhAl eine der Sekun-
darstruktur von fdhF sehr ghnliche Struktur postuliert werden kann (Abb. 3.10), wére eine Expression der
FdhA1 a's Selenoprotein zumindest wahrscheinlicher als bel anderen Proteinen von E. acidaminophilum,
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in deren mMRNAS sich keine ahnlichen Sekundérstrukturen finden lassen. KLUG et al. (1997) identifizier-
ten die essentiellen Bestandteile der Sekundarstruktur von fdhF, die in Abb. 3.10 grau unterlegt sind.
Alle als notwendig gefundenen Basen sind auch in der Sekundarstruktur von fdhAl vorhanden, allerdings
ist der Loop um ein U langer, und das bei fdhF ungepaarte U im Stamm liegt bei fdhAl gepaart vor.

Aus diesem Grund wurde sowohl das Wildtyp-FdhA1 al's auch eine Secys-350-Cys-Mutante exprimiert.

GU GUC
G () G U
A-U A-U
C G C G
GC GC
U A U A
U U A
GC GC
GC UAAC
C A C A
U A A-UUC
A-U C G
C C C G
CG U A
CG U A
GU C G
GC GC
CG U G
A A G
C G C T
UGA UAA UGA cCT
(1) fdhF 2) fdhAl

Abb. 3.10: Vergleich der Sekundérstrukturen direkt stromabwaérts des UGA-Codons von (1) fdhF (E. coli)
und (2) fdhAl (E. acidaminophilum). Nach KLUG et al. (1997) fir die Bindung von SelB essentielle Basen im
Loopbereich sind grau unterlegt.

Die Expression aktiven Proteins war von Anfang an sehr unwahrscheinlich. Selbst wenn FdhA1 als Se-
lenoprotein exprimiert wiirde, missten noch ausreichende Mengen des Cofaktors Molybdopterin synthe-
tisiert und eingebaut werden. Da E. coli keine Wolfram-Enzyme besitzt, wirde statt des Wolframs
vermutlich Molybdan eingebaut. Auch dass die Synthese der Eisen-Schwefel-Zentren ohne Schwierig-
keiten ablaufen wirde, war eher unwahrscheinlich.

3.3.1 Expression von FdhB1 und FdhA1 mit dem IMPACT-System

Fir die heterologe Expression von FdhA1 und FdhB1 in E. coli wurde zunéchst das IMPACT™ T7:0ne-
Sep Protein Purfication System von NEW ENGLAND BiolL abs gewahlt. Dabel wird das gewlnschte
Protein an einen Fusionspartner fusioniert, der aus einem selbst-spleiRenden Intein und einer Chitin-
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Bindedoméne besteht. Nach Bindung des exprimierten Fusionsproteins an eine Chitin-Matrix wird das
Target-Protein nach der in vitro-Spaltung der Fusionspartner eluiert.

Die Expressionsbedingungen wurden zunéachst fur die Cystein-Mutante von FdhA1l und FdhB1 unter-
sucht. Die Mutation des Selenocysteins zu Cystein wurde mit Hilfe der overlap-extension PCR einge-
fUhrt. Als Primerpaare wurden zunédchst fdhA1-Ndel mit M-fdhA1-U/C-f und fdhAl-Sall mit M-fdhAl-
U/C-r kombiniert. Die aus chromosomaler DNA von E. acidaminophilum amplifizierten Produkte wur-
den dann als Template in einer zweiten PCR eingesetzt, in der nur fdhAl-Ndel und fdhAl-Sall eingesetzt
wurden. Das erhaltene PCR-Produkt wurde in den Uberexpressionsvektor pTY B2 kloniert und zur Kon-
trolle sequenziert. Fir die Amplifikation von fdhB1 kamen die Primer fdhB1-Ndel und fdhB1-Xhol zum
Einsatz. Die resultierenden Plasmide pFdhA 1-Impact und pFdhB1-Impact wurden in den E. coli Uberex-
pressionsstamm ER2566 transformiert und die Expressionshauptkulturen direkt von einer Einzelkolonie
angeimpft. Trotz Variation der Expressionsbedingungen konnte zunachst weder FdhA1 noch FdhB1l
rekombinant nachgewiesen werden. Da FdhB1 theoretisch leichter exprimierbar sein sollte, da es kleiner
ist und als einziges Expressionhindernis nur die Eisen-Schwefel-Zentren aufweist, wurden die Bedin-
gungen zunéachst fir die Expression von FdhB1 optimiert. Es zeigte sich, dass Expressionsprodukte nur
nachweisbhar waren, wenn die in E. coli seltene tRNA fir die Arginin-Codons AGG und AGA, die
E. acidaminophilumim Gegensatz zu E. coli Uberwiegend verwendet (s. 3.1.7), coexprimiert wurde. Dies
wurde durch ein zweites mit dem Expressionsvektor kompatibles Plasmid pUBS520 (BRINKMANN 1990)
erreicht. Allerdings spaltete sich das FdhB1-Fusionsprodukt bereits in vivo, wodurch eine Aufreinigung
nicht mehr moglich war. Bel Coexpression der Arginin-tRNA lie3 sich das FdhA 1-Expressionsprodukt
(Cystein-Mutante) ungespaltet exprimieren, jedoch lag das Protein in inclusion bodies vor, was eine Auf-
reinigung gleichfalls unmdglich machte.

3.3.2 Expression von FdhA1 als Strep-tagl 1 -Fusion

Mit den pASK-IBA-Expressionsvektoren kénnen rekombinante Proteine exprimiert und durch das Strep-
tagll-System effizient gereinigt werden. Durch Klonierung des gewtinschten Gensin pASK-IBA7 ist das
Protein nach Expression mit einem N-terminalen Srep-tagll versehen, der auch wieder abgespalten wer-
den kann. Durch Verwendung des Restriktionsenzyms Bsal, das nicht innerhalb der Erkennungssequenz
schneidet, kommt es zu einer gerichteten Klonierung trotz der Verwendung nur eines Enzyms, auch
weitere Erkennungssequenzen in der Strukturgensequenz schaden nicht, da die entstehenden Enden der
verschiedenen Schnittstellen nicht kompatibel sind. Da Proteine mit einer Strep-tag-Fusion auch denatu-
rierend gereinigt werden konnen, bot sich dieses System fur die Expression von FdhA1 an.

Das fdhA1-Gen wurde mit den Primern fdhAl-Bsal-N und fdhAl-Bsal-C aus chromosomaler DNA am-
plifiziert. Fur die Konstruktion der Cystein-Mutante kamen die gleichen Primer zum Einsatz, als Tem-
plate diente pFdhAl-Impact (s. 3.3.1). Zusédtzlich zu diesen beiden Varianten wurden N-terminal
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verkirzte Konstrukte von FdhA1 hergestellt, die erst bel Aminosaure 218 mit Methionin statt Threonin
beginnen. Dadurch werden die ersten vier Bindemotive fir Eisen-Schwefel-Zentren (C1-C4) deletiert,
die Polypeptidkette weist die gleiche Lange und alle Motive ab C5 wie die Formiat-Dehydrogenasen
kirzeren Typs auf (s. 3.1.3). Als N-terminaler Primer wurde fdhAl-Bsal-AN in Kombination mit fdhAl-
Bsal-C eingesetzt, als Template dienten wiederum chromosomale DNA und pFdhA1-Impact. Die erhal-
tenen PCR-Produkte wurde in den Uberexpressionsvektor pASK-IBA7 kloniert und zur Kontrolle se-
guenziert. Zur Expression wurden die Plasmide in den Expressonsstamm E. coli BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL transformiert. Dieser Stamm ist fir die Expression von Proteinen konstruiert wor-
den, deren Codonnutzung von der von E. coli abweicht und exprimiert zusétzlich nicht nur die tRNA fir
die Arginin-Codons AGG/AGA, sondern auch die tRNAs fir die Leucin-Codons UUA/UUG (die E.
acidaminophilum aber auch nur selten verwendet) und fir das Isoleucin-Codon AUA, das von E. acid-
aminophilum zu 75 % verwendet wird. Zunachst wurden pro Variante eine 50 ml-Kultur mit einer Ein-
zelkolonie angeimpft, bel 30 °C inkubiert und bei einer optischen Dichte von 0,5 mit 0,2 pg/ml AHT
induziert. Die Zellen wurden mittels French-Presse aufgeschlossen und durch Zentrifugation in Pellet
und Uberstand getrennt. Aliquots aller Proben wurden einer SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese un-
terworfen und geblottet. Die Srep-tagll-Fusionsproteine wurden mit dem , Strep-tag detection Assay”
nachgewiesen (Abb. 3.11).

S/ /S
§) N ~ ~
o 3 s /S /S
S I o & L
S S S S S
% % AV v AV
P u|l P U] P U] PIM*| U M
98,0—> —
— 972
73,8—> - 664
385—» ‘\ 556
— 427
— 36,5
— 26,6
BCP—> ~—
— — 20,0

14,3—»

— 143

Abb. 3.11: Nachweis der Uberexpression verschiedener FdhA1l-Varianten mittels Western-Blot. Zellextrakte
wurden nach dem Zellaufschluss durch Zentrifugation in l6sliche (Uberstand, U) und unlésliche Bestandteile (Pel-
let, P) getrennt. Zur Herstellung des Western Blots und Nachweis der Strep-tag-Fusionsprotein siehe Text. Die
Grole der exprimierten Varianten (in kDa) ist links angegeben. Eine 2. Markerspur (M) wurde nach dem Blotten
abgeschnitten und angeférbt. Die Gréf3en der Standardproteine (in kDa) sind am rechten Rand angegeben. Die Pro-
teine des prestained-Molekulargewichtsmarkers (M*), der auf dem Blot zu sehen ist, laufen durch die kovalente
Bindung des Farbstoffs langsamer als ihrem Molekulargewicht entsprechend. Das |6sliche Biotin-Carrier-Protein
(BCP) von E. coli, das bei ca. 20 kDa lauft, reagiert ebenfalls positiv auf den Strep-tag-Antikorper-Nachweis.
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In alen vier Ansédtzen konnte exprimiertes Fusionsprotein nachgewiesen werden. Die Varianten Wild-
typ-FdhA1 (in voller Lange) und AN-FdhA1 (N-terminal verkirzt) wurden nur verkirzt exprimiert, die
detektierten Groélzen korrdieren mit einem Abbruch am TGA-Codon, wahrend die entsprechenden Cy-
stein-Mutanten FdhA1-U/C und AN-FdhA1-U/C Proteine lieferten, die Signale ergaben, die mit den fir
das komplette Protein errechneten Groéfzen Ubereinstimmen. Als Teilergebnis |83t sich daher festhalten,
dass auch die Sekundéarstruktur der mRNA von fdhAl von E. acidaminophilum fir die Inkorporation von
Selenocystein in E. coli nicht ausreichend konserviert ist.

Nur im Falle der Variante AN-FdhA1-U/C wurde ein geringer Teil des Proteins [6dlich exprimiert und
konnte mittels Affinitétschromatographie an StrepTactin gereinigt werden. Da das Protein el ektrophore-
tisch noch nicht ganz homogen war, wurde eine lonenaustauschchromatographie an MonoQ angeschlos-
sen. Das Protein eluierte nicht in einem Peak, sondern war in der Hélfte aller Fraktionen enthalten, was
als Anzeichen dafiir gewertet werden kann, dass auch das |6slich exprimierte AN-FdhA 1-U/C nicht kor-
rekt gefaltet vorliegt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass auch FdhAl in E. coli nicht as Selenoprotein expri-
miert werden kann. Jedoch koénnte Uberexprimiertes Protein zur Herstellung polyklonaler Antikdrper
verwendet werden. Dazu sollte Variante AN-FdhA 1-U/C gewahlt werden, da bei dem Einsatz von Anti-
korpern gegen dieses Protein keine zusétzlichen Kreuzreaktionen gegen FdhB1 und FdhB2 auftreten
sollten. Fir die Immunisierung eines Kaninchens werden grof3ere Mengen homogenen Proteins (ca.
1 mg) bendtigt. Daher bietet sich eine denaturierende Aufreinigung des unldslich exprimiertes AN-
FdhA1-U/C-Proteins an.

3.4 Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase aus E. acidaminophilum

Die Wolfram-haltige Formiat-Dehydrogenase wie auch die Aldehyd-Dehydrogenase (AOR) von E. acid-
aminophilum sind als extrem Sauerstoff-empfindlich beschrieben worden (GRANDERATH 1993). Bei
friheren Anreicherungsversuchen konnte die Formiat-Dehydrogenase nicht homogen dargestel It werden.
Da die AOR durch RAUH (2000) homogen gereinigt werden konnte und die fir die Isolierung der AOR
nicht verwendete Fraktion der Ammoniumsulfat-F&llung hohe FDH-Aktivitét aufwies, wurde nach eini-
gen Vorversuchen eine Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase durchgefiihrt.

Fur die Anreicherung der AOR waren Zellen von E. acidaminophilum verwendet worden, die auf Se-
rinfFormiat-Medium (40/30 mM) gewachsen waren, da diese die htchste spezifische Aktivitét an AOR
aufwiesen. Auch die Formiat-Dehydrogenase weist auf diesem Medium nach GRANDERATH (1993) mit
3,5 U/mg Protein mit Benzylviologen als Elektronenakzeptor die hdchste spezifische Aktivitat auf.
Durch die Klonierung der Formiat-Dehydrogenase hatte sich gezeigt, dass E. acidaminophilum zwei fdh-
Gensdtze besitzt (s. 3.1.1). Nur die katalytische Untereinheit der FDH-1 war bisher partiell gereinigt wor-
den. Die hohere spezifische Aktivitét der Formiat-Dehydrogenase im Rohextrakt von in Serin- und Se-
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rin-Formiat-Medium gewachsenen Zellen im Vergleich zu Glycin- und Serin/Formiat/Betain (10/40/70
mM)-Zellen deutete auf die Expression beider Formiat-Dehydrogenasen hin. Wegen des erwarteten ahn-
lichen Aufbaus aus katalytischer Untereinheit FdhA und FdhB sowie der hohen Homologie der beiden
Formiat-Dehydrogenasen zueinander war nicht auszuschlief3en, dass sich die beiden Proteine méglicher-
weise wahrend der Aufreinigung derartig ahnlich verhalten kénnten, dass am Ende eine Mischung beider
Formiat-Dehydrogenasen erhalten wiirde.

3.4.1 Vorversuchezur Anreicherung der For miat-Dehydrogenase

Durch GRANDERATH (1993) war bereits bekannt, dass die Formiat-Dehydrogenase an Q-Sepharose bin-
det und sich ohne Verlust eluieren 1&sst. Auch durch Chromatographie an Phenyl-Sepharose wurden gute
Anreicherungsfaktoren ohne grof3e Verluste erreicht. Das Verhaten der Formiat-Dehydrogenase bei
Chromatographie an Hydroxylapatit war uneinheitlich. Gdfiltration an Superdex 200 fihrte zu Aktivi-
tatsverlusten von 90-98 % und sollte daher vermieden werden.

Da durch die Kombinationen dieser Materialien die Formiat-Dehydrogenase nicht homogen dargestellt
werden konnte, wurden zunéchst weitere Sdulenmaterialien darauf getestet, ob sie die Formiat-
Dehydrogenase zu binden vermégen.

Fir die Vorversuche und auch fir die spdtere erste Anreicherung kamen die fir die Anreicherung der
AOR nicht verwendeten Fraktionen der Ammoniumsulfat-Fallung (bis 60 % AS) zur Anwendung (RAUH
2000). Diese wurden vereinigt und durch Dialyse entsalzt. Die erhaltene Fraktion enthielt noch 523 mg
Protein, was 93 % des Proteingehaltes des Rohextraktes (aus 12 g Zellen) entspricht. Verwendet wurden
zunéchst Fertigsaulen (2 ml Bettvolumen) aus Sigma-Testkits. Dabei zeigte sich, dass die Formiat-
Dehydrogenase bei 1 M Ammoniumsulfat an die hydrophoben Materialien Hexyl- und Octyl-Sepharose
bindet und mit salzfreiem Puffer wieder eluiert werden kann. VVon Decyl- und Dodecyl-Sepharose konnte
die gebundene FDH-AKktivitat auch mit 20 % Ethylenglycol nicht eluiert werden. Cibacron Blue war das
einzige der getesteten Nukleotid-imitierenden Farbstoffmaterialien, das die FDH-Aktivitét zu binden
vermochte. Allerdings fand sich auch im Durchlauf Aktivitét.

Die Formiat-Dehydrogenase von E. acidaminophilum besitzt mit Benzylviologen als Elektronenakzeptor
ein Temperaturoptimum von 60 °C (GRANDERATH 1993). Da auch bei der Anreicherung der Formiat-
Dehydrogenase aus M. thermoacetica (YAMAMOTO et al. 1983), die hohe Homologien zu denen aus E.
acidaminophilum aufweist (s. 3.1.3), eine Hitzefallung verwendet wurde, wurde diese Methode fiur die
Formiat-Dehydrogenase aus E. acidaminophilum getestet. Dazu wurden je 0,5 ml Probe in Hungate-
Rohrchen bei 50, 60, 65 und 70 °C im Wasserbad fur 3 bzw. 10 min schittelnd inkubiert, anschlief3end
auf Eis abgekihlt und ausgefallenes Protein durch Zentrifugation abgetrennt. Keine Aktivitétsverluste
wurden bis 65 °C und 3 min festgestellt. Ab 65 °C und 10 min waren deutliche Aktivitétsverluste von 20
% zu verzeichnen. So wurden bei 70 °C/3 min und 70 °C/10 min nur noch 74 bzw. 29 % Restaktivitét
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gemessen. Der hdchste Anreicherungsfaktor wurde fir 65 °C/3 min mit 3,3 bestimmt. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Hitzefdllung als Methode zur Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase durchaus in
Frage kommt.

3.4.2 1. Anreicherungder Formiat-Dehydrogenase

In dem fir die erste Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase verwendeten Extrakt (vereinigte Fraktio-
nen der Ammoniumsulfat-Fallung von 0 bis 60 %; RAUH 2000) befanden sich noch grof3e Mengen an
AOR-Aktivitét. Daher wurde im ersten Schritt versucht, Formiat-Dehydrogenase und AOR voneinander
zu trennen. Auf eine Hitzeféllung wurde verzichtet, da die AOR unter den getesteten Bedingungen inak-
tiviert wurde (D. RAUH, personliche Mitteilung). Als anaerober Basis-Puffer (Puffer A) diente 50 mM
TrigHCI, pH 8,0, mit 10 mM Na-Azid, 2 mM Na-Dithionit und 2 mM DTT. Alle Schritte, soweit nicht
gesondert erwdhnt, wurden in einer Anaerobenbox bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach den Chro-
matographien wurde zunédchst jede zweite bis vierte Fraktion per Mikrotiterschnelltest (mit Methylenblau
als Elektronenakzeptor) auf FDH-Aktivitét getestet. In den aktiven Bereichen wurden dann alle Fraktio-
nen spezifisch mit Benzylviologen als Elektronenakzeptor vermessen.

Als erstes Chromatographiematerial wurde Q-Sepharose gewéhlt. Der Extrakt wurde auf eine mit dem
Puffer A aquilibrierten Q-Sepharose-Saule (35 ml Bettvolumen) aufgetragen. Nach Waschen der Séule
mit 105 ml Puffer A wurde ein NaCl-Gradient in Puffer A mit 250 ml von 0 bis 0,5 M und 100 ml von
0,5 bis 1 M angelegt. Die FDH-Aktivitdt eluierte in einem Peak zwischen 0,2 und 0,3 M NaCl. AOR-
Aktivitdt konnte nicht mehr detektiert werden. Fraktionen, die FDH-Aktivitdt aufwiesen, wurden
vereinigt und gegen Puffer A dialysiert. Nach Zugabe geséttigter Ammoniumsulfat-Losung bis zu einer
Endkonzentration von 1 M und Zentrifugation zur Entfernung von Prézipitaten, wurde die Proteinl Gsung
auf eine Octyl-Sepharose CL-4B-Saule aufgetragen. Die Saule mit einem Bettvolumen von 20 ml war
zuvor mit 1 M Ammoniumsulfat in Puffer A &aquilibriert worden. Die Saule wurde mit 60 ml des
Aquilibrierungspuffers gewaschen und das Protein durch Anlegen eines abfalenden Ammoniumsulfat-
Gradienten von 1 bis 0 M in einem Volumen von 250 ml eluiert. Da bis in die letzten Fraktionen noch
FDH-Aktivitét zu verzeichnen war, wurde noch einma mit 40 ml Puffer A nachgewaschen. Aktive
Fraktionen wurden vereinigt und gegen Puffer A ohne Na-Dithionit, DTT und Resazurin diadysiert. Nach
Aquilibrierung der MonoQ HR5/5-Saule mit dem gleichen Puffer, wurde die Enzym-Losung
aufgetragen, die Saule mit 10 ml des gleichen Puffers gewaschen und mit einem ansteigenden NaCl-
Gradienten von 0,1 bis 0,5 M in einem Volumen von 20 ml eluiert. Die Formiat-Dehydrogenase eluierte
bei 0,4 M NaCl in dem letzten und héchsten Peak. Die Hauptaktivitét befand sich in den Fraktionen 30-
33, die hochste spezifische Aktivitét wies Fraktion 31 mit 988 U/mg auf. Mit der Aktivité ging eine
intensive braune Farbung der Fraktionen einher.



3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE 66

Die aktiven und umliegenden Fraktionen wurden durch SDS-Gelel ektrophorese analysiert. Dabei zeigte
sich, dass das Intensitétsprofil von drei Banden identisch mit dem Profil der Aktivité waren. Neben der
98 kDa-Bande der katalytischen Untereinheit der Formiat-Dehydrogenase und der vermuteten zweiten 35
kDa-Untereinheit (FdhB) wurde eine dritte Bande bel 62 kDa identifiziert. Der Coomassie-Farbung nach
zu urteilen, lag von dieser Proteinspezies die doppelte Menge im Vergleich zu FdhA und FdhB vor. Die
Fraktionen 32 und 33 wiesen nur noch geringe Verunreinigungen durch andere Proteine auf. Die
Fraktionen 30 und 34 wurden zur N-terminalen Sequenzierung der 98, 35 und 62 kDa-Banden verwendet
(s. 3.4.4). Um festzustellen, ob das 62 kDa-Protein eine Untereinheit der aktiven Formiat-Dehydrogenase
ist, wurde eine Gdfiltration durchgefiihrt. Da bei friheren Gelfiltrationen von Formiat-Dehydrogenase
grof3e Verluste festgestellt wurden (GRANDERATH 1993), sollte nur die Halfte der MonoQ-gereinigten
Formiat-Dehydrogenase auf eine Gdfiltration aufgetragen werden, und der Rest durch
Affinitdtschromatographie an Cibacron Blue weiter aufgereinigt werden. Die aktivsten Fraktionen 31-33
wurden vereinigt und mit Microcon-Rohrchen auf 400 pl eingeengt.

Die Halfte davon wurde auf eine Cibacron Blue-Saule (2 ml Bettvolumen) aufgetragen. Nach der Elution
mit einem NaCl-Gradienten von 0 bis 1 M war kaum noch Aktivitdt messbar. Daher wurden Aliquots der
Fraktionen durch SDS-Gelelektrophorese analysiert, wobel sich zeigte, dass wieder die drei Banden in
dem apparenten afy.-Verhdtnis vorlagen, aber noch durch weitere Banden verunreinigt waren. Auf3er-
dem ,schmierte* die Formiat-Dehydrogenase Uber die Saule, so dass sich dieses Material nicht fir eine
weitere Aufreinigung der Formiat-Dehydrogenase eignete.

3.4.3 Gdfiltration an Superdex 200

Der eingeengte Pool nach der MonoQ (200 pl) wurde auf eine FPL C-Superdex 200-Saule aufgetragen,
die zuvor mit 150 mM NaCl in Puffer A ohne Na-Dithionit, DTT und Resazurin aquilibriert worden war.
Nach der Trennung wurden zwei Peaks erhalten, die beide FDH-AKktivitédt zeigten. Der erste und hohere
Peak eluierte nach 9,75 ml, entsprechend einer molekularen Masse von ca. 540.000 Da. Der zweite und
wesentlich kleinere Peak (ca. 1/8 der Hohe des ersten Peaks) eluierte nach 12,5 ml, entsprechend einer
molekularen Masse von ca. 230.000 Da.

Die Anayse der aktiven Fraktionen durch SDS-Gelelektrophorese zeigte deutlich, dass in allen Fraktio-
nen, die dem ersten Peak entsprachen, wieder drei Proteinspezies enthalten waren. Auch war, wie bereits
nach der Chromatographie an MonoQ beobachtet, das unbekannte Protein im Verhéltnis zu den 98 und
35 kDa-Proteinen doppelt so stark geféarbt. Ein Verhdltnis (afy.)y (98:35:62 kDa-Protein) angenommen,
ergabe sich bei x = 2 eine molekulare Masse von 514 kDa, was recht gut mit den bestimmten 540 kDa
Ubereingtimmt. Auch in den Fraktionen des zweiten Peaks wurden die drei Proteinspezies gefunden, al-
lerdings nicht mehr in dem Verhdtnis afy,, was auf den Zerfall des aktiven Komplexes zuriickzufiihren

sain konnte,
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In den Fraktionen des ersten Peaks war die Formiat-Dehydrogenase elektrophoretisch homogen, aul3er
den drei Proteinspezies waren keine kontaminierenden Banden mehr zu erkennen. Die Fraktionen 20-22
wurden vereinigt und fir die Aufnahme eines UV -V IS-Spektrums und fir die Elementanalyse eingesetzt
(s. 3.4.5 und 3.4.6). In Tabelle 7 sind die wichtigsten Daten der ersten Anreicherung der FDH-II zusam-
mengefasst, Abb. 3.12 zeigt ein SDS-Polyacrylamid-Gel der einzelnen Anreicherungsstufen.

Scheinbar traten wie schon bei GRANDERATH (1993) hohe Aktivitétsverluste wahrend der Gelfiltration
auf. Tatsachlich war aber bereits in dem Pool der MonoQ nach der Lagerung tber Nacht auf Eis in der
Anaerobenbox kaum noch Aktivitat nachweisbar. Nach dem Gelfiltrationd auf wurde sogar mehr Akti-
vitét wiedergefunden, as eigentlich aufgetragen wurde. Somit ist nicht die Gelfiltration problematisch
fUr die Aktivitat, sondern das angereicherte Protein per se in diesem Anreicherungszustand instabil. Mit
zunehmender Reinheit reagiert die Formiat-Dehydrogenase auf Lagerungen sowohl bei 4 °C als auch bei
—20 °C zunehmend mit Aktivitdtsverlusten. Lagerungen sollten daher vermieden werden, bzw. so kurz
wie moglich gehalten werden. Aulerdem sollte den gelagerten Fraktionen DTT wieder zugesetzt werden.

Tabelle 7: 1. Anreicherung der For miat-Dehydrogenase (-11) aus E. acidaminophilum

Aktivitat Protein spez. Aktivitéat Anreicherungs- Ausbeute

[U] [mg] [U/mg] faktor [%]
(NH4),SO,-Féllung* 4539 523 8,7 - -
Q-Sepharose 4424 89,5 49,4 57 97,5
Octyl-Sepharose 2196 5,28 415,9 47,8 48,4
Octyl-Sephar ose
(nach WE)? 1464 5,28 277,3 31,9 32,3
MonoQ 991 1,24 799,2 91,7 21,8
Gefiltration® 59 0,31 190,3 21,9 1,3

! Fraktionen der Ammoniumsulfat-F&llung bis 60 %, enthielten 93 % des Proteins des Rohextraktes (RAUH 2000)
2 Octyl-Sepharose-Pool wurde iiber das Wochenende bei —20 °C gelagert.
® Fiir die Geifiltration wurde nur die Halfte des MonoQ-Pools verwendet.
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Abb. 3.12: Reinigung der Formiat-Dehydrogenase (-11) aus E. acidaminophilum. Dargestellt ist ein SDS-
PAGE-Gel (10 %) mit verschiedenen, wéhrend der Anreicherung erhaltenen Fraktionen. Nach der Trennung wur-
den die Proteine mit Coomassie angeférbt. Die Untereinheiten der Formiat-Dehydrogenase sind durch Pfeile ge-
kennzeichnet. Spur 1 Molekulargewichtsmarker, die molaren Massen der Proteine sind in kDa angegeben, 2
(NH,),S0O,-Féllung, 3 Q-Sepharose-Pool, 4 Octyl-Sepharose-Pool, 5 MonoQ-Pool, 6 Pool nach Gelfiltration

3.4.4 N-terminale Sequenzierungen

Zur Bestimmung der N-Termini wurden die Fraktionen 30 und 34 der MonoQ verwendet. Je 200 pl der
Fraktionen wurden eingeengt, durch SDS-Gelelektrophorese getrennt und auf eine PVDF-Membran
gebl ottet.

Identifizierung der 98 und 35 kDa-Proteine

Von den 98 und 35 kDa Proteinen wurden zur Uberprifung die ersten vier Aminosauren bestimmt. Uber-
raschend entsprachen die erhaltenen Sequenzen der FDH-1I (98 kDa: Met-lle-Asn-Va = FdhA2; 35 kDa:
Met-Val-Thr-Leu = FdhB2).

Bel der Gelfiltration waren zwei Peaks erhalten worden, die FDH-Aktivitédt zeigten. Um auszuschliel3en,
dass es sich bei dem zweiten Peak um die FDH-I handelte, wurde die 98 kDa-Bande der Gdlfiltrations-
fraktion 25 N-terminal sequenziert, sie entsprach aber ebenfalls FdhA2.

Das von GRANDERATH (1993) sowohl aus Serin/Formiat/Betain- (10/40/70 mM) as auch aus Se-
rinfFormiat/Sarkosin-Zellen (10/40/60 mM) partiell gereinigte Protein entsprach in beiden Fallen der
katalytischen Untereinheit der FDH-I (FdhA1). Daher stellte sich an diesem Punkt der Arbeit die Frage,
ob in Serin-Formiat-Zellen nur Gensatz |1 exprimiert wird. Durch daraufhin durchgefiihrte semiquantita-
tive RT-PCR-Experimente konnte festgestellt werden, dass in diesem Medium beide fdh-Gensétze in
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etwa gleichen Mengen exprimiert werden (s. 3.1.9). Daher muss davon ausgegangen werden, dass FDH-|
im Laufe der Anreicherung verloren gegangen ist. Nach der Chromatographie an Octyl-Sepharose wurde
nur gut die Halfte der aufgetragenen Aktivitét wiedergefunden, moglicherweise war die FDH-I nach der
Elution mit salzfreiem Puffer noch an das Material gebunden. Auch durch die Verwendung des Mikroti-
terplatten-Schnelltests konnte die FDH-I abhanden gekommen sein. Méglicherweise unterscheiden sich
die beiden Formiat-Dehydrogenasen in ihrer Reaktion mit Methylenblau als Elektronenakzeptor, in einer
neuen Anreicherung sollte daher auch in den Mikrotitertests Benzylviologen verwendet werden.

Identifizierung des 62 kDa-Proteins

Fir die ersten 11 Aminosauren des 62 kDa-Proteins wurde die folgende Sequenz bestimmt:
MDYKNTILV?A

Diese Sequenz ergab keine Homologie zu Proteinen aus Datenbanken, stimmte allerdings mit dem N-
Terminus von HymB komplett Uberein, anstelle des Fragezeichens befindet sich dort ein Cystein. HymB
ist die elektroneniibertragende Untereinheit der potentiell membrangebundenen Hydrogenase von E.
acidaminophilum, die stromaufwarts des fdh-Gensatzes | codiert wird und ebenfalsin dieser Arbeit klo-
niert wurde (s. 3.1.4). HymB ist ein 64,8 kDa grof3es Protein und besitzt Motive fir die Bildung von drei
[4Fe-4S]- und einem [2Fe-2S]-Cluster, sowie fir die Bindung von NADP und FMN (s. 3.1.5).

Eine 62 kDa-Bande war auch bei der partiellen Aufreinigung der FDH-1 (GRANDERATH 1993) aufgetre-
ten. Von dieser waren 25 N-terminale Aminosauren bestimmt worden, von denen die ersten 14 ebenfalls
der Sequenz von HymB entsprechen.

345 Aufnahmeeines UV-VIS-Spektrums (1)

Die vereinigten Fraktionen der Gelfiltration wurden auf 500 pl eingeengt. Zur Aufnahme des reduzierten
Spektrums wurde das Enzym in der Anaeobenbox durch die Zugabe von Formiat reduziert (20 mM End-
konzentration) und die Kivette verschlossen. Nach 10 minutiger Inkubation wurde die Kivette aus der
Box herausgeschleust und das Spektrum von 230 bis 800 nm aufgenommen. Anschlief?end wurde die
K lvette getdffnet und ab und zu geschiittelt.

Im reduzierten Zustand zeigte sich ein extrem starker Peak bei 314 nm, der nach Inkubation mit Luft-
Sauerstoff verschwand. Das gleiche Verhalten zeigte aber auch die Referenzprobe, die Puffer mit For-
miat in gleicher Konzentration enthielt. Der Peak war leicht zu kirzeren Wellenldngen verschoben (Ma-
ximum bei 308 nm), und zeigte auch nur eine Absorption von 0,2, wahrend die FDH-Probe eine
unerklarbar hohe Absorption von 3 aufwies. Der Absorptionsunterschied der oxidierten und reduzierten
Formiat-Dehydrogenase bei 314 nm sollte daher eine direkte Folge des Formiats sein. Warum die Ab-
sorption bei gleicher Menge Formiat aber in der FDH-Probe um den Faktor 15 erhoht ist, kann zu diesem
Zeitpunkt nicht geklart werden. Da durch diesen Peak mogliche andere Signale verdeckt wurden, wurde
bei der Aufnahme eines Spektrums nach der 2. Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase daher auf eine
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Reduktion mit Substrat verzichtet (s. 3.4.9), in der Annahme, dass das Enzym durch das im Puffer ent-
haltene DTT ausreichend reduziert ist.

3.4.6 Elementanalyse durch Neutronenaktivierung

Durch die von Dr. D. Alber am Hahn-Meitner-Institut in Berlin durchgefiihrte Elementanalyse durch
Neutronenaktivierung sollte festgestellt werden, ob und in welchen Konzentrationen die Elemente Wolf-
ram, Molybdéan, Selen und Eisen in der isolierten FDH-II enthalten waren. Obwohl bekannt war, dass
NaCl, das noch zu 150 mM in dem Puffer enthalten war, die Elementanalyse insbesondere bei der Wolf-
rambestimmung stort, wurde auf eine Dialyse verzichtet, da zu diesem Zeitpunkt keine Aktivitdat mehr
messbar war und durch die Dialyse mdglicherweise Wolfram oder Eisen verloren gegangen wére.

Als Probe wurden 400 pl der oxidierten Formiat-Dehydrogenase nach der Aufnahme des UV-VIS-
Spektrums (ca. 0,13 mg Protein entsprechend ca. 0,5 nmol afy.-Protomer) sowie der Laufpuffer der
Gelfiltration (versetzt mit 20 mM Formiat) als Kontrolle nach Berlin geschickt. Durch die Analyse wurde
nachgewiesen, dass die Probe Wolfram, aber kein Molybdan enthielt, Selen und Eisen wurden ebenfalls
identifiziert. Zusétzlich wurde auch Zink, Cobalt und Chrom gefunden. Bedingt durch die stérenden Ein-
flUsse des Natriumchlorids sowie der geringen Konzentration der Proteinprobe, konnten keine sinnvollen

stochiometrischen Werte bestimmt werden.

3.4.7 2. Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase

Bel der zweiten Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase wurde verstérkt darauf geachtet, durch
welchen Schritt die vom ersten fdh-Gensatz codierte Formiat-Dehydrogenase mdglicherweise abgetrennt
wird. Daher wurden alle Mikratiterplattentests mit Benzylviologen durchgefihrt, auRerdem wurde die
Octylsepharose-Saule mit 20 % Ethylenglykol nachgewaschen. Da bei der ersten Anreicherung das
Protein nach der Chromatographie an MonoQ nahezu homogen war, wurde keine Gefiltration
durchgefiihrt, um gréfere Mengen aktiven Proteins zu erhaten. Mit dem im Zuge der 2. Anreicherung
isolierten Protein sollte u.a. eine Pterinbestimmung durchgefiihrt sowie ein UV-VIS-Spektrum
aufgenommen werden. AulRBerdem sollte die Fahigkeit der Formiat-Dehydrogenase nachgewiesen
werden, neben der Formiat-Oxidation auch die Rickreaktion, die CO,-Reduktion zu katalysieren. Bei
einer gentigend hohen Ausbeute sollten EPR-Messungen erfolgen. Wahrend der Aufreinigung wurde
bewusst auf Zusatz von Dithionit verzichtet.
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Fir die Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase wurde 45 g frisches Zellmaterial verwendet, das durch
Anzucht in einem 100 I-Fermenter erhalten wurde. Die Fermentation wurde freundlicherweise von David
Rauh durchgefiihrt. Der Organismus wurde auf 40 mM Serin-Medium angezogen, da normal erwel se auf
diesem Medium hohere Zelldichten im Vergleich zu Serin-Formiat-Medium bei gleichbleibender spezifi-
scher FDH-AKktivitét erreicht werden. Aus unbekannten Grinden begann sich die Verdopplungszeit ab
der 1 I-Vorkultur zu verlangern, so dass die 100 |-Kultur ber drei Tage angezogen wurde. Die spezifi-
sche Aktivitat der Formiat-Dehydrogenase war mit 0,7 U/mg im Rohextrakt niedriger als erwartet (3,2
U/mg; GRANDERATH 1993). Somit standen fiir die Anreicherung lediglich 2695 U zur Verfligung, weni-
ger alsbel der ersten Anreicherung.

Nach Zellaufschluss mittels French-Presse und Zentrifugation wurde der Rohextrakt einer 60 %igen
Ammoniumsulfat-Fallung unterzogen und das resuspendierte Protein (ber Nacht gegen Puffer B dialy-
siert. Es folgte eine Hitzefallung 10 min bei 60 °C, nach Pelletierung des denaturierten Proteins wurde
der Uberstand auf eine Q-Sepharose-Saule (Bettvolumen 50 ml) aufgetragen. Das gebundene Protein
wurde mit 200 ml Puffer B gewaschen, und durch einen Gradienten von 0 bis 0,8 M NaCl in Puffer B in
einem Volumen von 1| eluiert. Die Fraktionen (je 6 ml) wurden mittels Mikrotiterschnelltest sowohl mit
Benzylviologen als auch mit Methylenblau getestet, wobei kein Unterschied festgestellt werden konnte.
Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt, mit geséttigter Ammoniumsulfatlésung auf 0,5 M Ammonium-
sulfat eingestellt und auf eine auf 0,5 M Ammoniumsulfat aquilibirierte Octyl-Sepharose CL-4B-Saule
(Bettvolumen 50 ml) aufgetragen. Das gebundene Protein wurde mit 150 ml 0,5 M Ammoniumsulfat in
Puffer B gewaschen und anschlief3end mit einem Ammoniumsulfatgradienten von 0,5 bis0 M in einem
Volumen von 500 ml sowie weiteren 50 ml Puffer B eluiert. Eine danach noch vorhandene bréunliche
Farbung des Saulenmaterias deutete auf noch gebundenes Protein hin. Daher wurde die Saule mit 150
ml Ethylenglykol (20 % in Puffer B) gewaschen, wobel auch das gefarbte Protein eluierte. FDH-
Aktivitdt wurde dlerdings nur in Fraktionen gefunden, die zwischen 0,35 und 0,2 M Ammoniumsulfat
enthielten. Wie schon bel der ersten Anreicherung gingen wiederum mehr as die Héalfte der FDH-
Aktivitat wahrend der Chromatographie an Octyl-Sepharose verloren.

Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt, zwei Mal je eine Stunde gegen Puffer B dialysiert und auf eine
MonoQ HR5/5-Saule aufgetragen. Die Saule wurde mit 20 ml Puffer B gewaschen und das Protein mit
einem NaCl-Gradienten von 0,1 bis 0,5 M in Puffer B eluiert. Die Hauptaktivitdt befand sich in drei
Fraktionen. Die Analyse der aktiven und der umliegenden Fraktionen mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese zeigte eine starke Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase des Gensatzes |1 mit den
typischen drei Banden von 98, 62 und 35 kDa, im Hintergrund waren jedoch noch mehr Proteinbanden
zu erkennen a's nach der MonoQ-Chromatographie der ersten Anreicherung. Eine Bande von ca. 16 kDa
korrelierte ebenfalls mit der FDH-Aktivitét. Da dieses Protein nur kurz vor der Bromphenolblau-Bande
lief, ware es durchaus moglich, dass es auch bel der ersten Anreicherung aufgetreten war, aber Ubersehen
wurde, weil es bereits aus dem Gel herausgelaufen war. Desweiteren wurde eine Bande von 83 kDa be-
obachtet, die nicht exakt mit der Aktivitdt korrelierte. Dabei kdnnte es sich um ein auch von
GRANDERATH (1993) co-angereichertes Protein handeln. Das 98 kDa- sowie die 83 und 16 kDa-Proteine
wurden N-terminal sequenziert (s. 3.4.8).
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Die Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase ist in Tabelle 8 zusammengefasst. Die Tatsache, dass
scheinbar nach der Chromatographie an MonoQ mehr Aktivitdt wiedergefunden als eingesetzt wurde,
lasst sich durch eéine Hemmung der FDH-Aktivitét durch Ammoniumsulfat erkléren. Sowohl im Pool
nach der Ammoniumsulfat-Fallung als auch nach der Chromatographie an Octyl-Sepharose wurden nach
Entfernung des Ammoniumsulfats durch Dialyse eine hthere FDH-Aktivitét als vor der Dialyse be-
stimmt. Die spezifische Aktivitéat der aktivsten Fraktion der MonoQ-Chromatographie betrug mit 301
U/mg nur 30 % der hochsten spezifischen Aktivitét der ersten Anreicherung von 988 U/mg (s. 3.4.2). Die
theoretisch maximal erreichbare spezifische Aktivitét dirfte noch hoher liegen, da bei der ersten Anrei-
cherung Aktivitétsverluste von 34 % durch 2-tégiges Einfrieren des Octyl-Sepharose-Pool auftraten.
Wird dieser Verlust eingerechnet, kdnnten spezifische Aktivitdten von knapp 1500 U/mg erhalten wer-
den.

Tabelle 8: 2. Anreicherung der FDH-I1 aus E. acidaminophilum

Aktivitéat Protein  spez. Aktivitdt  Anreicherungs- Ausbeute

[U] [mg] [U/mg] faktor [%]
Rohextrakt 2695 3770 0,7 - -
Ammoniumsulfat-Fallung 2530 3625 0,7 0 93,9
Hitzeféllung 1670 1680 1,0 14 62,0
Q-Sepharose 1550 360 4,3 6,1 57,5
Octyl-Sepharose 645 17 37,9 53,4 239
MonoQ 732 23 227,7 325,3 27,2

3.4.8 N-terminale Sequenzierungen (2)

Das 98 kDa-Protein wurde wie erwartet als FdhA2 verifiziert. Allerdings fanden sich geringe Spuren von
FdhA1 (weniger als 5 %) in der Probe.

Wie bereits durch die erste Anreicherung gezeigt, wurde die FDH-Il im Komplex mit einer Untereinheit
der vom hym-Operon codierten Eisen-Hydrogenase HymB gereinigt. Daher war es nicht Uberraschend,
dass es sich bei dem 16-kDa Protein um HymA handelt, einer weiteren Untereinheit der genannten Ei-
sen-Hydrogenase. Sieben durch Edman-Abbau identifizierte N-terminale Aminosduren (Met-Ala-Lys-
Asn-Val-Phe-Thr) stimmten mit der aus dem hymA-Gen abgel eiteten Proteinsequenz vollsténdig Uberein.
Auch die errechnete GroRRe (16,9 kDa) weicht kaum von der experimentell bestimmten ab. HymA wird
wie auch HymB eine Funktion bel der Elektronenlibertragung zugewiesen, es weist die konservierten
Cysteine eines [2Fe-2S]-Zentrums auf (s. 3.1.5). Vermutlich wurde dieses Protein auch wahrend der 1.
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Anreicherung mit angereichert, dort aber Ubersehen, da bei den damals verwendeten 10 %igen SDS
PAGE-Gelen Proteine unter 20 kDa bereits aus dem Gel herausgelaufen waren. Mdglicherweise war
HymA auch in der homogenen Praparation enthalten, dies kbnnte durch eine erneute Anreicherung ge-
zeigt werden.

Die durch Edman-Abbau erhaltene Sequenz des 83 kDa-Proteins (Met-Asp-Leu-Arg-Lys-Phe-Leu-Glu-
Asp-Arg-lle-Leu) weicht in den Positionen 4 und 10 von der des von GRANDERATH (1993) co-
angereicherten 83 kDa-Proteins ab. Anstelle der dort bestimmten Histidine wurden jetzt Arginine identi-
fiziert. Be Veranderung des pH-Wertes kann Arginin leicht als Histidin erkannt werden (K.P.
RUCKNAGEL, pers. Mitteilung). Daher ist davon auszugehen, dass es sich bei dem im Laufe dieser Arbeit
sowie dem von GRANDERATH (1993) gefundenen um das gleiche 83 kDa-Protein handelt.

349 Aufnahmeeines UV-VIS-Spektrums (2)

Zur Aufnahme des Spektrums wurden 400 pl der Fraktion 31 der MonoQ-Chromatographie verwendet.
Um storende Effekte durch Pufferbestandteile auszuschlief3en, wurde eine Basislinie aufgenommen. Die
Proteinprobe wurde in der Anaerobenbox mit 100 pl des Elutionspuffers versetzt und in eine 500 pl-
Quarzkivette geflllt. Nach Aufnahme des ersten Spektrums (lila Spektrum in Abb. 3.13) wurde die Pro-
be mit 5 pl 50 mM Natrium-Dithionit-L6sung versetzt, und nach 5 min ein weiteres Spektrum aufge-
nommen. Dabei zeigte sich abermals ein Peak bel 315 nm, wie schon bei der Reduktion durch Formiat
(s. 3.4.5), der nach weiterer Inkubation (45 min) an Luft mit gelegentlichem Schiitteln wieder ver-
schwand. Stattdessen erschien eine Schulter im Bereich von 400 nm, die auf das Vorhandensein von
Eisen-Schwefel-Zentren hindeutet (blaues Spektrum in Abb. 3.13). Mit Hilfe des fir ein afy,-FDH-
Protomer anhand der Sequenz berechneten Extinktionskoeffizienten g,q0 = 170.610 M *cm™ | 4sst sich die
Konzentration der FDH-1I bestimmen. Unter Verwendung des Extinktionskoeffizienten des Ferredoxins
von C. pasteurianum (gs5 = 30 mM“cm™; RABINOWITZ 1972), das zwei [4Fe-4S]-Zentren enthélt, |&sst
sich der Gehalt an Eisen auf 17 pro FDH-Protomer berechnen. Durch Sequenzmotive konnen fur FdhA2
ebenso wie fur FdhB2 vier [4Fe-4S]-, sowie ein [2Fe-2S]- und fir HymB drei [4Fe-4S]-Zentren und ein
[2Fe-2S]-Zentrum postuliert werden. Maximal konnten daher mit 64 Eisen pro Protomer vierma mehr
Eisen zu finden sein, als tiber die Extinktion bei 390 nm berechnet wurde.
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Abb. 3.13: UV-VIS-Spektrum der FDH-I1 im reduzierten (lila) und oxidierten (blau) Zustand

3.4.10 Identifizierung eines Pterin-Cofaktors

In allen Molybdan- oder Wolfram-haltigen Enzymen (mit Ausnahme der Nitrogenase) wird das
Metallion durch einen Pterin-Cofaktor komplexiert. Dieser lasst sich durch Kaliumpermanganat im
akalischen Milieu zu Pterin-6-Carbonsaure oxidieren, wie fir die Xanthin-Oxidase aus Buttermilch
(JOHNSON UND RAJAGOPALAN 1982) und andere Molybdopterin-haltige Enzyme gezeigt wurde.

Fir die Bestimmung wurden 400 pl der MonoQ-Fraktion 32 nach Aufnahme eines Spektrums (zur Pro-
teinbestimmung: 3,4 nmol FDH-Protomer afy,) eingesetzt. Als Standard diente Pterin-6-Carbonsaure.
Die Maxima der Fluoreszenz-Spektren (Anregung und Emission) des Standards und der Formiat-
Dehydrogenase entsprechen einander, der Anregungspeak bei 360 war bei der Formiat-Dehydrogenase
allerdings um ca. 10 nm zu niederwelligeren Wellenlangen verschoben (Abb. 3.14). Mit Hilfe der relati-
ven Fluorezenz der Pterin-6-Carbonsdure lasst sich der in der Probe enthaltende Cofaktor quantifizieren.
In der Probe waren ca. 0,45 nmol Cofaktor enthalten, es ergibt sich daher ein Verhaltnis von 0,13 mol
Pterin pro mol FDH-Protomer. Zu erwarten waren 2 pro Protomer, da bel alen bisher untersuchten For-
miat-Dehydrogenasen und AORs zwei Cofaktormolekiile ein Molybdan bzw. Wolfram komplexieren.
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Abb. 3.14: Fluoreszenz-Spektrum des mit Kaliumpermanganat behandelten Pterin-Cofaktors der FDH-I|
von E. acidaminophilum. Als Standard ist das Spektrum von 1 nmol Pterin-6-Carbonsdure (schwarz) gezeigt, das
Spektrum des Cofaktors der FDH-I1 ist rot dargestellt.

3.4.11 Versuche zur CO»-Reduktion

Mit der partiell angereicherten FDH-I wurden Untersuchungen zur Reversibilitédt der FDH-Reaktion
durchgefiihrt (GRANDERATH 1993). Dabei konnte fir die CO,-Reduktion eine spezifische Aktivitéat von
78 U/mg im Vergleich zu 322 U/mg fir die Formiat-Oxidation bestimmt werden. Auf Grundlage des von
GRANDERATH (1993) verwendeten Aktivitétstests wurden Messungen mit der gereinigten FDH-I1 durch-

gefuhrt.

Im Gegensatz zu der Formiat-Oxidation erwies es sich a's vorteilhaft, die Reaktion statt mit Substrat- mit
der Enzymzugabe zu starten. Als optimal erwies sich eine Methylviologen-Endkonzentration von
0,15 mM im Ansatz. Bei Einsatz von 1 pl Enzyml6sung (Fraktion 30 der MonoQ) wurde eine maximale
spezifische Aktivitéat von 11,5 U/mg bestimmt, die ca. 12 % der Formiat-Oxidation betrug, deren spezifi-
sche Aktivitat mit Methylviologen auf 97 U/mg bestimmt wurde. Unter den untersuchten Bedingungen
wurden durch Zusatz von Carboanhydrase, durch den die Konzentration an zur Verfligung stehendem
CO, erhoht wird, nur geringfligig hdhere Aktivitdten erreicht. Auch in Versuchen, bei denen keine Sub-
stratséttigung mehr vorlag (Einsatz von nur 10 statt 100 pl Substratlésung), hatte der Zusatz von Carbo-

anhydrase keinen Einfluss.
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3.4.12 |dentifizierung der Pyruvat-Oxidoreduktase

Waéhrend der Chromatographie an Q-Sepharose wurde ein 130 kDa-Protein abgetrennt, von dem auf-
grund der GrofRe vermutet wurde, dass es sich um Monomere der surface layer handeln konnte (s.
3.6.6.1). Auch lag dieses Protein zumindest nach Abschézung der Bandenintensitdt im Coomassie-
geféarbten SDS-PAGE-Gel in grofien Mengen vor. Die N-terminale Sequenz war nicht identisch zu der
bereits zuvor bestimmten Sequenz des S-Layer-Proteins (s. 3.6.6.1), sondern wies hohe Ahnlichkeiten zu
dem N-Terminus einer Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase aus C. pasteurianum auf (Abb. 3.15), die mit
129,7 kDa eine nahezu identische Grof3e besitzt. Daher handelt es sich bei dem identifizierten 130 kDa-
Protein aus E. acidaminophilum mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine Pyruvat-Ferredoxin-
Oxidoreduktase. Eine Aktivitétsbestimmung wurde nicht mehr vorgenommen, da die Fraktionen bereits
aerob waren. Die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase aus E. acidaminophilum konnte aufgrund der Sau-
erstoff-Empfindlichkeit bisher nicht aufgereinigt werden (CLAAS 1991). Ausgehend von dem nun be-

kannten N-Terminus kdnnte das Gen kloniert werden.

130 kDaE.a. AKVMKTMDGNTAAAH
PFOR C.p. MAKI VKTMVDGNEAAAY

k- kkkkkkhkk kk*k

Abb. 3.15: Vergleich der N-terminalen Sequenzen des 130 kDa-Proteins aus E. acidaminophilum und der
Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase aus C. pasteurianum (Acc. Nr. Y17726). ldentische Aminosduren sind
durch einen Stern, dhnliche durch einen Doppel punkt unterhalb des Alignments gekennzeichnet.

3.5 Nachwesener Pyruvat-For miat-Lyase im Genom von E. acidaminophilum

Die Assoziation von FDH-II mit Untereinheiten der Hydrogenase ware sinnvoll, wenn Formiat beim
Wachstum auf Serin als Intermediat entstehen wirde. Wenn Pyruvat durch die Pyruvat-Ferredoxin-
Oxidoreduktase zu Acetyl-CoA umgesetzt wird, entstehen Reduktionsiguivalente, die entweder durch
eine Wasserstoffentwicklung durch die Hydrogenase oder durch eine CO»-Reduktion durch die Formiat-
Dehydrogenase abgegeben werden kénnen. Formiat-Dehydrogenase und Hydrogenase wéren dann Kon-
kurrenten um die Reduktionsaquivalente, eine Komplexbildung der beiden Enzymsysteme also nicht
unbedingt logisch.

Ein anderes Bild ergabe sich unter der Annahme, dass der Organismus eine Pyruvat-Formiat-Lyase
(PFL) besdie. Dieses Enzym setzt Pyruvat redoxneutral zu Acetyl-CoA und Formiat um. Die bel der
Oxidation des Formiats durch die Formiat-Dehydrogenase freiwerdenden Elektronen kénnten direkt auf
die assozierte Hydrogenase Ubertragen werden, die dann Wasserstoff freisetzt.
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Pyruvat-Formiat-L yasen wurden bisher in verschiedenen anaeroben Gram-positiven und Gram-negativen
Bakterien nachgewiesen, so z. B. in E. coli (KNAPPE UND SAWERS 1990) und C. pasteurianum
(WEIDNER UND SAWERS 1996). Am besten untersucht ist die Pyruvat-Formiat-Lyase (PFL) von E. coli.
Die PFL ist ein Homodimer, bestehend aus zwei identischen 85 kDa-grof3en Untereinheiten. Die homo-
lytische Spaltung der C-C-Bindung im Pyruvat erfolgt durch einen Radikalmechanismus. Das Enzym
enthdlt ein Glycyl-Radikal, das durch ein 28 kDa-grof3es, Eisen-abhéngiges PFL-aktivierendes Enzym
(Act) gebildet wird (Ubersichtsartikel: SAWERS 1999).

Zum Nachweis der PFL in E. acidaminophilum wurden degenerierte Primer von drei konservierten Re-
gionen abgeleitet: einer N-terminalen Region 168-RGRIIGDY-175 (pfl-1), des kataytischen Zentrums
396-DDY AIACCV-404 (pfl-2/pfl-2r) und der C-terminalen, das Glycyl-Radikal tragenden Region 702-
TIRVSGYAV-710 (pfl-3). Es wurden drei PCRs mit verschiedenen Primerpaarungen durchgefhrt: pfl-
pfl-2r, pfl-2/pfl-3r und pfl-1/pfl-3r (Abb. 3.16A). Als Template diente chromosomale DNA von E. aci-
daminophilum. In alen drei Féllen wurden PCR-Produkte in den erwarteten GrofRen erhalten (Abb.
3.16B). Durch Sequenzierung der PCR-Produkte wurde bestétigt, dass es sich um Amplifikate des pfl-
Gens von E. acidaminophilum handelte.

168- RGRI | GDY- 175 396- DDYAI ACCV- 404 702- Tl RVSGYAV- 710
A | pfi-Gen || || L]
o T 0B T pi2r
pil-2 970bp pfl-3r
T e ieobp T «

pfl-1/ pfl-1/ pfl-2/
pfl-2r pfl-3r pfl-3r

[bp]
— 2500
— 2000
| — 1500
— 1000
— 800
— 600
— 400

Abb. 3.16: Nachweis der Pyruvat-For miat-Lyase mittels PCR. A: Schematische Darstellung des pfl-Gens, ein-
gezeichnet sind die konservierten Doméanen sowie die gewéhlten Primerpaarungen. B: 1 %iges Agarose-Gel mit
den erhaltenen PCR-Produkten.



3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE 78

Somit wurde nachgewiesen, dass E. acidaminophilum tber die genetische Ausstattung zur Bildung einer
Pyruvat-Formiat-Lyase verflgt. Der Zusammenhang zwischen PFL und dem Komplex aus Formiat-
Dehydrogenase und Hydrogenase ist dadurch aber noch nicht gezeigt. Dies kénnte z. B. durch RT-PCR
erfolgen, die PFL sollte auf Serin-Medium starker exprimiert werden als auf Glycin-Medium.

3.6 Aufbau eines Transformationssystemsfur E. acidaminophilum

Fir viele weitergehende Untersuchungen von Enzymsystemen aus E. acidaminophilumwie der in E. coli
nicht aktiv exprimierbaren Formiat-Dehydrogenase, ist die genetische Manipulierbarkeit des Organismus
eine unumgangliche Notwendigkeit. Erst dadurch kdnnten Funktionen unbekannter Gene geklart, Regu-
lationsmechnismen untersucht und komplex aufgebaute Proteine Uberexprimiert oder Uber Mutanten
analysiert werden. Weder fur E. acidaminophilum, noch fir verwandte Organismen wie C. sticklandii
oder C. litorale wurden bisher molekulargeneti sche Techniken entwickelt. Es existieren keinerlei Kennt-
nisse Uber verwendbare Resistenzen gegentiber Antibiotika oder Uber in diesen Organismen replizierfé
hige Plasmid-Origins. Daher sollte fur E. acidaminophilum as Modedlorganismus ein

Transformationssystem entwickelt werden.

Die eleganteste und praktisch am einfachsten durchfiihrbare Methode ist die Elektroporation, bei der
durch einen Stromstol3 Plasmide in die Zelle libertragen werden. Die Anwendung von Shuttle-V ektoren,
die sowohl einenin E. coli replizierbaren ColE1-Origin als auch einen zweiten in Gram-positiven Bakte-
rien replizierbaren Origin besitzen, erweist sich as vorteilhaft, da die Klonierungen in E. coli durchge-
fuhrt werden koénnen, bevor die Ubertragung in den gewiinschten Organismus durch Elektroporation
erfolgt. Die Voraussetzung zum Nachweis eines erfolgreichen DNA-Transfers ist hierbel die Replizier-
barkeit des Plasmids in dem Bakterium, sowie die Selektierbarkeit gegeniiber den nicht-transformierten
Zellen in Form einer Antibiotika-Resistenz. Die Elektroporation wird fir verschiedene Clostridium-
Species wie C. acetobutylicum und C. perfringens bereits standardmal3ig angewandt. Daher sollte zu-
néchst versucht werden, diese Protokolle auf E. acidaminophilum zu Ubertragen. Verwendet wurden
zunéchst Plasmide, die auch in diese Organismen erfolgreich transformiert wurden.

Zu Beginn wurde das Wachstum von E. acidaminophilum auf festen Medien optimiert, sowie die Sensi-
tivitdt von E. acidaminophilum gegeniiber verschiedenen Antibiotika, fur die potentielle Resistenzdeter-

minanten aus Gram-positiven Organismen zur Verfligung standen, auf Eignung untersucht.
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3.6.1 Kultivierung von E. acidaminophilum auf festen Medien

Nach dem Ausstreichen geeigneter Verdiinnungen einer frischen Ubernachtkultur von E. acidaminophi-
lum auf festes Medium waren die ersten runden und farblosen Kolonien von E. acidaminophilum nach
1v> - 2 tagiger Inkubation zu erkennen. Die Inkubation erfolgte dabel in einem Wittschen Topf unter
Formiergasatmosphéare bei 30 °C auf MOPS-gepufferten Glycin-Medium, das als Reduktionsmittel
0,005 % Cystein enthielt. Bereits nach dieser Zeit wurden Kolonien unterschiedlichen Durchmessers
beobachtet, wurden die Platten Ianger inkubiert, wuchsen die Kolonien bis zu einem Durchmesser von
0,5 cm, zusétzlich bildeten sich im Umfeld der ersten zu erkennenden Kolonien, vermutlich durch ,, Aus-
schwéarmen” aus den dlteren, neue Kolonien, was eine Auszahlung der Kolonien erschwerte.

Zur Untersuchung des zur K oloniebildung befahigten Anteils der in Flissigmedium gewachsenen Zellen,
wurde die Gesamtzellzahl der Kultur durch eine Zellzahlbestimmung mittels Zahlkammer ermittelt, so-
wie Verdinnungen der gleichen Kultur auf festen Medien ausgestrichen und nach zwei Tagen ausge-
z&hlt. Die Gesamtzellzahl der Glycin-Ubernachtkultur ergab eine Anzahl von 3 x 10° Zellen pro ml, das
Ergebnis des Auszahlen der Kolonien (nur gréRRere Kolonien wurden gezahlt) wich mit 2 x 10° Zellen pro
ml nur geringfligig davon ab, insbesondere, wenn man die ungenaue Auszahlung der Kolonien beriick-
sichtigt. Unter den untersuchten Bedingungen scheint daher der Grofiteil der E. acidaminophilum-Zellen

zur Koloniebildung fahig zu sein.

3.6.2 Anzucht von E. acidaminophilum in Flussigkulturen aus Kolonien

Notwendig fir die Kultivierung von rekominanten Klonen von E. acidaminophilum ist die Anzucht in
Flissigmedium, ausgehend von einer Einzelkolonie. Eine mit einer Kolonie von E. acidaminophilum
angeimpfte 10 mi-Kultur im Hungate-Rohrchen bewuchs innerhalb von drei Tagen. Neben dem komplett
anaeroben Vorgehen durch Uberimpfen mittels Zahnstocher in der Anaerobenbox, konnte auch semi-
aerob Uberimpft werden, indem die bewachsene Petrischal e aus dem Wittschen Topf herausgeholt wurde,
die gewiinschte Kolonie in etwas Medium aufgenommen wurde und dieses dann in ein vorbereitetes
Hungate-Rohrchen gespritzt wurde. Generell erwies sich E. acidaminophilum as weniger sauer-
stoffempfindlich a's erwartet. Es gelang sogar, E. acidaminophilum aus drei Jahre alten aerob bei —20 °C
gelagerten Zellpellets anzuziehen.
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3.6.3 Untersuchung der Antibiotika-Sensitivitat von E. acidaminophilum

Da Shuttle-Vektoren mit Erythromycin-, Chloramphenicol oder Tetracyclin-Resi stenzdeterminanten zur
Verfugung standen, wurde die Sensitivitét von E. acidaminophilum gegenuber diesen Antibiotika in
Fluss gkulturen und auf festen Medien untersucht.

Dazu wurden Hungate-Rohrchen mit Glycin-Medium, dem das jeweilige Antibiotikum in unterschiedli-
chen Konzentrationen zugesetzt wurde (in einem Volumen von 100 pl), mit einem 10 %igen Inokulum
beimpft. Das Wachstum wurde Uber 2 Tage verfolgt. Fir den Test auf festen Medien wurde ebenfalls
Glycin-Medium verwendet, die zu untersuchenden Antibiotika wurden in eéinem Volumen von 100 pl auf
den Agarplatten ausgestrichen. Frilhestens eine Stunde danach wurden die Platten aus einer frischen
Flissigkultur angeimpft, entweder durch Aufbringen eines Impfstrichs oder durch Ausplattieren einer

geeigneten Verdiinnung der Zellsuspension.

Erythromycin. E. acidaminophilum erwies sich als au3ergewohnlich sensitiv gegenliber Erythromycin.
In Flissigmedium vertrug es Konzentrationen von 5 ng/ml. Auf festen Medien zeigte sich der Organis-
mus noch empfindlicher, bei 125 pg/ml zeigte sich nur Wachstum an den Randern, vermutlich bedingt
durch die nicht gleichmafige Verteilung des Antibictikums, erst bel 12,5 pg/ml war auch das Zentrum

der Platte bewachsen.

Chloramphenicol. Weit weniger empfindlich zeigte sich E. acidaminophilum gegentiber Chlorampheni-
col. Bel Konzentrationen von 2 pg/ml Flissigmedium wuchs er verlangsamt, erreichte aber die gleiche
End-OD. Auch bei diesem Antibiotikum erwies sich E. acidaminophilum auf festen Medien as sensitiver

alsin Flissigmedien, normales Wachstum wurde bei maximal 150 ng/ml erreicht.

Tetracyclin. In Anbetracht der Unterschiede zwischen den fir feste und flissige Medien erhaltenen
Werten, wurde die Vertréglichkeit von Tetracyclin nur auf festen Medien getestet, die zur Selektion nach
einer Elektroporation bendtigt werden. Bei Konzentrationen tber 20 ng/ml wurde kein Wachstum von E.
acidaminophilum festgestellt, bei 20 ng/ml wurden einige Kolonien in den Randbereichen erhaten, bei 2

ng/ml war keine Inhibierung des Wachstums zu beobachten.

3.6.4 Renheitskontrolle mittels PCR bzw. Nachweis von Plasmiden in E. acidaminophi-

lum

Da steriles Arbeiten in der Anaerobenbox nur bedingt mdglich war, wurden neben mikroskopischen

Kontrollen auch fir E. acidaminophilum spezifische PCRs mit z. B. gegen fdhAl oder das hym-Operon
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gerichteten Primern durchgefuhrt. Zellmaterial wurde mittels Zahnstocher in ein PCR-Reaktionsgefal
mit 50 pl H,O Uberfuhrt und zum Zellaufschluss 5 min bei 95 °C inkubiert. Anschlief3end wurden die
Ubrigen auf ein Volumen von 100 pl berechneten Bestandteile in weiteren 50 pl zugesetzt und die PCR
durchgefiihrt.

Auf diese Weise wurden auch potentiell positiv-transformierte Klone auf die Anwesenheit eines Plasmi-
des Uiberpriift. Primerpaare liegen gegen die Erythromycin-Determinanten MLS® (MLSA/B) und ermBP
(ermBP1/2), sowie gegen catP (catP1/P2) und gegen tetM (tetM-f/tetM-r) vor.

3.6.5 Elektroporationsexperimente

Transformation durch Elektroporation erklart man sich damit, dass durch das elektrische Feld die Mem-
bran destabilisiert wird, Poren entstehen, die DNA in die Zelle hereinlassen und sich dann wieder schlie-
Ren. Es besteht daher auch die Gefahr, dass Zellen sterben, weil sich die Poren nicht mehr schlief3en
kénnen. Im Idealfall nimmt die Transformationseffizienz (Anteil der Uberlebenden Zellen, die das Plas-
mid aufgenommen haben) mit abnehmender Uberlebensrate zu. Bei der Transformation eines bis dato
gentechnisch nicht manipulierten Organismus kann es verschiedene Griinde geben, warum nach einer
Elektroporation keine Transformanten erhalten werden, so z. B., weil das Plasmid in dem neuen Wirt
nicht repliziert oder die Resistenz nicht ausgepragt wird. Einen Anhaltspunkt dafiir, dass eine Elektropo-

ration erfolgreich war, erhélt man durch eine geringe Uberlebensrate.

Bei Transformationen durch Elektroporation konnen sich wirtsspezifische Restriktionsendonukleasen als
Hindernis erweisen, die die Transformationseffizienz wesentlich beeinflussen oder eine Transformation
ganzlich verhindern konnen. Sind Endonukleasen vorhanden, kénnen Plasmide durch in vivo-oder in
vitro-Methylierung vor Abbau geschiitzt werden. Um die Barriere durch Endonukleasen von Anfang an
zu vermeiden zu kénnen, wurde E. acidaminophilum nach der Methode von SCHLEIF (1980) auf Restrik-
tionsendonukleasen untersucht (s. 3.7.1). Die Restriktionsendonuklease Eacl wurde angereichert und
charakterisiert. Es zeigte sich aber, dass die von Eacl erkannte Sequenz (5-GGATC-3') mit der durch
die dam-Methylase von E. coli geschiitzten Sequenz (5'-GATC-3') Uberlappt (s. 3.7.3). Plasmide, die aus
E. coli XL1 Blueisoliert werden, sind daher vor Abbau durch Eacl geschiitzt. Eine in vivo oder in vitro-

Methylierung ist nicht notwendig.

Fir erste Elektroporationsversuche wurde das fur C. acetobutylicum DSM 792 entwickelte Versuchs-
protokoll (NAKOTTE et al. 1998) als Grundlage verwendet. Eine 50 ml-Kultur wurde am Ende der
logarithmischen Wachstumsphase geerntet, die Zellen zweimal mit Elektroporationspuffer gewaschen

und in 2 ml Elektroporationspuffer aufgenommen. Je 500 pl wurden dann mit ca. 0,5 pug Plasmid
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versetzt, in eine gekihlte K livette mit 4 mm Elektrodenabstand gegeben und einem Stromstol} ausgesetzt.

Anschlief?end wurden die Zellen in Mini-Hungat-Rohrchen mit 2 ml Medium Uberfihrt, Proben zur

Bestimmung der Uberlebensrate entnommen und nach mindestens dreistiindiger Inkubation bei 30 - 34

°C auf Selektionsmedium ausgestrichen. Die Auszahlung zur Bestimmung der Uberlebensrate erfolgte

nach zwei Tagen, die Proben auf Selektionsmedium wurden mindestens eine Woche inkubiert.

Bel der Durchfiihrung der Elektroporation wurden verschiedene Parameter variiert:

* Art des Waschpuffers; zur Anwendung kamen: 270 mM Saccharose mit oder ohne 5 mM Kalium-
Phosphatpuffer; 10 % Glycerin mit und ohne 5 mM Kalium-Phosphatpuffer;

+ die Feldstérke durch Anderung der angelegten Spannung von 1,0 — 2,5 kV; die Feldstérke varierte
bei dem Einsatz von Kivetten mit 0,4 cm-Elektrodenabstand dementsprechend von 2,5 — 6,25
kV/cm;

e der Widerstand von 200 Q hisw Q;

*  Wahl des Plasmids; in den ersten Versuchsreihen eingesetzte Plasmide sind der Tabelle 9 zu ent-
nehmen;

e Lénge der Inkubation in Regenerationsmedium vor Aufbringen auf Selektionsmedium (3 Stunden bis
Uber Nacht).

Tabelle 9: Shuttle-Vektoren, diefir die Elektroporation von E. acidaminophilum verwendet wurden

Plasmid Resistenzgen  Resistenzgen  Origin Origin (Gram-positive) GroRe Referenz
(E. coli) (Gram- (E. coli) (kb)
positive)
pIMP1 bla (AmpF) MLS(Em?)*  ColEl pIM13 (Bacillus subtilis) 4,8 (1)
(pUC9)
pIMPL:tetL  bla (Amp©) MLS(EmMY)' ColEl pIM13 (Bacillus subtilis) 6,8 2)
tetl (Tc¥)? (pUC9)
PMTL500E  bla (Amp©) ermC (EmF) ColE1 pAMBL1 (Enterococcus 643 (3)
faecalis)
pJIR418 catP (CmF) catP (CmF) ColE1 plP404 (Clostridium 736 (4
ermBC (Em®)  ermBC (Em")  (pUC18) perfringens)
pJIR750 catP (CmF) catP (CmF) ColE1 plP404 (Clostridium 657 (5)
(pUC18) perfringens)
pJIR751 ermBC (Em®)  ermBC (Em")  ColE1 plP404 (Clostridium 595 (5)
(pUC18) perfringens)
pSYL2 TcR MLS (Em®) ColE1l pCBU2 (Clostridium 87 (6)
butyricum)
pSYL7 TR MLS (Em®) ColE1 pdU122 (Clostridium 9,2 (6)
perfringens)
pM S4 tetM (TcF)® tetM (TcF) ColE1 pAMB1 (Enterococcus 10,99  (7)
faecalis)

'MLS: Resistenzdeterminante gegen Makrolide, Lincosamide und Streptogramin B auf piM13

2tetL, aus Plasmid pMV 158 aus Streptococcus agalactiae

% tetM, von Tn916 aus E. faecalis

(1) MERMELSTEIN et al. 1992; (2) BOHRINGER 1997; (3) OULTRAM et al. 1988; (4) SLOAN et al. 1992; (5) BANNAM
AND RooD 1993; (6) LEE et a. 1992; (7) STRATZ 1991
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In keinem Fall wurden Transformanten erhalten. Die Uberlebensrate jedoch war nahe 100 %, €in Hin-
weis darauf, dass die gewahlten Bedingungen nicht ausreichten, um die Membran zu schadigen und
DNA-Aufnahme zu erlauben.

Das erste Etappenziel war daher, Bedingungen zu finden, die ausreichen, um Zellen sterben zu lassen.
Die Zdlen wurden daher nur mit Wasser gewaschen und darin aufgenommen, statt der 4 mm-Ktivetten
wurden 2 mm-K Uivetten verwendet, die eine Feldstarke von maximal 12,5 kV/cm zulassen. Trotzdem
wurden weder Transformanten erhalten, noch zeigte sich eine reproduzierbare Abnahme der Uberlebens-
rate. Fr diese Experimente wurde nur noch pM$4 verwendet, da dieses Plasmid (iber eine Resistenz
verflgt (tetM), die von sehr viden Gram-positiven Organismen ausgepragt wird, auch der Origin von

PAMB1 weist hinsichtlich der Replizierféhigkeit einen weiten Wirtsbereich auf.

3.6.6 Diesurfacelayer als Elektroporationshindernis?

Die meisten aus ihrer natiirlichen Umgebung isolierten Gram-positiven und Gram-negativen Bacterien
sowie Archaea besitzen eine surface layer (S-Layer), eine zweidimensional e parakristalline Schicht, die
die Zelle komplett umhallt, und den auRRersten Abschluss der Zelle zu ihrer Umgebung darstellt. Die
surface layer ist jeweils aus einer Sorte (Glyko-) Protein aufgebaut, zwischen den Proteinen befinden
sich Poren mit einem Durchmesser von 2 — 8 nm, die Ausschlussgréfien zwischen 15.000 und 40.000 Da
aufweisen (Ubersichtsartikel: SARA UND SLEYTR 2000, SLEYTR UND BEVERIDGE 1999). Die Funktion
der S-Layer ist noch nicht geklart.

Sowohl E. acidaminophilum als auch C. sticklandii besitzen eine S-Layer. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen von Negativkontrastierungen der beiden Organismen, die freundlicherweise von Prof. F.
Mayer aus Gottingen durchgefiihrt wurden, zeigten deutlich eine hexagonale S-Layer in E. acidamino-
philum und eine quadratische S-Layer in C. sticklandii. Es liegt durchaus im Bereich des Mdglichen,
dass die S-Layer eine Ubertragung von DNA durch Elektroporation verhindert. Supergecoilte Plasmide
wie sie firr Elektroporationen eingesetzt werden, sind vielleicht zu volumings, um durch die Poren ener
intakten S-Layer an die Cytoplasma-Membran zu gelangen, wo sie bendtigt werden. Auch eine strom-
ableitende Funktion der S-layer wére denkbar, als Resultat erreichte der Strom nicht die Cytoplasma-
Membran, wodurch sich die ,,Unsterblichkeit von E. acidaminophilum bei den durchgefiihrten Elektro-
porationsversuchen erkléren lieffe (s. 3.6.5). Wenn eine dieser Hypothesen zutrdfe, misste sich der Orga-
nismus wesentlich leichter manipulieren lassen, wenn man die S-Layer deletieren bzw. mutieren wirde.
Eine Voraussetzung dafir ist wiederum das Wissen um die Sequenz des S-Layer-Proteins. Das Protein

wurde daher angereichert und N-terminal sequenziert, um anschlief3end das Gen klonieren zu kdnnen.
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3.6.6.1 Anreicherung des S-Layer-Proteins

Die Anreicherung des S-Layer-Proteins von E. acidaminophilum erfolgte nach der von MESSNER UND
SLEYTR (1988) beschriebenen Methode zur Extraktion der S-Layer-Proteine von Gram-positiven Bakte-
rien. Verwendet wurden Zellen, die auf Glycin (50 mM) bzw. auf Serin/Formiat/Sarkosin (10/50/50 mM)
gewachsen waren. Nach dem Zellaufschluss mittels French-Presse wurde die cytoplasmatische Fraktion
verworfen und die sedimentierten Zelltrimmer mit dem nicht-ionischen Detergenz Triton X-100 zur
Extraktion der Cytoplasma-Membran und der Membranproteine behandelt. Die auf diese Weise gewon-
nenen Zellwandfragmente sollten im Idealfall nur noch aus der Peptidoglycanhiille mit der aufgelagerten
S-Layer bestehen. Die folgende Behandlung mit dem chaotropen Agens Guanidiniumhydrochlorid fihrte
zur Dissoziation der S-Layer in die einzelnen Monomere, wahrend die Peptidoglycanstruktur erhalten
blieb und durch Zentrifugation abgetrennt wurde. Das Guanidiniumhydrochlorid wurde durch Dialyse
gegen Wasser entfernt, wobei sich die Monomere wieder zu kristallinen Schichten zusammenlagern.
Durch Sedimentation der Self-Assembly-Produkte des gereinigten S-Layer-Proteins erhdlt man im Ideal-
fall homogenes S-Layer-Protein. Bel beiden Ansédtzen von E. acidaminophilum war dies leider nicht der
Fall, die unlédichen Fraktionen waren alles andere als homogen. Hingegen waren in den l6slichen Frak-
tionen nur noch zwei (Glycin) bzw. eine Bande (Serin/Formiat/Sarkosin) vorherrschend (Abb. 3.17). In
beiden Ansédtzen war eine Bande bei ca. 50 kDa zu erkennen, bel dem Glycin-Ansatz noch eine weitere
bei ca. 130 kDa. Die N-terminale Sequenzierung der drei Proteine zeigte, dass die beiden 50 kDa-
Proteine identisch waren, interessanterweise weist auch das 130-kDa-Protein den gleichen folgenden N-

Terminus auf:

NH-AGPLTEGI EDSKVVKA?ERLA?FGI

Da die N-terminale Sequenz zur Klonierung des Gens nicht ausreichte (s. 3.6.6.3), wurden mit der 16dli-
chen Fraktion des Glycin-Ansatzes V ersuche unternommen, um Hinweise zu erhalten, wie das Proteinin
grofReren Mengen homogen gereinigt werden kdnnte. Nach einer Proteolyse kdnnten dann weitere Pepti-
de N-terminal sequenziert werden. Die interessierenden 50 und 130 kDa-Proteine banden an Q-
Sepharose und eluieren bei 0,5 M NaCl, die verunreinigenden Banden aber auch. Da insbesondere S-
Layer-Proteine von Gram-positiven Organismen oftmals glykosyliert vorliegen, wurde getestet, ob das
Protein an das Lectinmaterial ConA-Sepharose zu binden vermag, leider war dies nicht der Fall. Eine
Trennung der Proteine wurde durch Zentrifugation in einem Saccharose-Glycerol-Dichtegradienten er-
reicht. Diese Methode trennt Proteine nach ihrer Grof3e, das 130 kDa-Protein ist daher relativ leicht ab-
zutrennen. Fir eine neue Anreicherung wére daher eine derartige Zentrifugation vor dem Dialyseschritt

denkbar, der Dichtegradient misste dann ebenfalls Guanidiniumhydrochlorid enthal ten.
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Abb. 3.17: Anreicherung von S-Layer-Proteinen von E. acidaminophilum. Verwendet wurden Glycin- und
Serin/Formiat/Sarkosin (SFS)-Zellen. Dargestellt ist das SDS-PAGE-Gel (10 %) der beiden Fraktionen nach der
Dialyse (U, Uberstand; P, Pellet). Nach der Trennung wurden die Proteine mit Coomassie angefarbt. M, Moleku-
largewichtsmarker, die molaren Massen der Proteine sind in kDa angegeben.

3.6.6.2 Klonierung eines Proteins mit Ahnlichkeit zu S-Layer-Proteinen

Stromabwarts des fdh-Gensatzes |1 war in komplementérer Leserichtung ein offener Leserahmen identi-
fiziert worden, der schwache Homologien zu surface layer-Proteinen aufwies (s. 3.1.2). Da das 5'-Ende
des Gens auf diesem Plasmid nicht enthalten war, konnte nicht ausgeschlossen werden, das es sich bei
diesem offenen Leserahmen um das gesuchte surface layer-Gen handelte. Die vollsténdige Sequenz des
Gens wurde durch PCR mit einem aus der bekannten Sequenz abgeleiteten Primer in Kombination mit
universellen am Vektor bindenden Primern bestimmt (Abb. 3.18). Zwei derartige anchored-ligation-
PCRs wurden nacheinander durchgefihrt, als Template diente zunéchst ein Ligationsansatz mit Hindll1-
Fragmenten, dann die A-ZAP |I-Phagenbank. Das erste PCR-Produkt wurde sequenziert und ein neuer
Primer abgeleitet, nach erneuter Amplifizierung und Sequenzierung war das 5'-Ende des Gens identifi-
ziert (die Sequenz ist im Anhang im Anschluss an den fdh-Gensatz |1l dargestellt). Das im weiteren slpB
genannte Gen codiert fir ein Protein, fir das N-terminal eine Signalsequenz fir den Transport Uber die
Cytoplasma-Membran mit einer Spaltstelle zwischen Ala-31 und Ala-32 postulierten werden kann. Ohne
diese Signalsequenz ist das Protein 89,9 kDa grof3 und weist im N-terminalem Bereich Homologien zu
SLH-Doménen auf, die bei S-Layer-Proteinen und Exoproteinen vorkommen und mit der Bindung an

sekundére Zellwandpolymere in Verbindung gebracht werden (RIES et al. 1997).
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Abb. 3.18: Schematische Darstellung der slpB-Genregion stromabwaérts des fdh-Gensatzes I 1. Unterhalb der
Gene sind die in der anchored ligation-PCR amplifizierten Restriktionsfragmente eingezeichnet, sowie die dabei
verwendeten Sequenz-spezifischen Primer.

Eine dem N-Terminus des isolierten S-Layer-Proteins entsprechende Sequenz konnte in der gesamten
Proteinsequenz nicht gefunden werden. Bel dem klonierten Gen handelt es sich also nicht um das ge-
suchte S-Layer-Gen, sondern moglicherweise um ein ein weiteres, unter den untersuchten Bedingungen
nicht exprimiertes S-Layer-Gen oder aber um ein Exoprotein. SIpB beginnt mit einem GTG-Startcodon,
im Abstand von 8 bp befindet sich eine gut konservierte Ribosomenbindestelle. Die Codonnutzung
weicht nicht auffallend von der in E. acidaminophilum Ublichen ab (Tabelle 6), bei sipB kdnnte es sich
durchaus um ein funktionales Gen handeln. Stromaufwarts von slpB befinden sich drei kleinere offene
Leserahmen (Abb. 3.18), die keine signifikanten Homologien zu Proteinen aus Datenbanken aufweisen.
‘orf4 und orf5 werden durch ein TGA-Codon getrennt. Da das TGA-Codon in E. acidaminophilum auch
die Bedeutung als Selenocystein-Codon besitzt, kénnten die von ‘orf4 und orf5 umschlossenen Sequenz
auch fur ein unbekanntes Selenoprotein codieren.Ca. 30 bp stromabwaérts des TGA-Codons folgt das
erste von mehreren moglichen Startcodons von orf5, eine gut konservierte Ribosomenbindestelle befin-
det sich aber vor keinem. In einem fir Redoxprozesse wirksamen Abstand von 4 bzw. 5 Aminosauren

vor bzw. hinter dem hypothetischen Selenocystein befinden sich zwei weitere Cysteine.

3.6.6.3 Klonierung des S-Layer-Gens sipA

Als Klonierungsstrategie wurde eine anchored-ligation-PCR gewdhit, wie sie auch fir die Klonierung
von slpB angewendet wurde. Zwei verschiedene von der bestimmten N-terminalen Sequenz abgel eitete
Primer (dpA-1 und slpA-2) wurden mit universellen, an den Vektoren bindenden Primern kombiniert, als

Template dienten die zur Verfligung stehenden Genbéanke von E. acidaminophilum sowie verschiedene
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Ligationsansétze. Es wurden verschiedene PCR-Produkte erhaten und sequenziert, in keinem Fall
konnte die sich dem Primer anschlief3ende Sequenz identifiziert werden.

Fir weitere Klonierungsversuche Uber PCR wére es wiinschenswert, wenn ein zweiter Primer direkt aus
dem gesuchten Gen zur Verfligung stehen wirde. Dazu miisste das Protein in ausreichender Menge iso-
liert werden, um Peptide herstellen zu kdnnen, und deren N-terminale Sequenz zu bestimmen. Eine ande-
re Variante zur Identifizierung des gesuchten Gens ware die Hybridisierung eines Southern Blots von E.
acidaminophilum mit den markierten degenerierten Oligonucleotiden. Erhielte man spezifische Signale,

koénnte man mit dieser Sondenmischung die bestehenden Genbanke durchsuchen.

3.6.7 Konjugationsexperimente

Waéhrend esin der Literatur keine eindeutigen Hinweise darauf gibt, dass der gleiche Stamm einer Bakte-
rienart sowohl eine S-Layer besitzt, als auch durch Elektroporation transformierbar ist, gibt es doch eini-
ge Berichte Uber DNA-Transfer in S-Layer-besitzende Bakterien mittels Konjugation. So konnte das
konjugative Transposon Tn916 in viele Gram-positive Bakterien Ubertragen werden, auch in S-Layer
auspragende Organismen wie z. B. C. difficile (MULLANY et al. 1994) oder Clostridium botulinum (LIN
UND JOHNSON 1991). Der natlrliche Wirt von Tn916 ist E. faecalis, es vermittelt eine Tetracyclin-
Resistenz, die von tetM codiert wird (FRANKE UND CLEWELL 1981).

Zur Konjugation standen zunachst zwel E. coli-Stamme zur Verfigung. Zum einen E. coli HB101
(PAM120), wobei auf pAM120 das Transposon Tn916 lokalisiert ist; zum anderen E. coli S17/1
(PKV12). pKV12 ist ein konjugatives Plasmid, das neben Replikationsurspriingen von pBR322 (Col E1-
Origin) und pAM[1 auch den Initiationspunkt des Transfers (ori T) des Inc-P-Plasmids RK 2 enthélt, zur
Selektion dient die tetM-vermittelte Tetracyclin-Resistenz (STRATz 1991). Das Plasmid kann durch die
in S17/1 chromosomal vorhandenen Transferfunktionen (durch Integration eines RP4-Derivates) mobili-
siert werden (SIMON et al. 1983).

Die Konjugation zwischen den E. coli-Stdmmen und E. acidaminophilum wurde wie in 2.2.4 beschrieben
durchgefihrt. Die Transkonjuganten wurden gegen Tetracyclin selektiert, zunachst wurde eine Gegense-
lektion durch Zusatz von Colistin versucht, das spezifisch auf E. coli einwirken soll. Tatséchlich ist Coli-
stin aber auch fir E. acidaminophilum wirksam. Mdglicherweise deswegen, weil auch E.
acidaminophilum wie viele S-Layer-aufweisende Bakterien eine fir einen Gram-positiven Organismus
nur sehr diinne Peptidoglycan-Schicht besitzt. Colistin erhéht die Permeabilitét der Membran, verursacht
Lecks und fihrt so zum Zelltod. In weiteren Versuchen wurde daher nur durch das Medium auf E. aci-
daminophilum selektiert, in der Annahme, dass E. coli nicht auf Glycin-Platten wachsen kann. Bisher

wurden keine Tetracyclin-resistenten Transkonjuganten erhalten.
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Ein DNA-Transfer mittels Konjugation von Gram-negativen auf Gram-positive Bakterien wurde be-
schrieben, es mag aber Gram-positive Organismen geben, die dafir nicht geeignet sind. Daher sollte
auch eine Konjugation zwischen zwei Gram-positiven Organismen getestet werden. Als Donor wurde
E. faecalis (pAM211) ausgewahlt. Auf dem Plasmid pAM211 ist das Transposon Tn916 lokalisiert. Die
Durchfiihrung der Konjugation erfolgte wie unter 2.2.4 beschrieben. Da E. faecalis auf Se-
rinfFormiat/Glycin (40/30/20 mM)-Platten zu wachsen vermag, wurde dieses Medium fiir die Konjugati-
on verwendet. Die Transkonjuganten wurden gegen Tetracyclin auf Glycin-Medium selektiert. Bisher

konnten keine Transkonjuganten erhalten werden.

3.7 Untersuchungen zu Restriktionsendonukleasen von E. acidaminophilum

3.7.1 Test auf Anwesenheit von Restriktionsendonukleasen

Diese Methode nach ScHLEIF (1980) basiert auf einer Trennung der Restriktionsendonukleasen von un-
spezifischen Nucleasen durch Dextran-Polyethylenglycol -Phasentrennung. Die unspezifischen Nucleasen
sind nach dem Zellaufschluss an die eigene DNA gebunden und werden in der Polymerphase gel6st,
wahrend die sequenzspezifischen Restriktionsendonukleasen an eigene DNA nicht binden kénnen, da
diese durch Methylierung geschiitzt ist, und daher im Uberstand verbleiben. Durch Variation der Salz-
konzentration wahrend der Phasentrennung lassen sich die spezifischen und unspezifischen Nucleasen
voneinander trennen.

Die Anwendung dieses Tests auf Rohextrakt von E. acidaminophilum wies auf das Vorhandensein von
mindestens einer, moglicherweise auch zwel sequenzspezifischen Nucleasen hin, da sowohl mit niedri-
gen als auch mit hohen Salzkonzentrationen erhaltene Extrakte eingesetzte A-DNA zu sich unterschei-
denden Bandenmustern abbauten (Abb. 3.19). Die Reinheit der Extrakte reichte allerdings nicht aus, um
die Schnittstelle der oder des Enzyms zu identifizieren. Bel der aus diesem Grund durchgefiihrten Anrei-
cherung konnte eine Restriktionsendonuklease homogen dargestellt werden, die im weiteren Eacl ge-

nannt wird.
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Abb. 3.19: Assay auf Restriktionsendonukleasen in E. acidaminophilum. Gezeigt sind die Restriktionsansétze,
die mit den einzelnen Extrakten durchgefihrt wurden, nach Trennung im Agarose-Gel. Die Extrakte unterscheiden
sich durch die in dem Assay verwendeten Salzkonzentration, oberhalb jeder Spur ist die in diesem Ansatz einge-
setzte Menge an 4 M NaCl verzeichnet. Die Gréf3en des Standards (M) sind rechts in bp angegeben.

3.7.2 Anreicherung einer Restriktionsendonuklease aus E. acidaminophilum

30 g in Glycin-Medium gewachsene Zellen wurden in 50 ml Puffer D (10 mM Tris, pH 7,5, 0,1 mM
EDTA, 1 mM DTT) suspendiert. Die Herstellung des Rohextrakts erfolgte wie in 2.1 beschrieben. Zu
Beginn der Anreicherung wurde eine fraktionierte Ammoniumsulfatfallung durchgefihrt. Zunachst wur-
de Ammoniumsulfat bis 20 % Séttigung zugegeben, das Pellet verworfen und die Eacl-Aktivitét durch
Erhdhung auf 50 % Ammoniumsulfat quantitativ ausgefdlt. Das Pellet wurde in Puffer D, der 100 mM
NaCl enthielt, gel0st und gegen diesen Puffer dialysiert. Dem Dialysat wurden 15 ml des Affinitatsmate-
rials DNA-Cellulose zugegeben und 20 min auf Eis inkubiert, anschlief3end durch Zentrifugation sedi-
mentiert. Nach drel Waschschritten mit jeweils 30 ml Puffer E, wurde die Aktivitdt mit dreimal 10 ml 0,7
M NaCl in Puffer E duiert. Die Uberstande wurden vereinigt, gegen Puffer D dialysiert und auf eine
Heparin-Agarose-Séule (Bettvolumen 28 ml) aufgetragen. Die Saule wurde mit 100 ml Puffer D gewa-
schen und das Protein mit einem linearen NaCl-Gradienten von 0 bis 1 M eluiert. Die Eacl-Aktivitét
eluierte zwischen 0,5 und 0,6 M NaCl. Aktive Fraktionen wurden vereinigt, auf ca. 10 ml eingeengt,
gegen Puffer D dialysiert und auf eine FPLC-MonoQ HR5/5-Saule aufgetragen. Die Saule wurde mit
10 ml 0,2 M NaCl in Puffer D gewaschen und mit einem linearen Gradienten von 0,2 bis 1 M NaCl elu-
iert. Die aktiven Fraktionen euierten zwischen 0,55 und 0,65 M NaCl und wurden vereinigt. Analyse
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zeigte, dass in dieser Fraktion nur noch zwei Proteine
enthalten waren. Diese beiden Proteine konnten durch eine abschlief3ende Gelfiltration an Superdex 200
voneinander getrennt werden. Nach Aquilibrierung der Saule mit 150 mM NaCl in Puffer D wurde die
auf 0,2 ml eingeengte Probe durch die Saule gesplilt. Die Eacl-Aktivitét eluierte in einem Volumen, das
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einer molekularen Masse von ca. 65 kDa entsprach. Die aktive Fraktion der Gelfiltration enthielt elektro-
phoretisch sauberes Eacl, Analyse mittels SDS-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese zeigte eine Einzelban-
de bel 65 kDa (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse von Gelfiltration und SDS-PAGE deuteten an, dass
Eacl monomer aufgebaut ist. Durch Klonierung des Gens wurde die experimentell bestimmte Groile
bestétigt (s. 3.7.6).

Das Protein wurde N-terminal sequenziert, fir die ersten 10 Aminosduren wurde folgende Sequenz be-
stimmt:

HsN-Val-Ala-lle-Tyr- ? -lle-Gly-Asn-Thr-Ser-Val

Aminosaure 5 konnte nicht bestimmt werden, der anstelle dieser Aminoséure erhaltene Peak entsprach
keiner bekannten Aminosaure. Moglicherweise liegt Aminosdure 5 modifiziert vor. Die Sequenz wies

keinerlei Homol ogien zu Proteinen aus Datenbanken auf.

3.7.3 Bestimmung der Erkennungssequenz von Eacl

Um die Erkennungssequenz von Eacl zu bestimmen, sollten Plasmide bekannter Sequenz mit dem En-
zym geschnitten werden. Dabei zeigte sich, dass das Enzym nicht in der Lage war, aus E. coli XL1 Blue
MRF isolierte Plasmid-DNA zu schneiden. Insofern stellt dieses Enzym keine Barriere fir eine Elektro-
poration dar. Die Unfahigkeit, dam- und dcm-methylierte Plasmide zu schneiden, war fir die Ermittlung
der Erkennungssequenz alerdings sehr hilfreich, da davon auszugehen war, dass die gesuchte Sequenz
entweder mit der Erkennungssequenz der dam-Methylase (5'-GATC-3') oder mit der der dcm-Methylase
(5-CCWGG-3'; W = A oder T) Uberlappt. Durch den Verdau von (unmethylierten) PCR-Produkten,
deren Sequenz bekannt war, konnte die Erkennungssequenz identifiziert werden: Eacl erkennt die Se-
guenz 5 -GGATC-3' und ist damit ein Isoschizomer von Ral8l (Ruminococcus albus 8) und Alwl (Aci-
netobacter Iwoffi). Prototyp dieser Gruppe it Binl aus Bifidobacterium infantis (KHOSAKA UND KIWAKI
1984). Paralele Restriktionen von A-DNA von Eacl und Alwl bestétigten diese Annahme.

3.7.4 Bestimmung der Schnittstelle von Eacl

Um die Schnittstelle der Restriktionsendonuklease Eacl zu bestimmen, wurde ein einer “primer exten-
sion” vergleichbarer Ansatz gewahlt. Ein durch Verwendung eines 5 -markierten Primers erhaltenes
markiertes PCR-Produkt wurde mit Eacl verdaut und anschlief3end parallel mit einer Sequenzreaktion,
die mit dem gleichen markierten Primer durchgefiihrt wurde, auf einem Sequenzgel analysiert. Durch
Fluoreszenzmarkierung des sense- bzw. antisense-Stranges kann man mit dieser Methode ermitteln, wo

und mit welchem Uberhang das Enzym sein Substrat relativ zu seiner Erkennungssequenz schneidet.
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Abb. 3.20: Bestimmung der Eacl-Schnittstelle. A: Darstellung der fir die Bestimmung verwendeten PCR-
Produkte, die zusammengehdrenden Primer sind gleichfarbig dargestellt. B: Bestimmung der Schnittstelle im (1)

Oberstrang bzw. (2) Unterstrang, die Signale der geschnittenen markierten PCR-Produkte ist der entsprechenden
Base in der mit dem gleichen Primer durchgefihrten Sequenzreaktion zugeordnet.
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Die Schnittstellenbestimmung wurde zur Kontrolle parallel mit Alwl durchgefiihrt, das die gleiche
Erkennungssequenz besitzt und dessen Schnittstelle bekannt ist. Es zeigte sich, dass Eacl und Alwl echte
Isoschizomere sind, d. h. sie erkennen und schneiden die gleiche Sequenz (Abb. 3.20, Abb. 3.21).

l
5 -GGATCNNNN NN-3
3'-CCTAGNNNNN N-5

)

Abb. 3.21: Erkennungs- und Schnittstelle von Eacl . Die Erkennungsequenz von Eacl ist fett gedruckt, die Spalt-
stelleist durch Pfeile angezeigt.

Eacl ist damit in die zahlenmalig noch relativ kleine Gruppe der Typ 11S Endonukleasen einzuordnen,
die eine asymmetrische Erkennungssequenz besitzen und meist nicht innerhab, sondern relativ zu dieser
um einige Basen versetzt schneiden. Wahrend Typ |1 Endonukleasen generell als Homodimer aktiv sind,
sind Typ 11S Endonukleasen entweder heterodimer oder monomer aufgebaut. Die monomeren Restrikti-
onsendonukleasen weisen dabei meist ca. die doppelte GroRe auf, wie eine Untereinheit der dimeren
Enzyme. Die Anreicherung von Eacl weist darauf hin, dass dieses Enzym zu den monomeren Typ |1S
Endonukleasen gehort (s. 3.7.2).

3.75 Klonierung und Sequenzierung des Methylase-Restriktase-M odifizier ungssystems

aus E. acidaminophilum

Bisher wurden erst wenige Typ 11S Endonukleasen eingehend charakterisiert, meist ist die Sequenz der
Restriktionsendonukl easen nicht bekannt. Mit Hilfe einer eleganten und relativ einfachen Methode |assen
sich Restriktionsendonukleasen klonieren, das homogene Enzym ist nicht notwendig. Die Methode be-
ruht darauf, dass die Restriktionsendonuklease im Genom stets direkt benachbart der entsprechenden
Methyltransferase lokalisiert ist. Die Klonierung erfolgt tiber die Aktivitét der Methyltransferase, indem
eine Plasmid-Genbank des entsprechenden Organismus mit dem Enzym komplett geschnitten wird. Eine
Grundvoraussetzung fir diese Methode ist daher, dass der fir die Genbank verwendete Vektor durch das
untersuchte Enzym geschnitten werden kann (der fir die Plasmid-Genbank von E. acidaminophilum
verwendete Vektor pUC18 weist 10 Eacl-Schnittstellen auf). Plasmide, die in ihrem Insert die Methyl-
transferase codieren und diese in E. coli exprimieren, sind spezifisch methyliert und gegen die Restrikti-
onsendonuklease resistent. Wird dieser Restriktionsansatz in E. coli rlcktransformiert, erhdt man im
Idealfall nur Klone, die die Methyltransferase auf ihrem Insert tragen. Die Restriktionsendonuklease
sollte sich dann stromauf- oder -abwaérts des Methyltransferasegens befinden.
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Da Plasmide gegen Eacl geschiitzt sind, die aus E. coli-Stéammen isoliert wurden, die Uber die dam-
Methylase verfligen, wurde die pUC18-Genbank von E. acidaminophilum zuerst in den Methyltransfera-
se-defizienten E. coli-Stamm SCS110 transformiert. Die nunmehr isolierten Plasmide waren unmethy-
liert und wurden einem kompletten Restriktionsverdau mit Eacl unterzogen und in E. coli XL1 Blue
MRF' ricktransformiert. 10 Klone wurden ausgewdhlt, die Plasmid-DNA isoliert und in SCS110 trans-
formiert. Die aus den rekombinanten SCS110-Klonen isolierte unmethylierte Plasmid-DNA wurde
abermals mit Eacl verdaut, zwel der untersuchten Plasmide erwiesen sich erneut als resistent gegentiber
Eacl und wurden mit Hilfe des,, Genome Priming Systems* GPS™-1 sequenziert.

Das 2,7 kb-grof3e Insert des Plasmides pEacl-1 enthielt erwartungsgemal? ein Gen, das Homologien zu
Adenin-N°-methyltransferasen aufwies. Direkt stromabwérts des mit meacl bezeichneten Gens befand
sich ein weiterer offener Leserahmen, dessen abgeleitete Aminosauresequenz mit dem N-Terminus des
gereinigten Eacl grob Ubereinstimmte. Anstelle des in der N-terminalen Sequenzierung an Position 4
gefundenen Tyrosins findet sich in der aus der Gensequenz abgel eiteten Aminosauresequenz ein Trypto-
phan. Die Aminosaure an Position 5, die zuvor nicht identifiziert werden konnte, erwies sich als Tyrosin.
Auf pEacl-1 waren von Eacl nur die ersten 83 Aminoséauren codiert, auch das mit einer von pEacl-1
abgeleiteten Sonde aus der A-ZAP |1-Phagenbank isolierte Plasmid pEacl-Ph5-1 vervollstandigte reacl
nicht komplett. Die Hydridisierung eines Southern Blots zeigte, dass die nachste Hindll1-Schnittstelle ca.
800 bp stromabwarts lokalisiert war. Hindll1-Fragmente von E. acidaminophilum wurden in pBluescript
SK+ ligiert und dienten as Template fir eine PCR mit dem Primer Eacl-5 und universdllen Primern. Das
ca. 900 bp lange PCR-Produkt wurde direkt sequenziert und vervollstandigte das reacl-Gen. Die kom-
plette Sequenz ist in Abb. 1.3 im Anhang zusammen mit den abgel eiteten Proteinsequenzen dargestdl|t.

EcoRl Hindlll
meacl >{ reacl >—‘
: | | | | o
0 2000 4000 5113

Abb. 3.22: Schematische Dar stellung der eac-Genr egion aus E. acidaminophilum.

Durch Rontgenstrukturanalysen der beiden Restriktionsendonukleasen REcoRI und RECORV wurden
vier Aminosauren identifiziert, die am aktiven Zentrum der Enzyme beteiligt sind und dem Motiv
PDX19(D/E)XK entsprechen, die in Position 90 bzw. 73 beginnen. Durch Mutationsstudien wurde festge-
stellt, dass die positiven bzw. negativen Ladungen an den entsprechenden Positionen essentiell sind
(ANDERSON 1993). Dieses Motiv wurde auch in anderen jedoch nicht in alen Sequenzen von Restrikti-
onsendonukleasen gefunden, wobei der Abstand zwischen den beiden Teilmotiven variierte. In der ab-
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geleiteten Aminosauresequenz von REacl wurde ein dhnliches Sequenzmotiv (78-PEXsDXR-87) identi-
fiziert, das moglicherwei se dem aktiven Zentrum von REacl entspricht.

Das Insert des zweiten Plasmids, das wie pEacl-1 vor Eacl-Verdau geschiitzt war, war 1552 bp grof3 und
codierte fur kein Protein mit Homologien zu Methyltransferasen. Stattdessen wurde auf diesem Plasmid
ein Gen identifiziert, dessen Genprodukt hohe Homologien zu Ferredoxinen des Clostridien-Typs
(STICHT UND RoscH 1998) aufweist. Diese Ferredoxine besitzen zwei [4Fe-4S]-Zentren, die von zwei
konservierten Cystein-Mativen (CxxCxxCxxxC) gebildet werden. Interessanterweise folgen in der Se-
guenz des Ferredoxins von E. acidaminophilum dem 4. Cystein beider Motive im Abstand von drei Ami-
nosauren ein weiteres Cystein, das bei alen anderen bekannten Ferredoxinen nicht konserviert ist. In der
el ektroneniibertragenden Untereinheit HNdC (HymB-Homolog) der zweiten Eisen-Hydrogenase von E.
acidaminophilum (KEIL 1999) befindet sich bel einem [4Fe-4S]-Zentrum wie in dem Ferredoxinim glei-
chen Abstand ein 5. Cystein. Die Sequenz des pFD-1 genannten Plasmids ist in Abb. 1.4 in Anhang |
dargestellt.

3.7.6 Charakterisierung der klonierten eac-Region

Die sequenzierte, durch die Schnittstellen EcoRI und Hindll1 begrenzte Region besteht aus 5113 bp und
ist in Abb. 3.22 schematisch dargestellt. Stromaufwérts von meacl und mit diesem Uberlappend befindet
sich der offene Leserahmen orf10, dessen abgel eitetes Proteinsequenz (76 Aminosduren) Homologien zu
dem hypothetischen Protein Y 0zG von B. subtilis (Acc. Nr. Z99114) aufweist. Ein weiterer offener Le-
serahmen (orf11) befindet sich im Abstand von 595 bp stromaufwaérts von orf10. Das abgeleitete Protein
besténde aus 111 Aminosauren, und weist Homologien zu Endonuclease 111 auf, die aber wesentlich gro-
[Berist.

Das fur Eacl codierende Gen reacl beginnt mit einem GTG-Start- und endet mit einem TGA-Stopcodon.
Stromaufwarts, im Abstand von 7 bp, befindet sich eine Purin-reiche Sequenz (5'- AGGGG -3'), die als
Ribosomenbindestelle dienen kdnnte. Fir den Trandationsstart der Methyltransferase hingegen kommen
zwel Codons in Frage, ein ATG-Codon (Base 1285, siehe Anhang) oder ein sich 18 bp stromabwaérts
befindendes TTG-Codon. Nur stromaufwarts des TTG-Codons kann eine Ribosomenbindestelle postu-

liert werden, so dass dieser Startpunkt der wahrscheinlichere ist. Das Gen endet mit einem TAA-Codon.

Der G+C-Gehalt von reacl und meacl erweist sich als sehr niedrig, so weist reacl einen Wert von
37,83 % und meacl 33,54 % auf, wahrend der durchschnittliche G+C-Gehalt der bisher sequenzierten
Bereiche 45,2 % betragt. Diese Differenzen spiegeln sich auch in der Codonbenutzung wider, die Bevor-
zugung von Codons mit A oder T in der dritten Position ist bel reacl und meacl sehr stark ausgepragt.

Auffallig sind auch die Unterschiede bel Verwendung der Leucin-Codons, wahrend ,, normalerweise*
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TTA und TTG nur zu knapp 10 % gegentiber den CTN-Codons verwendet werden, machen sie in meacl
und reacl mehr als 50 % aus. Auch der Anteil der einzelnen Arginin-Codons weicht stark von der tbli-
chen Codonbenutzung ab. Die Codonnutzung der beiden Gene ist in Tabelle 6 mit der Codonnutzung
anderer bekannter Gene aus E. acidaminophilum vergleichend dargestellt. Die Abweichungen in Codon-
nutzung und G+C-Gehalt weisen darauf hin, dass das Methylase-Restriktase-Modifizierungssystem
moglicherwei se durch horizontalen Gentransfer erworben wurde.

Die berechnete Grofze von Eacl (64,9 kDa bei 570 Aminosauren) stimmt mit der experimentell durch
Gelfiltration und SDS-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese bestimmten Gréf3e von 65 kDa exakt iberein (s.
3.7.2). Fir MEacl (636 Aminosauren) kann eine Groéf3e von 72,8 kDa postuliert werden, wenn das TTG-

Codon a's Startcodon angenommen wird.

3.7.7 Uberexpression von Methyltransfer ase und Restriktionsendonukleasein E. coli

Restriktionsendonuklease (Eacl) und Methyltransferase (MEacl) wurden mittels Strep-tag-System in E.
coli exprimiert. Dazu wurden die Gene in die Bsal-Sites der multiplen Klonierungsstelle des pASK-
IBA7-Vektors kloniert. Die mit einem N-terminalen Strep-tag versehenen Proteine lief3en sich in E. coli
XL1 Blue MRF exprimieren, die Ausbeute war allerdings bei Co-Expression der tRNA fir die Arginin-
Codons AGA/AGG stark erhoht. In beiden Falen wurden die Prateine in inclusion bodies exprimiert.
Nach Denaturierung der Proteine mit Guanidiniumhydrochlorid und anschlie3ender in-vitro-Faltung
konnte keine Aktivitét nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Erst durch Expression der Proteinein
E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL wurde ein Teil des Proteins [6glich exprimiert und konnte durch Af-
finitdtschromatographie an StrepTactin gereinigt werden. Fir MEacl konnte eine spezifische Methy-
laseaktivitdt nachgewiesen werden, nachdem das Protein aufkonzentriert wurde (Daten nicht gezeigt).
Dies deutet darauf hin, dass der Grofdteil des léslich exprimierten MEacl moglicherweise durch falsche
Faltung der Polypeptidkette nicht aktiv war.

Aktives rekombinantes Eacl konnte bisher nicht aus E. coli erhalten werden. Stdmme, die den Expres-
sionsvektor mit dem reacl-Gen enthielten, bildeten kleinere Kolonien und wuchsen langsamer, vergli-
chen mit den entsprechenden meacl-Stammen, obwohl der in diesem Expressionssystem verwendete tet-
Promotor sehr “dicht” ist und E. coli durch die dam-Methylase gegen Eacl geschiitzt sein sollte. Bei Ex-
pression von Eacl in E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL wurde ein kleiner Teil des Proteins [6dich ex-
primiert, Eacl-Aktivitdt konnte aber nicht nachgewiesen werden. Méglicherweise ist die Aktivitéat der
dam-Methylase nicht ausreichend, so dass aktiv exprimiertes Eacl-Protein fir E. coli toxisch ist. Eine
Coexpression von MEacl und Eacl kénnte die Expression von aktivem Eacl durch Schutz der E. coli-

DNA vor Abbau férdern. Zur Expression beider Proteine wurde ausgenutzt, dass die Gene im Genom
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von E. acidaminophilum gekoppelt vorliegen. Daher wurde der gesamte Bereich vom Methylase-
Startcodon bis ein Codon vor dem Restriktase-Stopcodon mit entsprechend ausgewahlten Primern ampli-
fiziert und in pASK-IBA3 ligiert. Dieser Vektor fuhrt zu einer C-terminalen Strep-tag-Fusion, so dass
theoretisch beide Proteine exprimiert werden sollten, aber nur REacl Uber einen Strep-tag verfigt und
Uber Affinitdtschromatographie an StrepTactin gereinigt werden kann. Das Plasmidkonstrukt (pMREacl)
wurde zur Expression in E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL transformiert. Bel der Expression zeigte
dieser Stamm keinerlei Wachstumsverzégerungen im Vergleich zu dem Stamm, in dem nur REacl ex-
primiert wurde. Daher ist davon auszugehen, dass aktives Eacl exprimiert wurde, was zu den vorher
beobachteten Wachstumseinschrénkungen fiihrte. Loslich exprimiertes Eacl-Protein wurde gereinigt und
auf Aktivitat untersucht. Die eingesetzte Lambda-DNA wurde jedoch nicht spezifisch gespaltet, sondern
komplett abgebaut. Dieses Ergebnis lasst sich durch die Verunreinigung mit einer unspezifischen Nuk-
lease erklaren. Um diese von der Restriktionsendonuklease Eacl abzutrennen, misste sich mindestens

ein weiterer chromatographischer Schritt anschliefZen.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wolfram-abhéngige Formiat-Dehydrogenase sowie eine Eisen-
Hydrogenase des strikt anaeroben E. acidaminophilum auf Gen- und Transkriptionsebene untersucht und
die FDH-Il im Komplex mit einer Untereinheit der Hydrogenase biochemisch charakterisiert. Auflzerdem
wurden Versuche zur Etablierung eines Transformationssystems fur E. acidaminophilum durchgefihrt.

Im folgenden wird der aus den Sequenzen abgeleitete Aufbau der Untereinheiten der Formiat-
Dehydrogenase und Hydrogenase diskutiert. Die Ergebnisse werden bezuglich der Funktion der Formiat-
Dehydrogenasen im Stoffwechsel sowie der Interaktion mit elektronentransferierenden Proteinen insbe-
sondere beim Wachstum auf Serin erértert. Im weiteren wird versucht, die Funktion von Wolfram und
Selen in der Formiat-Dehydrogenase zu erleuchten und diese in den Kontext einer CO,-Reduktion zu
stellen. Abschlief3end wird die Rolle der surface layer als Hindernis der Elektroporation von E. acida-

minophilum diskutiert.

4.1 Klonierung der FDH-spezifischen Gensatze und Reinigung der FDH-I |

In der vorliegenden Arbeit wurden die Strukturgene von zwei zueinander homologen Formiat-
Dehydrogenasen im Genom von E. acidaminophilum identifiziert. Der fdh-Gensatz | codiert die bisher
nur partiell gereinigte Wolfram-abhangige FDH-1 (GRANDERATH 1993). Beide Operons weisen die An-
ordnung fdhBA auf. In den Genen der katalytischen Untereinheiten fdhAl und fdhA2 konnte ein in-frame
TGA-Codon identifiziert werden, so dass davon auszugehen ist, dass beide Formiat-Dehydrogenasen
Selenoproteine sind. Die Gene fdhB1 und fdhB2 codierend fir eine zweite vermutlich el ektronentransfe-

rierende Untereinheit der Formiat-Dehydrogenasen.

Die durch den fdh-Gensatz Il codierte FDH-II konnte im Verlauf der Arbeit aus Serin/Formiat-
gewachsenen Zellen homogen gereinigt werden. Der Wolfram- und Selen-Gehalt der FDH-II konnte
mittels Neutronenaktivierung nachgewiesen werden, auf3erdem wurde Eisen identifiziert sowie geringe
Mengen Zink, Cobalt und Chrom. In FDH-II konnte der Molybdopterin-Cofaktor nach Umsetzung zu
Pterin-6-Carbonsdure nachgewiesen werden. Somit wird vermutlich auch in der Formiat-Dehydrogenase
von E. acidaminophilum das Wolfram durch den Molybdopterin-Cofaktor komplexiert. Durch die Anrei-
cherung der FDH-I1 wurde nachgewiesen, dass das durch fdhB2 codierte Protein eine Untereinheit akti-
ver FDH-I1 ist. Ebenso wird eine Beteiligung des stromaufwérts von fdhAl codierten FdhB1-Proteins am
Aufbau der FDH-I angenommen. Auferdem wurde in der homogenen Préparation der Formiat-
Dehydrogenase eine dritte Proteinspezies gefunden, die als elektronentransferierende Untereinheit der

vom hym-Operon codierten Eisen-Hydrogenase identifiziert wurde. Die FDH-II setzt wie auch FDH-I
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Formiat mit Benzylviologen als Elektronenakzeptor mit einer sehr hohen spezifischen Aktivitét um, die
hochste spezifische Aktivitét wurde mit 988 U/mg gemessen. Unter Berlicksichtigung der Aktivitétsver-
luste kdnnte eine maximale spezifische Aktivitét von 1.500 U/mg erreicht werden. Neben der Formiat-
Oxidation katalysieren beide Formiat-Dehydrogenasen auch die CO,-Reduktion mit hohen Umsatzraten.
Fir FDH-I1 lief die CO,-Reduktion mit 12 % der spezifischen Aktivitét der Hinreaktion ab (s. 3.4.11),
flr FDH-1 mit 24 % (GRANDERATH 1993).

Die Transkription beginnt fir beide Gensétze stromaufwarts von fdhB und umfasst zusétzlich zu den
Strukturgenen der Formiat-Dehydrogenase drei (Gensatz |) bzw. einen weiteren offenen Leserahmen
(Gensatz 11). So werden zusammen mit fdhAl und fdhB1 auch Gene transkribiert, deren Produkte an der
Synthese des Molybdopterin-Cofaktors beteiligt (mog und mobA) bzw. fir die Aktivitét von Formiat-
Dehydrogenasen wichtig sind (fdhD). Der mit den Genen der FDH-II exprimierte offene Leserahmen
(fdhC) codiert fir ein Membranprotein, dessen Aufgabe vermutlich der Transport von Formiat ist. Durch
Northern-Blot-Analysen und semi-quantitative RT-PCR konnte nachgewiesen werden, dass fdh-
Gensatz | wahrscheinlich konstitutiv exprimiert wird, wahrend Gensatz Il ebenfalls konstitutiv, jedoch
auf deutlich niedrigerem Niveau transkribiert und durch Serin (40 mM) induziert wird. Die Rolle der
Formiat-Dehydrogenasen beim Wachstum von E. acidaminophilum auf verschiedenen Medien wird in
4.3 diskutiert.

Stromaufwérts des fdh-Gensatzes | ist das hym-Operon lokalisiert, das eine vermutlich Membran-
assoziierte Eisen-Hydrogenase codiert. Das Operon besteht aus vier gemeinsam transkribierten Genen,
wobei die katalytische Untereinheit von hymC, zwei el ektronentransferierende Untereinheiten von hymA
und hymB sowie ein putatives Membranprotein unbekannter Funktion von hymD codiert werden. In
E. acidaminophilum liegt diese Hydrogenase, zumindest nach Isolierung aus Serin- bzw. Serin/Formiat-
gewachsenen Zellen, assoziiert mit FDH-II vor. Die homogen gereinigte FDH-II enthielt neben FdhA2
und FdhB2 auch HymB, wobei dieses Protein nach Abschéatzung der Bandenintensitét im Coomassie-
gefarbten SDS-PAGE-Gd verglichen mit FdhA2 und FdhB2 in doppelter Menge vorlag. Die experi-
mentell bestimmte molekulare Masse der FDH-II von ca. 540.000 Da stimmt gut mit der aus den Pro-
teinsequenzen errechneten von 523.772 Da Uberein, bel Annahme eines Verhdltnis der Untereinheiten
FdhA1:FdhB1l:HymB von 2:2:4. Eine weitere 16,9 kDa-grol3e Untereinheit der Hydrogenase, HymA,
wurde ebenfalls mit FDH-II angereichert. Dies wurde erst bel der zweiten Anreicherung bemerkt, die
nach der Chromatographie an MonoQ beendet wurde. Ob dieses Protein auch in der homogenen Prépa-
ration nach der Gelfiltration vorliegt, muss eine erneute Anreicherung zeigen, die durch Gelfiltration
bestimmte molekulare Masse der FDH-I1 deutet aber darauf hin.

Nach den Ergebnissen der semi-quantitativen RT-PCR werden die fdh-Gensétze | und Il beim Wachstum
mit Serin und Serin/Formiat auf vergleichbarem Niveau exprimiert. Demzufolge sollten FDH-I und

FDH-II im Rohextrakt Serin- bzw. Serin/Formiat-gewachsener Zellen in vergleichbaren Mengen vorlie-



4. DISKUSSION 99

gen. Bei beiden durchgefiihrten Anreicherungen aus Zellen, die mit Serin- bzw. Serin/Formiat angezogen
wurden, konnte am Ende jedoch nur FDH-II erhalten werden. Nach der zweiten Aufreinigung wurden
bei der Uberpriifung des N-Terminus des 98 kDa-Proteins geringe Spuren von FdhA 1 gefunden (<5 %).
GrolRere Aktivitétsverluste, die mit einer Abtrennung der FDH-I vereinbar wéren, traten wahrend beider
Anreicherungen nur im Verlauf der hydrophoben Interaktions-Chromatographie an Octyl-Sepharose auf.
Durch Nachwaschen der Saule mit 20 %igem Ethylenglykol wurde ein braun-geféarbtes Protein von der
Saule eluiert, das jedoch keine FDH-Aktivitat aufwies. Auch durch Analyse der entsprechenden Fraktio-
nen im SDS-Gel konnte kein Protein bel 98 kDa identifiziert werden. Der Verbleib der FDH-I wéahrend
der Anreicherung konnte eventuell geklart werden, indem das Verhalten der FDH-Aktivitéat in Rohex-
trakt aus Glycin-gewachsenen Zellen, der nahezu keine FDH-II enthalten sollte, an Octyl-Sepharose ge-
testet wiirde.

Da FDH-I bisher nicht homogen angereichert werden konnte, ist nicht bekannt, ob auch diese Formiat-
Dehydrogenase mit der Hydrogenase assoziiert ist. Bel einer partiellen Anreicherung der FDH-I aus
Zellen, die auf Serin/Formiat/Sarkosin gewachsen waren, wurde HymB ebenfalls mit gereinigt
(GRANDERATH 1993). Dies konnte als Hinweis gedeutet werden, dass auch FDH-I mit der Hydrogenase
assoziiert vorliegt. Genauere Aussagen kénnen jedoch erst nach einer Anreicherung des homogenen En-

zyms getroffen werden.

Im Gegensatz zur Aktivitét im Rohextrakt reagierte die Aktivitat der homogenen FDH-II auf Lagerungen
relativ empfindlich, so waren z. B. nach 18-stiindiger Lagerung bei —20 °C nur noch 30 % Restaktivitat
Zu verzeichnen. Verschiedene Parameter kénnen fir diesen Aktivitétsverlust verantwortlich sein. Es ist
jedoch anzunehmen, dass die Ursache in dem nicht optimalen pH-Wert des Puffers zu suchen ist. Fir die
Anreicherung und Lagerung des Enzyms wurde der Puffer gewéhlt, in dem die Formiat-Dehydrogenase
die hdchste Aktivitéat aufwies, ein 50 mM Tris-HCI-Puffer bel pH 8,0 (GRANDERATH 1993). Die Abhén-
gigkeit der Stabilitéat des Enzyms vom pH-Wert dagegen wurde nicht bestimmt. Die erhaltenen Ergebnis-
se deuten jedoch darauf hin, dass das pH-Optimum der Stabilitét der Formiat-Dehydrogenase von
E. acidaminophilum wesentlich von dem der Aktivitét abweicht. Fir Formiat-Dehydrogenasen aus
R. eutropha, E. coli und C. formicoaceticum wurde beschrieben, dass sich das pH-Optimum der Stabilitét
im Vergleich zu dem der Aktivitét bei wesentlich niedrigeren pH-Werten befand. Bel pH-Werten ober-
halb von 8 nahm die Stabilitédt bereits deutlich ab (FRIEDEBOLD 1994; AXLEY et al. 1991, LEONHARDT
UND ANDREESEN 1977). Aktivitatsverluste wahrend der Anreicherung der Formiat-Dehydrogenase von
E. acidaminophilum traten dann auf, wenn die Lagerung des Enzyms zum ,, Schutz* der Aktivitét auf Eis,
im Kuhlraum oder bei —20 °C erfolgte, nicht jedoch wahrend der Chromatographien bei Raumtempera-
tur. Gerade das verwendete Tris-Puffer-System reagiert aber stark temperaturabhangig (ApKA/10 °C =
0,31), so steigt der pH-Wert einer 50 mM Tris-HCI-Losung von 8,0 auf 8,6, wenn die Temperatur von
25 °C auf 4 °C abgesenkt wird. Daraus kann geschlossen werden, dass die Aktivitatsverluste der For-

miat-Dehydrogenase durch die Wahl eines anderen Puffersystems vermieden werden konnten. Zur weite-
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ren Verwendung von Tris-Puffer sollte das Stabilitats-pH-Optimum der Formiat-Dehydrogenase be-
stimmt und der pH-Wert des Puffers entsprechend angepasst werden. AulRerdem sollte auf Temperatur-
verénderungen wéahrend der Reinigung verzichtet werden, zuma die Formiat-Dehydrogenase von
E. acidaminophilum sehr Temperatur-unempfindlich ist. Zur Lagerung des homogenen Enzyms muss der

pH-Wert exakt kontrolliert werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass E. acidaminophilum zwei Wolfram- und Selen-
abhangige Formiat-Dehydrogenasen besitzt, die beide neben der Formiat-Oxidation auch die Reduktion
von CO, mit hohen Umsatzraten katalysieren kénnen. Das Vorkommen von verschiedenen Formiat-
Dehydrogenasen wurde auch fir andere Organismen beschrieben, jedoch in keinem Fall die Auspréagung
von Isoenzymen in Bezug auf Selen- bzw. Metall-Gehalt. Stattdessen sind die verschiedenen Formiat-
Dehydrogenasen in unterschiedliche Stoffwechsdlfliisse eingebunden, wie dies auch in E. acidamino-
philum der Fall zu sein scheint. So werden in E. coli die drei verschiedenen Formiat-Dehydrogenasen in
Abhangigkeit des verfligbaren Elektronenakzeptors exprimiert (SAWERS 1994). Die beiden fdh-Operons
in W. succinogenes sind hochkonserviert, nur zwei Basenpaare sind in den codierenden Genen ausge-
tauscht. Unterschiede weisen jedoch die Promotor-Regionen auf, so wird fdhl bei Anwesenheit der Elek-
tronenakzeptoren Fumarat und Polysulfid exprimiert, wahrend fdhll nur durch Polysulfid induziert wird
(LENGER €t al. 1997).

4.2 Aufbau und Redoxzentren von Formiat-Dehydrogenase und Hydrogenase

Bisher wurden keine EPR-spektroskopischen Untersuchungen mit der gereinigten Formiat-
Dehydrogenase von E. acidaminophilumim Komplex mit HymB durchgefihrt. Trotzdem kénnen anhand
von Homologien der Aminosauresequenzen der Untereinheiten der Formiat-Dehydrogenasen und der
Hym-Hydrogenase von E. acidaminophilum zu entsprechenden Proteinen anderer Organismen, deren
Struktur bereits aufgeklart wurde, oder die mittels EPR-Spektroskopie untersucht wurden, Riickschltisse
auf die Redoxzentren der Proteine aus E. acidaminophilum gezogen werden.

Die katalytischen Untereinheiten der Formiat-Dehydrogenasen lassen sich in zwei Gruppen einteilen, je
nachdem, ob sie nur Uber ein [4Fe-4S]-Zentrum verfiigen, wie FdhF von E. coli, oder vier weitere Eisen-
Schwefel-Zentren besitzen, wie die beiden FdhA-Proteine von E. acidaminophilum, FdsA von R. eutro-
pha oder FdhA von M. thermoacetica (s. 3.1.3, Abb. 3.2). Die Aminosduresequenz der Formiat-
Dehydrogenasen des langeren Typs l&f% sich in zwei Bereiche unterteilen. Die N-terminalen 220 Ami-
nosauren weisen konservierte Cysteine auf (in Abb. 4.1B gelb dargestellt), die an der Ausbildung von
Eisen-Schwefel-Zentren beteiligt sind. Der C-terminale Bereich ab Aminosdure 220 entspricht in seinem

Aufbau den Formiat-Dehydrogenasen vom kirzeren Typ (griin dargestellt).
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung der (A) dreidimensionalen Gestalt von FdhA1/2 von E. acidaminophi-
lum, abgeleitet von den Strukturen der Formiat-Dehydrogenase-H von E. coli und der Hydrogenase von C.
pasteurianum, sowie (B) der an Formiat-Dehydrogenase und Hym-Hydrogenase von E. acidaminophilum
beteiligten Untereinheiten. In (A) ist die Unterteilung der Proteine in funktionale Doménen angedeutet, ebenso die
redoxaktiven Zentren (M GD-Cofaktoren, Eisen-Schwefel-Zentren, [H]-Cluster). Bereiche mit Sequenzéhnlichkei-
ten sind gleichfarbig dargestellt. Weitere Erlauterungen im Text.

Die Anordnung der Eisen-Schwefel-Cluster in der N-terminalen Extension taucht in den FdhB-Proteinen
von E. acidaminophilum wieder auf, ebenso im N-terminalen Bereich der katalytischen Untereinheit der
Eisen-Hydrogenasen (Abb. 4.1B). Auch HymC und HndC (KEIL 1999) von E. acidaminophilum weisen
diese Anordnung auf. Die Primérsequenzen der entsprechenden Regionen weisen hohe Ahnlichkeiten
zueinander auf. Beim Vergleich der N-terminalen 220 Aminosduren zeigt HymC 44,2 % I|dentitét zu
FdhA2 und 44 % ldentitét zu FdhB2. Die Kristallstruktur der Eisen-Hydrogenase von C. pasteurianum
wurde aufgeklart (PETERS et a. 1998). Das Protein ist aus vier funktionalen Doméanen in der dreidimen-
sionalen Gestalt eines Champignons aufgebaut (Abb. 4.1A). Der ,, Schirm* wird von einer volumindsen
Domane gebildet, die das aktive Zentrum, d. h. das [H]-Cluster beinhaltet und die den gréften Teil des

Proteins umfasst (Aminosauren 220 bis 574). Die drei kleineren Domanen bilden den ,, Stiel“ und bein-
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halten die vier Eisen-Schwefel-Zentren. Die direkt mit der [H]-Domane interagierende Doméne enthalt
Zwel Zentren vom [4Fe-4S]-Typ, wie sie auch in den clostridiellen Ferredoxinen vorkommen (STICHT
UND RoscH 1998). Die beiden anderen Doménen enthalten je nur ein singuléres Cluster vom [2Fe-25]-
bzw. [4Fe-4S]-Typ. Letzteres weist die Besonderheit auf, dass neben Cystein-Resten auch ein Histidin-
Rest an der Ligation des Eisens beteiligt ist. Die Ahnlichkeit der N-terminalen Bereiche von Eisen-
Hydrogenase und den N-terminal verlangerten Formiat-Dehydrogenasen lasst den Schluss zu, dass diese
Formiat-Dehydrogenasen ebenfalls tber dhnlich aufgebaute Eisen-Schwefel-Doménen verfiigen. Die
Tertiarstruktur der monomeren FDH-H von E. coli, dem Prototyp der Formiat-Dehydrogenasen des kiir-
zeren Typs, wurde ebenfalls aufgeklart (BOYINGTON et al. 1997). Es handelt sich um ein kompaktes glo-
buléres Protein, das aus nur einer funktionalen Doméane besteht, die sich aus vier Strukturdomanen
zusammensetzt (Abb. 4.1A).

Fir FdhA1/2 und die anderen katal ytischen Untereinheiten des langeren Typs kann daher postuliert wer-
den, dass der C-terminale Tell (ab Aminosaure 220) in seiner dreidimensionalen Gestalt der FDH-H &h-
nelt, wahrend sie drel zusétzliche Doménen besitzen, die von den N-terminalen 220 Aminosauren
gebildet werden und die den auch in der Eisen-Hydrogenase vorkommenden Eisen-Schwefel-Zentren-
Doménen entsprechen. Sie sollten daher einen modularen Aufbau aus vier funktionalen Doméanen auf-
weisen, wobei die ,vierte® Doméne einer monomeren Formiat-Dehydrogenase wie FDH-H von E. coli
entspricht (Abb. 4.1A). Diese umfasst den grofdten Teil des Proteins und beinhatet das katalytische Zen-

trum, zwei MGD-Cafaktoren sowie ein [4Fe-4S]-Zentrum.

Vier Cysteine im N-terminalen Bereich von FDH-H von E. coli bilden ein [4Fe-4S]-Zentrum aus, Uber
das dle Formiat-Dehydrogenasen verfigen (C5, Abb. 4.2). Die beiden Molybdopterin-Guanin-
Cofaktoren (MPT 801 und MPT 802 bei FDH-H von E. coli) werden Uber Wasserstoff-Briicken-
Bindungen sowie ionische und hydrophobe Wechsdwirkungen an das Protein gebunden. An der
Bindung der Cofaktoren sind 35 Aminosduren beteiligt, von denen bei 12 die Wechselwirkungen vom
Peptidrickgrat ausgehen, und dementsprechend keine hohe Konservierung aufweisen. Die restlichen
Aminosauren bilden die Wasserstoff-Briicken ausgehend von ihren Seitenketten und sind, wie in Abb.
4.2 gezeigt ist, in FdhA1 und FdhA2 konserviert oder durch Aminoséuren ausgetauscht, die die gleiche
Funktion tGbernehmen kénnen.

Charakterigtisch fiir Formiat-Dehydrogenasen sind die Aminosauren His-141 und Arg-333 (Nomenklatur
nach FDH-H von E. coli), die direkt im aktiven Zentrum lokalisiert sind, und vermutlich auch im Kataly-
semechanismus eine Rolle spielen.

Der von BOYINGTON et al. (1997) vorgeschlagene Reaktionsmechanismus (Abb. 4.3) wird durch Arbei-
ten von KHANGULOV et al. (1998) unterstiitzt. Ein 6-fach koordiniertes Molybdén in der Oxidationsstufe
+V| sowie en oxidiertes [4Fe-4S]-Zentrum liegen im Ausgangszustand der FDH-H von E. coli vor. Die
Liganden des Molybdéns werden von den vier Dithiolen-Schwefel-Atomen der beiden Cofaktoren, dem

Selen des Selenocysteins-140 sowie vermutlich eéinem Hydroxid-lon gestellt. Dieses Hydroxid-lon wird
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Abb. 4.2 Sequenzvergleich der katalytischen Untereinheiten der Formiat-Dehydrogenasen von E. acida-
minophilum (FdhA1, FdhA2) und Fdh-H von E. coli (FdhF). Durch farbige Kasten gekennzeichnet sind konser-
vierte Cysteine, sowie Aminosauren, die bei der Kristallstrukturanalyse von FDH-H von E. coli as an der Bindung
der Cofaktoren und der Katalyse beteiligt identifiziert wurden. Grau: konservierte Cysteine, die am Aufbau der
Eisen-Schwefel-Cluster C1 bis C5 beteiligt sind; gelb: in FdhA1 und FdhA2 konservierte Cysteine, die potentiell
ein Disulfid ausbilden; rot: an der Katalyse bzw. am Elektronentransfer beteiligte Aminosduren; blau: Aminosiu-
ren, die Uber ihre Seitenketten die beiden Cofaktoren binden (dunkelblau: hoch konserviert; hellblau: konservativ
ausgetauschbar). Im Alignment zwischen den drei Sequenzen sind mit * identische, mit : &hnliche Aminosauren
gekennzeichnet.

durch Bindung des Formiats ersetzt, wobei eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff

des Formiats und der Seitenkette von Arg-333 ausgebildet wird. Die Bindung des negativ geladenen

Substrates wird durch Wechselwirkungen mit der positiven Ladung des Arginins erleichtert. Die Oxida-

tion des Formiats zu CO, erfolgt entweder durch einen Transfer von zwei Elektronen durch den Sauer-

stoff des Formiats auf das Molybdan oder durch einen direkten Hydrid-Transfer. Das a-Proton des

Formiats wird auf His-141 Ubertragen, wobei intermediar das Selenocystein protoniert wird. Zur Reoxi-

dation des Mo(IV) werden die beiden Elektronen nacheinander auf das [4Fe-4S]-Zentrum transferiert
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Abb. 4.3: Reaktionsmechanismusfir FDH-H von E. coli nach BOYINGTON et al. (1997).

und von dort auf den immer noch unbekannten natrlichen bzw. einen artifiziellen Elektonenakzeptor
Ubertragen. Die Elektronen werden wahrscheinlich vom Molybdan Uber das MPT 801, ein Wasser-

Molekil und die e-Aminogruppe des Lys-44 auf das S1 des [4Fe-4S]-Zentrums gel eitet.

Diese drei fur die Formiat-Oxidation essentiellen Aminosauren (Lys-44, His-141, Arg-333 nach E. coli-
Nomenklatur) sind in allen katalytischen Untereinheiten von Formiat-Dehydrogenasen konserviert, auch
in FdhA1 und FdhA2 (Abb. 4.2, rot markierte Aminosauren). Auch FdhA von C. sticklandii weist alle an
Katalyse, Elektronentransport, Ausbildung des [4Fe-4S]-Zentrums und Bindung der beiden Cofaktoren

beteiligten Aminosauren auf (nicht gezeigt).

Aufgrund der Sequenz-Ahnlichkeit der FdhB-Proteine von E. acidaminophilum zu den entsprechenden
N-terminalen Regionen von FAhAL/2 einschliefdich der an dem Aufbau der Eisen-Schwefel-Zentren
beteiligten Cysteine bzw. des Higtidins kann postuliert werden, dass FdhB1 und FdhB2 (iber finf Eisen-
Schwefel-Zentren verfiigen. Im einzelnen sind dies — wie bei FdhA1 und FdhA2 auch — ein [2Fe-2S]-
Zentrum sowie vier [4Fe-4S]-Zentren.

Aul%er dem potentiellen Membranprotein HymD, Uber dessen Funktion spekuliert werden kann (s. 4.4),
weisen alle anderen Untereinheiten der vom hym-Operon codierten Hydrogenase Eisen-Schwefel-Cluster

auf. Die katalytische Untereinheit HymC besitzt hohe Sequenz-Ahnlichkeiten zu der Eisen-Hydrogenase
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aus C. pasteurianum (s. oben). Die Cysteine und das Higtidin, die am Aufbau der Eisen-Schwefel-
Zentren beteiligt sind, sind auch in HymC konserviert, weswegen davon ausgegangen werden kann, dass
HymC ein [2Fe-2S]-Zentrum sowie drei [4Fe-4S]-Zentren enthdlt. Ein Cystein, das bei C. pasteurianum
an der Bindung des [H]-Clusters beteiligt ist, ist in HymC nicht konserviert (3.1.5). Das [H]-Cluster der
Hydrogenase von C. pasteurianum besteht aus einem [4Fe-4S]- und einem [2Fe]-Subcluster, die Uber ein
Cysteinyl-Schwefel miteinander verbriickt sind. Das [2F€]-Subcluster besteht aus zwei oktaedrisch li-
gandierten Eisen-Atomen, die tber finf CO/CN-, drei Schwefel- (davon ist ein Ligand der verbriickende
Cysteinyl-Ligand) und einen Wasser-Liganden verfiigen (PETERS et al. 1998). In HymC ist Cys-300, das
an der Koordinierung des [4Fe-4S]-Subclusters geteiligt ist, durch Serin ausgetauscht. Moglicherweise
ist daher der Aufbau des [H]-Clusters von HymC aus E. acidaminophilum im Vergleich zu Hydro-
genase-l von C. pasteurianum variiert.

Waéhrend der Anreicherung der FDH-II konnte beim Aktivitéatstest in Mikrotiterplatten nur in den Frak-
tionen mit FDH-Aktivitét auch ,,ohne* Substrat eine langsame Entfarbung beobachtet werden. Dies lielze
sich dadurch erklaren, dass die mit der Formiat-Dehydrogenase assoziierte Hydrogenase den Wasserstoff
in der Atmosphére der Anaeroben-Box als Substrat genutzt haben konnte. Dies konnte as Hinweis ge-
deutet werden, dass HymC trotz der Variation des [H]-Clusters aktiv ist. Gleichzeitig zeigt dies aber
auch, dass nicht nur HymA und HymB, sondern auch die katalytische Untereinheit der Hydrogenase
HymC Uber mehrere chromatographische Schritte mit angereichert wurde. Bei einer erneuten Anreiche-
rung der Formiat-Dehydrogenase kdnnte parallel versucht werden, den Verbleib von HymC zu kldren

bzw. es zu reinigen.

Die mit FDH-II angereicherte el ektronentransferierende Untereinheit der Hydrogenase HymB weist kon-
servierte Cysteine auf, die potentiell ein [2Fe-2S]-Zentrum sowie drei [4Fe-4S]-Zentren bilden kénnen
(Abb. 4.1B). Das [2Fe-25]-Zentrum befindet sich im N-terminalen Bereich, wahrend die drei [4Fe-4S]-
Zentren im C-terminalen Bereich lokalisiert sind. Im zentralen Sequenzbereich lassen sich zudem Bin-
demotive fir NAD(P) und FMN postulieren. In der zu HymB hoch konservierten B-Untereinheit der
Eisen-Hydrogenase von T. maritima sind die entsprechenden Cysteine ebenfalls konserviert, mittels
EPR-Spektroskopie konnten jedoch nur ein [2Fe-2S]- und ein [4Fe-4S]-Zentrum identifiziert werden,
obwohl der Eisengehalt der Untereinheit mit dem fir drei [4Fe-4S5]-Zentren Ubereinstimmt (VERHAGEN
et al. 1999).

Fir die kleinste Untereinheit der Hydrogenase, HymA, kann ein [2Fe-2S5]-Zentrum postuliert werden,

das in dem homol ogen Protein aus D. fructosovorans HndA nachgewiesen wurde (DE LUCA et al. 1998).

Geht man davon aus, dass FDH-I1 mit der Eisen-Hydrogenase (HymA-D) assoziiert vorliegt, und jedes
beteiligte Protein nur einmal vorkdme, kénnen fir den Enzymkomplex minimal funf [2Fe-2S]-Zentren

und 14 [4Fe-4S]-Zentren, sowie ein [H]-Cluster und somit 72 Eisen-Atome postuliert werden.
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4.3 Funktion der Formiat-Dehydrogenasen im Stoffwechsel von E. acidaminophilum

Die Formiat-Dehydrogenase ist im Stoffwechsel von E. acidaminophilum an verschiedenen Stoffwech-
selwegen beteiligt und spielt daher eine sehr wichtige Rolle.

Eine vergleichweise geringe Bedeutung weist sie beim Wachstum auf Glycin auf, wo im Zuge der
Glycin-Oxidation intermedidr Formiat entsteht, das durch die Formiat-Dehydrogenase dann zu CO, um-
gesetzt wird. Unter Berticksichtigung der bisherigen Kenntnisse des Stoffwechsels von E. acidamino-
philum wére Glycin das einzige Substrat, bei dem die Formiat-Dehydrogenase mdglicherweise nicht
essentiell ist. Die Disproportionierung des Glycins verschiebt sich zu einer reinen Glycin-Reduktion,
wenn dem Medium Formiat im Uberschuss zugesetzt wird (ZINDEL et al. 1988). Dies erscheint nachvoll-
Ziehbar, da fir die Oxidation des Formiats nur die Formiat-Dehydrogenase bendtigt wird, Glycin aber
unter Beteiligung von funf Enzymkomplexen zu CO, oxidiert wird.

Wachstum mit Betain oder Sarkosin, die ausschliefflich reduziert werden konnen, ist nur unter Zusatz
eines oxidierbaren zweiten Substrates wie Formiat moglich. Als Elektronenlieferanten kénnen neben
Formiat aber auch Aminosduren wie z. B. Alanin, Valin oder Aspartat dienen, die oxidativ abgebaut
werden (ZINDEL et al. 1988).

Die Beteiligung der Formiat-Dehydrogenase beim Wachstum auf Serin als aleinige C- und Energie-
guelle ist auf den ersten Blick nicht ersichtlich und vor allem die Induktion der FDH-II durch Serin un-
verstandlich. Serin wird durch die Serin-Dehydratase redoxneutral zu Pyruvat umgesetzt. Dieses sollte —
nach bisheriger Vorstellung — durch eine Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFOR) zu Acetyl-CoA
und CO, umgesetzt werden. Die entstehenden Reduktionsaquivalente wirden durch Wasserstoffent-
wicklung verbraucht. Dieser Reaktionsweg wird scheinbar durch die Gérbilanz von E. acidaminophilum
beim Wachstum auf Serin als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle gestiitzt (ZINDEL et al. 1988):

1 Serin + 1,85 H,0O - 0,85 Acetat + 1 NH," + 1 HCO; + 0,75 H, + 0,1 Ethanol + 0,025 Acetoin + 0,85 H*

Zwei verschiedene Ansétze konnten die Funktion der Formiat-Dehydrogenase beim Wachstum auf Serin
erkléren. Einerseits wére denkbar, dass beim Abbau des Serins intermedidr Formiat entstehen wirde. In
anaeroben Bakterien kann Pyruvat aufRer durch die PFOR auch durch die Aktivitdt einer Pyruvat-
Formiat-Lyase (PFL) umgesetzt werden (SAWERS 1999). Ein Gen, das fir die PFL codiert, konnte im
Genom von E. acidaminophilum identifiziert werden (s. 3.5). Pyruvat wird durch die PFL redoxneutral
zu Acetyl-CoA und Formiat gespaltet. Das Formiat konnte, sofern der Wasserstoff-Partialdruck niedrig
waére, durch den Komplex aus FDH-I1 und Hydrogenase in der Summe ebenfalls redoxneutral zu CO,
und H, umgesetzt werden. Der Vorteil der Umsetzung des Pyruvats durch die PFL und den Komplex aus
FDH-1I und Hym-Hydrogenase (,, Formiat-Hydrogen-Lyase") ist eindeutig darin begriindet, dass keine
Reduktionsaquivalente freiwerden. Ist der Wasserstoff-Partialdruck zu hoch, wird Formiat nicht mehr

umgesetzt und konnte ausgeschieden werden. Die Gérungsprodukte wiirden sich nicht unterscheiden,
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egal, ob eine PFL oder eine PFOR an der Umsetzung des Pyruvats beteiligt ware. Der Nachweis, dass
das pfl-Gen exprimiert wird, insbesondere im Zusammenhang mit dem Wachstum auf Serin, steht aller-
dings noch aus.

Andererseits kénnte die Formiat-Dehydrogenase beim Wachstum auf Serin auch als CO,-Reduktase
beteiligt sein. Bei hoherem Wasserstoff-Partialdruck kénnen Reduktionsdquivalente, die bei dem oxida-
tiven Abbau des Pyruvats durch die PFOR entstehen, nicht mehr ber die Freisetzung von Wasserstoff
entsorgt werden. Als einziger weiterer Elektronenakzeptor steht CO, zur Verfligung. Dieses kdnnte durch
die Aktivitat der Formiat-Dehydrogenase zu Formiat reduziert werden. Bel der Anreicherung der For-
miat-Dehydrogenase aus Serin-gewachsenen Zellen wurde wahrend der Chromatographie an Q-
Sepharose ein 130 kDa-Protein abgetrennt, das durch N-terminale Sequenzierung als PFOR identifiziert
werden konnte (s. 3.4.12). In friheren Untersuchungen wurde festgestellt, dass die spezifische Aktivitét
der Pyruvat-Methylviologen-Oxidoreduktase im Rohextrakt von mit Serin gewachsenen Zellen nicht
hoher war als in dem Glycin-gewachsener Zellen (0,095 U/mg gegeniiber 0,13 U/mg), wohingegen ande-
re am Serinstoffwechsel betelligte Enzyme hohere spezifische Aktivitéten aufwiesen, wenn Serin as
Substrat diente (ZINDEL et a. 1988). Der PFOR kommt beim Wachstum auf anderen Medien eine ana-
bole Funktion zu. Pyruvat ist ein Schliisselmetabolit fir viele anabole Stoffwechselwege, z. B. Synthese
von Aminosauren und Gluconeogenese. Vermutlich besteht die Aufgabe der PFOR auch beim Wachstum
von E. acidaminophilum auf Glycin darin, Pyruvat as Intermediat fur die Synthese von Zellkohlenstoff
zur Verfigung zu stellen. Daher wére vorstelbar, dass die PFOR auf konstitutiv hohem Niveau expri-

miert wird.

Die bisher vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass sowohl PFOR als auch PFL beim Wachstum von
E. acidaminophilum auf Serin an der Umsetzung des Pyruvats beteiligt sind. Der Formiat-
Dehydrogenase kénnen daher zwei verschiedene Funktionen zugeordnet werden: die Oxidation des
durch die Reaktion der PFL entstehenden Formiats, wobei die Reduktionsaquivalente auf die assoziierte
Hydrogenase Ubertragen werden bzw. die Reduktion von CO,, um Reduktionsaquivalente zu verbrau-
chen, die von der PFOR freigesetzt werden. Das gebildete Formiat kann durch Umkehrung der an der
Oxidation von Glycin beteiligten Reaktionen weiter zu Glycin und tber die Glycin-Reduktase zu Acetat
umgesetzt werden (ANDREESEN 1994a). Alle beteiligten Reaktionen (mit Ausnahme der Glycin-
Reduktion) sind reversibel. Dieser Weg wird vermutlich anabol zur Synthese von Glycin beim Wachs-
tum auf Serin genutzt, da E. acidaminophilum nur Uber eine sehr geringe Serin-Hydroxymethyl-
Transferase-Aktivitét verfiigt (ZINDEL et a. 1988). Die Bildung von **C-markiertem Acetat aus **CO,
konnte durch SCHNEEBERGER et al. (1999) nachgewiesen werden. Intermediar wurde **C-markiertes
Formiat detektiert. Dazu wurden , resting cells* in hohen Zelldichten (ODgy = 15) verwendet, denen mit
Alanin bzw. Vain nur oxidativ abzubauende Aminosauren sowie CO, a's Elektronenakzeptor zur Verfi-
gung gestellt wurden. Jedoch kdnnen die qualitativen Ergebnisse nicht schllissig mit dem Stoffwechsel

von E. acidaminophilumin Einklang gebracht werden. Die gemessenen Umsatzraten (4,5 mM gebildetes
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Acetat innerhalb von 24 h, davon 2 mM aus Alanin) waren sehr niedrig, was darauf hindeutet, dass die-
ser Weg der CO,-Fixierung in wachsenden Kulturen auf3er zu anabolen Zwecken keine Rolle spielt. In
seiner nattrlichen Umgebung wéchst E. acidaminophilum mit grof3er Wahrscheinlichkeit bevorzugt syn-
troph, so dass dort keine Notwendigkeit besteht, das Formiat — auf3er fir anabole Zwecke — weiter zu
Acetat zu reduzieren. Es wurde nachgewiesen, dass E. acidaminophilum sowohl zu interspecies hydro-
gen as auch zu interspecies formate transfer in der Lage ist (ZINDEL et al. 1988). Beide Arten des Elek-
tronentransports zwischen zwei verschiedenen Organismen spielen beim Abbau organischer Substrate
eine grofe Rolle (ScHINK 1997). E. acidaminophilum akzeptiert als Substrat auch Aminosauren, die nur
oxidativ abgebaut werden kénnen, sofern es in Cokultur mit e nem Wasserstoff-verwertenden Organis-
mus angezogen wird. Dabel ist vorstellbar, dass das ausgeschiedene Formiat sowohl im Zuge der Pyru-
vat-Umsetzung durch die PFL entsteht als auch durch Reduktion von CO..

Die Formiat-Dehydrogenase(n) erméglichen E. acidaminophilum ein reativ grosses Substratspektrum,
indem sie sowohl als Elektronendonatoren as auch als Elektronenakzeptoren dienen kdnnen. Beim
Wachstum auf Serin kann E. acidaminophilum je nach den auf3eren Bedingungen Reduktionsaquivalente
in Form von H, abgeben oder Formiat als nicht vollsténdig oxidiertes Intermediat ausscheiden. In beiden
Féllen kann dafUr der Weg tber PFOR oder Uber PFL genutzt werden.

4.4 Interaktion der Formiat-Dehydrogenase mit Elektronen-transferierenden Proteinen

Bisher war davon ausgegangen worden, dass NADP der natirliche Elektronenakzeptor der Formiat-
Dehydrogenase ist (GRANDERATH 1993; ZINDEL et al. 1988), da im Rohextrakt mit NADP FDH-
Aktivitét nachgewiesen werden kann. Die NADP-abhéngige FDH-Aktivitét ging im Verlauf der Anrei-
cherung verloren (GRANDERATH 1993). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die NADP-abhangige Aktivitét
der gereinigten Formiat-Dehydrogenase nicht gemessen. Weder FdhA 1/2 noch FdhB1/2 weisen typische
Nukleotid-Bindemotive auf. Im Falle der im Komplex mit HymB gereinigten FDH-I1 kénnten die bei der
Formiat-Oxidation freiwerdenden Elektronen tber die zahlreichen Eisen-Schwefel-Cluster direkt auf die
Hydrogenase Ubertragen werden. HymB weist ein typisches Nukleotid-Bindemotiv auf, wie auch die
entsprechenden Untereinheiten der Eisen-Hydrogenasen aus D. fructosovorans und T. maritima (s.
3.1.5). Die im Rohextrakt gemessene NADP-abhangige Aktivitét kénnte daher Uber diese Untereinheit
erklart werden. HymB weist ebenfalls eine konservierte FMN-Bindedoméne auf, in dem UV/VIS
Spektrum wurde allerdings kein Hinweis auf ein Flavin erhalten.

Fir die gereinigte Eisen-Hydrogenase aus T. maritima, zu der die Hym-Hydrogenase aus E. acidamino-
philum hohe Homol ogien aufweist (s. 3.1.5), konnte allerdings bisher keine NAD(P)-abhangige Reaktion

gemessen werden, obwohl diese im Rohextrakt bestimmt werden konnte (VERHAGEN et al. 1999). Ge-
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bundenes Flavin wurde trotz der konservierten Bindedoméne fir FMN in HydB (HymB-homologe Un-
tereinheit) in dem gereinigten Protein aus T. maritima nicht gefunden. Auch nach Zusatz von FMN oder
FAD konnte keine NADP-abhangige Aktivitét festgestellt werden, auch reduziertes Ferredoxin war kein
geeigneter Elektronendonor zur Messung der Wasserstoffentwicklung. Stattdessen konnte die Hy-
abhangige Reduktion eines Chinons (Anthrachinon-2,6-Disulfonséure; AQ) gemessen werden, wobei die
[3- und/oder y-Untereinheiten (HymB bzw. HymA-Homolog) fur die Interaktion mit AQ notwendig wa-
ren, da nur mit dem Holoenzym AQ-abhangige Aktivitét nachweisbar war. Im Gegensatz dazu konnte
mit der isolierten a-Untereinheit (HymC-Homolog) Methylviologen-abhéngige Aktivitdt vergleichbar
der des Holoenzyms gefunden werden. Auch wurde im Rohextrakt von T. maritima eine betrachtliche
NADH-AQ-Oxidoreduktase-Aktivitdt gefunden. Die AQ-abhéngige Aktivitédt der Hydrogenase aus
T. maritima kann man bisher nicht erklaren, da keine Hinweise auf eine Lokalisierung an der Cytoplas-
ma-Membran vorliegen. Weder die Hydrogenase noch die Formiat-Dehydrogenasen von E. acidamino-
philum wurden bisher darauf getestet, ob sie eine Chinon-abhéngige Aktivitét besitzen. Dies konnte
einen Hinweis darauf liefern, dass diese Proteine moglicherweise mit eéiner Membranenergetisierung in
Zusammenhang stehen.

Die FDH-II ist mit grof3er Wahrscheinlichkeit Membran-assoziiert, da die Hym-Hydrogenase, mit der sie
assoziiert vorliegt, Uber ein bisher einzigartiges Protein verfigt (HymD), das potentiell sechs Mem-
brandurchgange aufweist. Moglicherweise ist auch FDH-I an der Cytoplasma-Membran lokalisiert, wie
fUr Proteine wie Thioredoxin-Reduktase und Protein A durch immuncytochemische Methoden nachge-
wiesen wurde (FREUDENBERG et al. 1989). Diese Proteine stellen die Empfanger der bei der Formiat-

Oxidation freiwerdenden Elektronen dar (s. u.).

Beim Wachstum von E. acidaminophilum auf Glycin oder Formiat/Betain werden die bel der Formiat-
Oxidation freiwerdenden Elektronen zur Reduktion von Glycin bzw. Betain genutzt. Beiden Reduktase-
Systemen dient das NADPH-abhéngige Thioredoxin/Thioredoxin-Reduktase-System as Elektronen-
Donator (MEYER 1993; DIETRICHS et al. 1991). Da die Formiat-Dehydrogenase nicht direkt mit NADP
reagieren kann, ist anzunehmen, dass mindestens ein weiteres Elektronen-transferierendes Enzym wie
NADP-Ferredoxin-Oxidoreduktase oder Ferredoxin-Thioredoxin-Oxidoreduktase zwischen Formiat-
Dehydrogenase und Thioredoxin-Reduktase vermittelt. Eine NADP-Ferredoxin-Oxidoreduktase wurde
in Zellextrakten von Clostridium kluyveri und C. pasteurianum nachgewiesen (THAUER et a 1970;
JUNGERMANN et a. 1973), nicht jedoch in dem von E. acidaminophilum (CLAAS 1991). Eine Ferre-
doxin-Thioredoxin-Oxidoreduktase wurde aus C. pasteurianum gereinigt (HAMMEL et al. 1983). Der
PCR-gestltzte Nachweis einer Ferredoxin-Thioredoxin-Oxidoreduktase im Genom von E. acidamino-
philum unter Einsatz degenerierter aus konservierten Regionen pflanzlicher bzw. hypothetischer proka-
ryontischer Ferredoxin-Thioredoxin-Oxidoreduktasen abgeleiteter Primer schlug fehl (KEIL 1999).
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Im Prinzip besteht die Aufgabe einer Ferredoxin-Thioredoxin-Oxidoreduktase darin, zwischen Ein-
Elektronenlibertragungen durch Eisen-Schwefel-Zentren und Zwei-Elektronentbertragungen mittels
Dithiol-Gruppe zu vermitteln. In diesem speziellen Fall wirde die Dithiol-Gruppe von der Thioredoxin-
Reduktase oder direkt vom Thioredoxin zu einer Disulfid-Briicke oxidiert werden und durch zwei Elek-
tronen, die Uber [4Fe-4S]-Zentren angeliefert werden, wieder reduziert. Im N-terminalen Bereich von
FdhA1 und FdhA2 befinden sich neben den an der Ausbildung der Eisen-Schwefd-Zentren beteiligten
Cysteinen zwei weitere bei keiner anderen katalytischen Untereinheit von Formiat-Dehydrogenase kon-
servierte Cysteine (FdhA1: Cys-23 und Cys-115; in Abb. 4.2 gelb gekennzeichnet). Auch in FdhB1 und
FdhB2, die den N-terminalen Bereichen der FdhA-Proteine sehr ahnlich sind, sind diese Cysteine nicht
konserviert. Es wére durchaus moglich, dass die Formiat-Dehydrogenase selbst eine interne Ferredoxin-
Thioredoxin-Oxidoreduktase-Aktivitat aufweist, indem die postulierte Dithiolgruppe von Thioredoxin
oder Thioredoxin-Reduktase oxidiert und nachfolgend durch Elektronen, die bei der Formiat-Oxidation
freiwerden, wieder reduziert wird.

Fir die teilgereinigte Formiat-Dehydrogenase aus E. acidaminophilum, die keine NADP-abhangige Ak-
tivitdt mehr aufwies, konnte diese Aktivitét durch Zusatz von Thioredoxin-Reduktase rekonstituiert wer-
den (GRANDERATH 1993). Die spezifische Aktivitdt konnte durch Zusatz von Thioredoxin bzw.
Thioredoxin und Protein A noch erhdht werden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass moglicherweise
tatséchlich kein weiteres Protein notwendig ist, um eine Elektroneniibertragung von der Formiat-
Dehydrogenase auf Thioredoxin oder Thioredoxin-Reduktase zu ermoglichen. Da die spezifische Akti-
vitdt bei Zusatz von Thioredoxin erhdht war, wére es auch méglich, dass Thioredoxin der direkte Elek-
tronenakzeptor ist. Die insgesamt relativ niedrige spezifische Aktivitét kann darauf zuriickgefihrt
werden, dass die Thioredoxin-Reduktase in dem verwendeten Testansatz mit der Reduktion von NADP
dieihrer sonstigen physiologischen Funktion entgegengesetzte Richtung katalysieren muss. Bei der Rei-
nigung der FDH-I aus Zellen, die mit Formiat und Betain gewachsen waren, war eine starke Assoziation
der Formiat-Dehydrogenase mit Proteinen der Betain-Reduktase beobachtet worden (MEYER et al. 1995;
GRANDERATH 1993). Es kann daher angenommen werden, dass Formiat-Dehydrogenase und Betain-
Reduktase auch in der Zelle gekoppelt vorliegen. Daher wére es nur sinnvoll, wenn Reduktionsaguiva-
lente z. B. in Form von NADPH gar nicht erst freigesetzt, sondern die Elektronen mit Thioredoxin as
Vermittler direkt von der Formiat-Dehydrogenase auf Protein A der Betain-Reduktase Ubertragen wiir-
den. Der Umweg Uber eine NADP-Ferredoxin-Oxidoreduktase oder Ferredoxin-Thioredoxin-

Oxidoreduktase wére in diesem Szenario UberflUssig.

Allerdings wurde die NADP-abhéngige FDH-Aktivita im Rohextrakt nicht beeinflusst, wenn die Thio-
redoxin-Reduktase mit Hilfe von Thioredoxin-Reduktase-spezifischen Antikorpern abgetrennt wurde
(GRANDERATH 1993). Mdglicherweise sind noch andere Proteine in der Lage, Elektronen von der For-

miat-Dehydrogenase auf NADP zu tibertragen.
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Beim Wachstum auf Serin sind fir die Formiat-Dehydrogenase verschiedene Funktionen denkbar, je
nachdem ob das aus Serin entstehende Pyruvat durch die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase oder die
Pyruvat-Formiat-Lyase umgesetzt wird (s. 4.3). Demzufolge ergeben sich auch unterschiedliche Interak-
tionen mit elektronentransferierenden Proteinen. Wird Pyruvat durch die PFOR oxidativ decarboxyliert,
besteht bei hohem Wasserstoff-Partialdruck die Aufgabe der Formiat-Dehydrogenase in dem Verbrauch
der Reduktionsaguivalente durch Reduktion von CO, zu Formiat. In diesem Falle missten Elektronen
von der PFOR auf die Formiat-Dehydrogenase Ubertragen werden. Im Gegensatz dazu wird Pyruvat von
der Pyruvat-Formiat-L yase redoxneutral zu Acetyl-CoA und Formiat gespaltet. Das Formiat konnte, je
nach Hohe des Wasserstoff-Partialdrucks, durch den Komplex aus FDH-II und Hydrogenase in der

Summe ebenfalls redoxneutral umgesetzt oder ausgeschieden werden.

PFORs enthalten den Cofaktor Thiamin-Pyrophosphat (TPP), [4Fe-4S]-Zentren und kommen in homo-
dimerer (A,), heterodimerer ([ab],) oder heterotetramerer (ayd) Form vor. Diese drei Arten sind phylo-
genetisch verwandt, ihr Entstehen wird durch Rearrangement und Fusion von vier Vorlaufer-Genen
erklart (CHARON et al. 1999). Die Aufklarung der Kristallstuktur der homodimeren PFOR aus Desulfovi-
brio africanus ergab, dass sich das Protein in sieben Doméanen gliedert. Pro Untereinheit enthélt es ein
Molekil TPP sowie drei [4Fe-4S]-Zentren. Ein ,atypisches' [4Fe-4S]-Zentrum befindet sich nahe der
Pyrophosphatgruppe des TPP, die beiden anderen werden von der Ferredoxin-dhnlichen Doméne V ge-
bunden (CHABRIERE et al. 1999). Doméne IV und V entsprechen der &-Untereinheit der heterotetrameren
PFOR und fehlen in der heterodimeren Form. Die rekombinant hergestellte d-Untereinheit der PFOR
vom aByd-Typ aus P. furiosus konnte in vitro Ferredoxin als Elektronen-Ubertréger zwischen PFOR und
Ferredoxin-NADP-Reduktase ersetzen (MENON et al. 1998). Dies deutet einerseits darauf hin, dass die o-
Untereinheit aus einem [8F€]-Ferredoxin entstanden sein konnte (MENON et al. 1998), andererseits zeigt
es, dass die PFOR nicht unbedingt mit eéinem Ferredoxin reagieren muss, sondern auch eine Ferredoxin-
dhnliche Doméne akzeptiert. Sowohl FdhA1/2 as auch FdhB1/2 enthaten zwei typische [4Fe-4S]-
Zentren vom Ferredoxin-Typ, deren Sequenzmotive CxxXCxxCxxxC dlerdings einen etwas grof3eren
Abstand zueinander aufweisen as die im Ferredoxin von E. acidaminophilum (32 gegeniiber 19 Ami-
nosauren). Auch HymB enthdlt im C-terminalen Teil zwel [4Fe-4S5]-Zentren vom Ferredoxin-Typ, die
einen Abstand von 19 Aminosauren aufweisen. Daher wére es durchaus mdglich, dass die PFOR die
Elektronen von ihrer eigenen Ferredoxin-dhnlichen Domane direkt auf die Ferredoxin-ahnliche Doméne
von Formiat-Dehydrogenase oder Hydrogenase Ubertrégt. Da zumindest FDH-II und die Hym-
Hydrogenase assoziiert vorliegen, wére auch vorstellbar, dass die Elektronen auf die Ferredoxin-ahnliche
Domane von HymB Ubertragen werden, und von dort auf die katalytischen Untereinheiten von Formiat-
Dehydrogenase oder Hydrogenase verteilt wirden, je nachdem, ob der Wasserstoff-Partialdruck hoch
oder niedrig ist, und somit H, oder Formiat gebildet werden kann (s. 4.3). HymB kéme in diesem Fall
eine entscheidende Rolle zu. Bei niedrigem Wasserstoff-Partialdruck liefe wahrscheinlich die Wasser-
stoff-Entwicklung bevorzugt ab, wahrend bei hoherem Wasserstoff-Partialdruck durch die Formiat-
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Dehydrogenase CO, reduziert wirde, um die anfallenden Reduktionsaquivalente zu verbrauchen. Die
Redoxpotentiale E', fir H*/H, und CO,/Formiat sind vergleichbar (-0,43 V/-0,41 V), so dass vom ther-
modynamischen Standpunkt her beide Reaktionen gleichwertig sind. M églicherwei se kénnten im nativen
Zustand auch Elektronen Uber NADPH oder reduziertes FMN Uber HymB in den Formiat-
Dehydrogenase/Hydrogenase-K omplex eingeschleust werden.

Die PFOR aus E. acidaminophilum konnte aufgrund ihrer Sauerstoff-Empfindlichkeit bisher nicht ange-
reichert werden (CLAAS 1991). Im Laufe dieser Arbeit wurde der N-Terminus eines 130 kDa-Proteins
bestimmt, der 80 % Identitét mit dem N-Terminus der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase aus C. pa-
steurianum (Acc. Nr. Y17726; Abb. 3.15) aufweist. Daher kann angenommen werden, dass es sich bei
diesem Protein um eine PFOR handelt, zumal auch die Grofe denen der homodimeren PFORs wie sie
auch C. pasteurianum besitzt, entspricht (CHARON et al. 1999). Ausgehend von dem nun bekannten N-
Terminus lief3e sich das entsprechende Gen aus dem Genom von E. acidaminophilum klonieren. Ware
die Proteinsequenz bekannt, kénnte auch festgestellt werden, ob die PFOR aus E. acidaminophilum wie
die aus D. africanus eine C-terminale Disulfidbriicke besitzt, die das Enzym vor Sauerstoff schiitzt.
Wourde diese Sequenz deletiert oder die Disulfidbriicke durch Zugabe von SH-Reagenzien reduziert, er-
hohte sich die Sauerstoff-Labilitét des Enzyms (PIEULLE et a. 1997). Sollte sich diese Disulfidbriicke in
der PFOR von E. acidaminophilum finden, sollten bei einer erneuten Aufreinigung keine SH-Reagenzien
Zugesetzt werden.

Gereinigtes Ferredoxin aus E. acidaminophilum konnte durch die teilgereinigte PFOR reduziert werden,
wenn Pyruvat als Substrat zur Verfliigung stand (CLAAS 1991). Beim Vergleich der fir das gereinigte
Ferredoxin erhaltenen Daten (CLAAS 1991) mit denen des aus E. acidaminophilum klonierten Ferre-
doxins (s. Anhang 1) deutet sich an, dass der Organimus zwei verschiedene Ferredoxine vom Clostridien-
Typ besitzt. So wurde fir das gereinigte Ferredoxin im Bradford-Test keine Absorption bei 590 nm er-
halten (CLAAS 1991), was darauf hindeutet, dass das Protein kein Lysin und Arginin enthélt. Das klo-
nierte Ferredoxin jedoch enthdlt zwel Lysine, sowie zwel Arginine. Die Gréfl3e der beiden Proteine
stimmt mit je 6,1 kDa Uberein. Eine heterologe Hybridisierung mit einer aus dem Ferredoxin-Gen aus C.
pasteurianum abgeleiteten Sonde (die Sonde ging allerdings Uber das Gen hinaus) zeigte im Southern
Blot jeweils zwei Banden pro Enzym (KEIL 1999), obwohl in der bekannten Ferredoxin-Gensequenz aus
E. acidaminophilum keine Schnittstellen vorkommen. Auch dieses Ergebnis deutet auf zwel Ferredoxin-

Gene im Genom von E. acidaminophilum hin.

Pyruvat-Formiat-Lyasen (Ubersichtsartikel: SAWERS 1999) erreichen eine redoxneutrale Umsetzung
ihres Substrates, indem die C-C-Bindung durch einen radikalischen Mechanismus homolytisch gespaltet
wird. Die PFL ist ein Homodimer von 80 — 85 kDa, wobei eine Untereinheit ein Glycyl-Radika enthalt.
Dieses wird durch ein 28 kDa-grof3es, Eisen-abhangiges PFL-aktivierendes Enzym (Act) gebildet. Das
Glycyl-Radikal stellt die stabile Speicherform des Enzyms dar, wahrend der Reaktion wird der radikali-
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sche Charakter auf zwei benachbarte Cysteine im aktiven Zentrum Ubertragen. Pyruvat-Formiat-Lyasen
wurden bisher in verschiedenen anaeroben Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien nachgewiesen
sowie die Gensegquenz bestimmt, so z. B. aus E. coli (KNAPPE UND SAWERS 1990) und C. pasteurianum
(WEIDNER UND SAWERS 1996). Der Pyruvat-Formiat-Lyase wurde in Gram-positiven und spezidll in
Clostridien bisher eine eher anabole Funktion im C1-Stoffwechsel zugeordnet, da sie tberwiegend in
Arten vorkommt, die keine Formiat-Dehydrogenase mit CO,-Reduktase-Aktivitat besitzen (SAWERS
1999; THAUER et al. 1972).

In E. acidaminophilum kdnnte durch die Aktivitét einer PFL Pyruvat redoxneutral zu Acetyl-CoA und
Formiat gespaltet werden. Das Formiat wilrde dann von der Formiat-Dehydrogenase zu CO, oxidiert
werden, die freiwerdenden Elektronen auf die assoziierte Hydrogenase Ubertragen und von dieser Was-
serstoff freigesetzt. Der reibungslose Elektronenfluss zwischen den beiden katalytischen Zentren wére
durch die hohe Anzahl von Eisen-Schwefel-Zentren in beiden Enzymen gewahrleistet (s. 4.2). Mdgli-
cherweise kann im Zuge der Umsetzung des Formiats zu CO, und H, Energie konserviert werden, die
berechnete freie Energie AG’, = —162,09 kJ wiirde theoretisch die Bildung von ATP zulassen. Die Syn-
these eines ATP bendtigt eine freie Energie von mindestens —70 kJ (THAUER et a. 1977). Die mit FDH-
Il assoziierte und vom hym-Operon codierte Hydrogenase verfligt Uber eine Untereinheit (HymD), fir
die sechs Membrandurchgéange postuliert wurden (Abb. 3.4), wie dies bei vielen Transportproteinen z. B.
auch FdhC (s. 3.1.2) der Fall ist. HymD weist keine signifikanten Homologien zu bekannten oder hypo-
thetischen Proteinen aus Datenbanken auf. Um als Membrananker zu fungieren, wére nur ein Mem-
brandurchgang notwendig, wie diesin den B-Untereinheiten der FDH-N und FDH-O von E. coli der Fall
ist (BENOIT et a. 1998). HymD koénnte flr eine Verbindung des Komplexes aus FDH-1l und Hydrogena-
se zur Membran zusténdig sein, und mdglicherweise gekoppelt an die Wasserstoff-Entwicklung durch
die Hydrogenase Protonen oder Na'-lonen tiber die Membran transportieren und so zu ihrer Energetisie-
rung beitragen. Das Plasmid pFDH1/3, dessen Insert das HymD codierende Gen enthielt, war toxisch fir
E. coli (s. 3.1.1). Die Toxizitét lasst sich durch die anderen von dem entsprechenden EcoRI-Fragment
codierten Gene (fdhAl, fdhB1, mog, mobA, fdhD) nicht schliissig erklaren. Wenn HymD ein Membran-
protein ware, dass an H*- oder Na'-Transportprozessen Uber die Cytoplasmamembran beteiligt ware,
konnte dieses Protein, wirde es ohne die tbrigen Untereinheiten der Hydrogenase exprimiert, durchaus
schon in geringen Mengen toxisch fir E. coli sein.

E. acidaminophilum wéchst im Gegensatz zu C. litorale (FENDRICH et a. 1990) nur &ul3erst schlecht mit
Wasserstoff als Elektronendonator (z. B. in Kombination mit Betain). Konnte E. acidaminophilum im
Zuge der Wasserstoff-Entwicklung Energie konservieren, wére dieses Verhalten dadurch erklérbar, dass
umgekehrt die Nutzung von Wasserstoff als Elektronenquelle dann Energie-aufwendig wére.

Konnte E. acidaminophilum durch die mit der Formiat-Oxidation gekoppelten Wasserstoff-Freisetzung
Energie konservieren, misste der Zellertrag des Organismus durch Zugabe von Formiat verbessert wer-
den, sofern der Wasserstoff-Partialdruck niedrig gehalten wird. Die bisher erfolgte Anzucht des Bakteri-
ums in Serin- und Serin/Formiat-Medium kann nicht als Beispiel dienen, da der entstehende Wasserstoff
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nicht abgeftihrt wurde. In diesem speziellen Fall verlangsamte der Zusatz von Formiat sogar das Wachs-
tum. Um die oben genannte Hypothese zu Uberprifen, kdnnte E. acidaminophilum syntroph mit einem
Wasserstoff-K onsumenten angezogen werden, wobei die beiden Organismen in getrennten Geféalzen an-
gezogen werden sollten, die Uber die Gasphase in Verbindung stehen. Der gleiche Versuchsaufbau wiirde
sich auch eignen, um festzustellen, ob E. acidaminophilum syntroph moglicherweise sogar auf Formiat
als einziger Energiequelle zu wachsen vermag, sofern eine Kohlenstoff-Quelle fir Zellsynthesen zuge-
setzt wird.

Die in diesem Kapitel diskutierten moglichen Interaktionen der Formiat-Dehydrogenase mit der Hym-
Hydrogenase, PFL, PFOR und dem Thioredoxin-System bzw. der Betain-Reduktase sind in Abb. 4.4
noch eéinmal schematisch dargestdl|t.

NH, /Trimethylamin
+ Acetyl-P .
Glycin/Betain Innen| CM | auf3en
Glycin/Betain-
Reduktase
2H"
CO
’ e 7 Na/H"
Formiat (G
‘\
Formiat 2 [H]
PFL PFOR
Pyruvat
Acetyl-CoA + CO, Acetyl-CoA + CO,

Abb. 4.4: Schematische Dar stellung mdglicher Interaktionen der Formiat-Dehydrogenase aus E. acidamino-
philum. Der Bereich der , Formiat-Hydrogen-Lyase" ist rot hinterlegt.
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Zur weiteren Charakterisierung des Serin-Stoffwechsels von E. acidaminophilum sollte die PFOR klo-
niert und sequenziert werden, um mit Hilfe von Northern Hybridisierung und semi-quantitativer RT-PCR
Aussagen Uber den Anteil von PFL und PFOR am Umsatz des Pyruvats zu erhalten. Doch unabhéngig
davon, welches Enzym den grofReren Anteil daran besitzt, die Assoziation von Formiat-Dehydrogenase
und Hydrogenase macht in beiden Féllen Sinn. Im Falle einer vorherrschenden Pyruvat-Formiat-Lyase
wirden beim Abbau des entstandenen Formiats zu CO, und H, keine Reduktionsiguival ente freigesetzt
werden. Erfolgt die Umsetzung des Pyruvats durch die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase, kénnte
HymB die Elektronen je nach Hothe des Wasserstoff-Partialdrucks auf Hydrogenase oder Formiat-

Dehydrogenase weiterleiten.

45 Bedeutung von Wolframat und Molybdat

In allen bisher bekannten Molybdo- und Wolframenzymen — mit Ausnahme der Nitrogenase — wird das
Metall durch Dithiolengruppen von einem oder zwei Pterin-Cofaktoren komplexiert. Dieser Cofaktor
wird, auch wenn er Wolfram komplexiert, Molybdopterin genannt, bzw. seltener Tungstopterin. Die
Mononukleotidform des Cofaktors (MPT) besteht aus einem tricyclischen Pyranopteridin, das eine
Dithiolengruppe sowie ein Phosphat enthalt (Abb. 4.5; JOHNSON UND RAJAGOPALAN 1982; CHAN €t al.
1995). In der Dinukleotidform des Cofaktors wird ein Nukleotid (AMP, GMP, CMP oder IMP) Uber eine
Pyrophaosphatbindung an MPT gebunden.

In Reviews werden Molybdo- und Tungstoenzyme meist getrennt voneinander behandelt, und dement-
sprechend auch in getrennte Familien unterteilt (ROMAO et al. 1997; KLETzIN 1997; KLETZIN UND
ADAMS 1996; HILLE 1996; JOHNSON et a. 1996). Die Molybdoenzyme werden in drei Familien unter-
teilt: die Xanthin-Oxidase-, DM SO-Reduktase- und Sulfit-Reduktase-Familie. Die Wolfram-haltigen
Enzyme werden mest ebenfals in dre  Familien eingeteilt: die AOR-, Formiat-
Dehydrogenase/Formyl methanof uran-Dehydrogenase- und die Acetylen-Hydratase-Familie. In den letz-
ten Jahren sind sehr viele Wolfram- und Molybdan-haltige Enzyme gereinigt und charakterisiert, kloniert
und sequenziert worden, von einigen Vertretern wurde auch die Tertidrstruktur durch réntgenkristallo-
graphische Untersuchungen bestimmt. Werden all die neuen Erkenntnisse berlicksichtigt, kann die stren-
ge Unterscheidung zwischen Wolfram- und Molybdoenzymen nicht mehr aufrechterhalten werden.

Viele Wolfram-Enzyme kommen auch in einer Molybdan-haltigen Isoform vor, und strukturell gesehen,
weist z. B. die Formiat-Dehydrogenase/Formylmethanofuran-Dehydrogenase-Familie der Wolfram-
Enzyme sehr grolze Gemeinsamkeiten zu der DM SO-Reduktase-Familie der Molybdoenzyme auf, die die
Molybdan-haltigen Formiat-Dehydrogenasen beinhaltet. Sinnvoll ist daher die Zusammenfassung der
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Abb. 4.5: Struktur modell des Molybdopterins. An die Phosphatgruppe kann ein Nukleotid (R) gebunden wer-
den.

Wolfram- und Molybdan-haltigen Enzyme (mit Ausnahme der Nitrogenase) zu einer Klasse von Mo-
lybdopterin-haltigen Enzymen wie dies auch von KISKER et al. (1999) vorgenommen wurde.

Diese kénnen in flnf Familien aufgeteilt werden, wobei sich meist in einer Familie sowohl Wolfram- als
auch Molybdén-haltige Enzyme befinden (KLETzIN 1997; KLETZIN UND ADAMS 1996; JOHNSON et al.

1996; sofern nicht gesondert zitiert):

1. Xanthin-Oxidase-Familie: Zu dieser groen Gruppe gehtren z. B. die Xanthin-Oxidasen und Xan-
thin-Dehydrogenasen, Aldehyd-Oxidase, Molybdén-abhangige CO-Dehydrogenase und Aldehyd-
Oxidoreduktase aus Desulfovibrio gigas, D. desulfuricans (REBELO et a. 2000) und D. alaskensis
(ANDRADE et a. 2000). Auch die Mo-AOR aus C. formicoaceticum gliedert sich in diese Familie

ein, ebenso eine Mo-abhéngige trimere AOR aus Sulfolobus acidocaldarius (KARDINAHL et al.
1999). Diese Enzyme besitzen einen Mo''OS-Kern, der von nur einem Molybdopterin-Cofaktor und
keinem Proteinliganden komplexiert wird. Im Falle der Aldehyd-Oxidoreduktasen weist das Protein
zZwei [2Fe-2S]-Zentren und einen MCP- bzw. MGD-Cofaktor pro Untereinheit auf. In diese Familie
wurden bisher ausschliefdlich Molybdan-haltige Enzyme eingeordnet. Sowohl C. formicoaceticum als
auch D. gigas besitzen je eine zur Xanthin-Oxidase-Familie gehdrende Molybdan-abhéngige Alde-
hyd-Oxidoreduktase, sowie eine zweite sich in die AOR-Familie einfligende Wolfram-abhéngige
AOR.

2. DMSO-Reduktase-Familie: Neben der DM SO-Reduktase (Dimethylsulfoxid-Reduktase) beinhaltet

diese sehr umfangreiche Familie die Formiat-Dehydrogenasen und die mit ihnen verwandten For-

mylmethanofuran-Dehydrogenasen, dissimilatorische Nitrat-Reduktasen, Trimethylamin-N-oxid-
Reduktase (TMAOR) und Biotin-S-Oxid-Reduktase. Das Metall wird bei den Mitgliedern dieser
Familie durch zwei MGD-Cofaktoren sowie eine Aminosaure-Seitenkette koordiniert. Diesist z. B.
Selenocystein und Cystein im Falle der Formiat-Dehydrogenasen, Cystein bel der periplasmatischen
Nitrat-Reduktase oder Serin bei der DM SO-Reduktase. Sowohl bei den Formiat-Dehydrogenasen als
auch bei den Formylmethanofuran-Dehydrogenasen wurden Wolfram- und Molybdan-haltige Ver-
treter identifiziert. Auch die Pyrogallol-Phloroglucinol Transhydroxylase aus Pelobacter acidigallici

wurde aufgrund von Sequenzhomologien in diese Familie eingeordnet (KISKER et al. 1999), ebenso
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die Selenat-Reduktase aus Thauera selenatis (KRAFFT et a. 2000). Es darf weiterhin vermutet wer-
den, dass auch die (Per)Chlorat-Reduktase aus Stamm GR-1 sich in diese Familie eingliedern wird
(KENGEN et a. 1999).

3. Zu der Sulfit-Reduktase-Familie gehdrt neben der Sulfit-Reduktase auch die assimilatorische Nitrat-

Reduktase. Die Mitglieder dieser Familie besitzen einen Mo"'O,-Kern, der von einem Molybdopte-
rin-Cofaktor sowie einer Cystein-Seitenkette komplexiert wird. Fir diese Familie ist bisher kein
Wolfram-abhéngiger Vertreter bekannt. Mit der Sulfit-Reduktase aus Huhn wurde auch fir einen
Vertreter dieser Familie die Struktur aufgekléart (KISKER et al. 1997).

4. AOR-Familie: Diese Familie enthdt Uberwiegend Wolfram-haltige Enzyme wie AOR, FOR und
GAPOR aus P. furiosus, CAR aus M. thermoacetica und C. formicoaceticum, die W-abhangige
ADH aus D. gigas sowie W-XOR aus Methanococcus jannaschii. In diese Familie gliedert sich auch
die Molybdan-haltige Hydroxycarboxylat-Viologen-Oxidoreduktase (HVOR) aus Proteus vulgaris
ein. Die Enzyme dieser Familie besitzen einen W"Y'O,-Kern, der von den Dithiolen-Schwefel-
Atomen zweier Molybdopterin-Cofaktoren koordiniert wird. Die beiden Cofaktoren liegen in der
Mononukleotidform vor und werden durch ein Magnesium-lon verbriickt. Es bestehen keine Se-
guenzahnlichkeiten zwischen den Aldehyd-Oxidoreduktasen der AOR- und der Xanthin-Oxidase-
Familie. Die wolfram-abhéngige AOR aus E. acidaminophilum, die hohe Sequenz-Homologien zu
der AOR aus P. furiosus auf weist, kann der AOR-Familie zugeordnet werden (RAUH 2000). Auch
die AOR/CAR aus C. sticklandii 18sst sich aufgrund von Sequenzhomologien (s. 3.2.1) dieser Fami-
lie zuordnen.

5. Acetylen-Hydratase-Familie: Diese Familie weist bisher nur den namengebenden Vertreter auf, die

Wolfram-haltige Acetylen-Hydratase aus Pelobacter acetylenicus. Dieses Enzym katalysiert die Hy-
dratisierung von Acetylen zu Acetaldehyd und weicht daher von alen anderen Wolfram- und Mo-
lybdan-haltigen Enzymen dadurch ab, dass es keine Redoxreaktion katalysiert. Acetylen-Hydratase
enthdlt zwei Molekile MGD pro Untereinheit und ein [4Fe-4S]-Zentrum (MECKENSTOCK €t al.
1999). Auch ein Molybdan-haltiges Isoenzym konnte isoliert werden, wenn der Organismus in Ab-
wesenheit von Wolfram angezogen wurde (KISKER et a. 1999). Bisher ist die Sequenz des Proteins
noch nicht bekannt, moglicherweise wiirde es sich anhand von Sequenzahnlichkeiten in die DM SO-
Reduktase-Familie eingliedern lassen, zu deren Mitgliedern es vom Aufbau her Gemeinsamkeiten
besitzt.

Studien mit chemisch synthetisierten Analoga der aktiven Zentren Mo- und W-enthaltender Enzyme
haben fundamentale Unterschiede in der Chemie der vergleichbaren Mo- und W- Komplexe aufgezeigt
(JOHNSON et a. 1996). W(VI)-Komplexe sind &uRerst Sauerstoff-empfindlich, thermisch wesentlich
stabiler und besitzen ein um 300-400 mV niedrigeres Redoxpotential verglichen mit ihrem Mo(VI)-
Gegenstiick. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde postuliert, dass Wolfram von biologischen Sy-

stemen nur zur Katalyse von Reaktionen mit niedrigen Redoxpotentialen bei hohen Temperaturen unter
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anaeroben Bedingungen genutzt werde und signifikante Katalyseraten in Sauerstoff-Transfer-Reaktionen
nur bei hohen Temperaturen zu erreichen seien. Andererseits sollten diese Reaktionen bei Temperaturen
um 100 °C nicht von Mo-Isoenzymen ausgefiihrt werden kdnnen (durchaus aber bei niedrigeren Tempe-
raturen), sowie Reaktionen mit relativ hohem Redoxpotential wie die Nitrat-Reduktion nicht von W-
haltigen Enzymen katalysiert werden (JOHNSON et al. 1996).

Viele dieser Vorhersagen treffen zu. So sind die meisten W-abhangigen Enzyme aus thermophilen und
hyperthermophilen anaeroben Organismen isoliert worden. Bei ihnen handdlt es sich (mit Ausnahme der
Acetylen-Dehydratase) um Enzyme, die Reaktionen mit sehr niedrigem Redoxpotential katalysieren
konnen, wie die Reduktion von Acetat zu Acetaldehyd durch die AOR oder die Reduktion von CO, zu
Formiat bzw. Formylmethanofuran durch die Formiat-Dehydrogenase bzw. Formylmethanofuran-
Dehydrogenase. Jedoch kdnnen diese Enzyme auch die entsprechenden Oxidationsreaktionen katalysie-
ren, und im Aktivitétstest in vitro laufen diese Reaktionen meist schneller ab. Formylmethanofuran-
Dehydrogenasen katalysieren in vivo die Reduktion von CO, und auch Organismen, die Uber eine W-
abhangige Formiat-Dehydrogenase verfligen, missen zumindest unter gewissen Stoffwechsel-
Bedingungen die Reduktion von CO, katalysieren konnen. Uber die bevorzugte Katalyserichtung der
AOR invivo ist nichts bekannt.

Auch die Formiat-Dehydrogenase von E. acidaminophilum passt in dieses Schema. Beim Wachstum auf
Serin kann Glycin ausgehend von CO, synthetisiert werden. Auch konnte CO, als Elektronenakzeptor
dienen, wenn der Wasserstoff-Partialdruck zu hoch ist. Andererseits wird Formiat oxidiert, um die Re-
duktasesysteme mit Reduktionsaquivalenten zu versorgen. Die Formiat-Dehydrogenase aus E. acida-
minophilum kann bei 34 °C die Oxidation von Formiat mit einer sehr hohen spezifischen Aktivitét von
bis zu 1.400 U/mg katalysieren, sie erreicht dabel Wechselzahlen von 4.200 s*. Dieser scheinbare Wi-
derspruch zu der Hypothese, nach der W-abhangige Enzyme signifikante Katalyseraten in Sauerstoff-
Transfer-Reaktionen nur bei hohen Temperaturen erreichen kdnnen sollten, lasst sich dadurch erklaren,
dass Formiat-Dehydrogenasen Oxidationen ohne Sauerstoff-Transfer katalysieren. KHANGULOV €t dl.
(1998) konnten durch massenspektrometrische Untersuchungen nachweisen, dass die Formiat-
Dehydrogenase keine klassische Oxotransferase wie die anderen Mitglieder der DM SO-Reduktase-
Familie ist (untersucht wurde Fdh-H von E. coli). Oxotransferasen Ubertragen ein Sauerstoff-Atom aus
Wasser auf das Produkt, im Falle der Formiat-Dehydrogenase wilrde als priméares Produkt Bicarbonat
entstehen:

H,O+ HCOO = HCO; +2e +2H"
Durch Oxidation von **C-markiertem Formiat in **0O-angereichertem Wasser durch FDH-H von E. coli
wurde *CO, gebildet, das keine **O-Markierung enthielt. Somit wurde bewiesen, dass CO, und nicht
Bicarbonat das primére Produkt der Formiat-Oxidation darstellt, und die Reaktion nach folgender Glei-
chung abl &uft:

HCOO = CO,+2e +H"
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Auch fir die Formiat-Dehydrogenasen aus C. pasteurianum und W. succinogenes wurde CO, al's unmit-
telbares Reaktionsprodukt bzw. —edukt identifiziert (THAUER et a. 1975; KROGER 1975) sowie fir die
FMDH aus Methanosarcina barkeri, die eine der CO,-Reduktion der Formiat-Dehydrogenase ahnliche
Reaktion katalysiert (VORHOLT UND THAUER 1997). Somit kann sowohl fir Formiat-Dehydrogenase
(einschliefdlich der Formiat-Dehydrogenasen von E. acidaminophilum) als auch fur FMDH festgestellt
werden, dass diese Proteine unter den Molybdopterin-haltigen Enzymen eine Ausnahme in Bezug auf

den Reaktionsmechanismus darstel len.

Tabelle 10: Redoxpotentiale einiger von ausgewahlten Molybdan- und/oder Wolfram-haltigen Enzymen
katalysierten Reaktionen

Enzym Redoxpaar Eo(V)!
Aldehyd-Oxidoreduktase Acetaldehyd/Acetat -0,58
Formyl-Methanofuran-DH CO,/Formylmethanofuran -0,50
Formiat-Dehydrogenase CO,/Formiat -0,43
TMAO-Reduktase (CH3)3NO/(CH3)sN +0,13
DM SO-Reduktase (CH3),SO/(CHs3),S +0,16
Nitrat-Reduktase NOs; /NO; +0,43
Sulfit-Oxidase Sulfit/Sulfat +0,52

L aus THAUER et al. 1977 bzw. Buc et a. 1999

Wie bereits erwahnt, gibt es sowohl Wolfram- as auch Molybdan-abhangige Formiat-Dehydrogenasen,
ebenso sind von der Formylmethanofuran-Dehydrogenase |soenzyme bekannt, die entweder Mo oder W
enthalten. Jedoch ist bisher keine Formylmethanofuran-Dehydrogenase aus einem hyperthermophilen
Organismus bekannt, die auch mit Molybdan Aktivitdt aufweist. Weitaus haufiger aber sind Berichte
Uber Mo-abhangige Enzyme, die ihre Aktivitét verlieren, wenn das Molybdan gegen Wolfram substitu-
iert wird (KLETZIN UND ADAMS 1996). So wird z. B. in die Nitrat-Reduktase W eingebaut, das Enzym ist
jedoch inaktiv. Die W-substituierte, ebenfalls inaktive Sulfit-Oxidase (W-SOX) wurde intensiv mittels
EPR-Spektroskopie und Deuterium-Experimenten untersucht und mit aktiver Mo-Sulfit-Oxidase vergli-
chen. Es zeigte sich, dass das aktive Zentrum der W-SOX sich nicht von Mo-SOX unterschied. Fir die
Unfahigkeit der W-SOX, Sulfit zu oxidieren, wurde das im Vergleich zum Mo(1V/V)-Paar wesentlich
niedrigere Redoxpotential des W(IV/V)-Paares verantwortlich gemacht. Diese Ergebnisse stiitzen wie-
derum obengenannte Hypothese, dass W-Enzyme keine Reaktionen mit hohem Redoxpotential wie Ni-
trat-Reduktion oder Sulfit-Oxidation ausfiihren kénnen (Tabelle 10). Der W-abhangige Pyrobaculum
aerophilum nutzt auch bei relativ hohen Wolframat-K onzentrationen Nitrat as terminalen Elektronenak-

zeptor (AFSHAR et al. 1998). Bei Wolframat-K onzentrationen, die optimales Wachstum zur Folge hatten,
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war jedoch die spezifische Aktivitét der Nitrat-Reduktase niedriger as bei suboptimalen Wolframat-
Konzentrationen. Die Autoren gehen daher davon aus, dass es sich bei der Nitrat-Reduktase um ein Mo-
lybdén-abhéngiges Enzym handelt, sich der Organismus aber an Umgebungen mit hohem Wolframat-
Gehalt adaptiert hat und durch einen unbekannten Mechanismus die Nitrat-Reduktase vor dem Einbau

von Wolfram schitzt.

Auch neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass der Austausch von Mo durch W zur Anderung des
Redoxpotentials des aktiven Zentrums fihrt, wodurch die Katalyse beeinflusst wird. Dies kann sich in
der Bevorzugung einer Reaktionsrichtung auf3ern. Als erste Molybdan-abhangige Enzyme konnten die
TMAO-Reduktase aus E. coli (Buc et a. 1999) und die DM SO-Reduktase aus Rhodobacter capsulatus
(STEWART et al. 2000) als aktive Wolfram-substituierte Enzyme gereinigt werden. Die W-substituierte
DM SO-Reduktase (W-DMSOR) wurde durch Réntgenkristallstrukturanalyse sowie EPR-Spektroskopie
untersucht und mit Mo-DMSOR verglichen. Weder Tertiarstruktur, Aufbau des aktiven Zentrums, noch
die erhaltenen EPR-Signale wichen wesentlich voneinander ab. Jedoch zeigten sich Unterschiede in der
katalytischen Aktivitét. So wies W-DMSOR eine signifikant hohere spezifische Aktivitét fir die DM SO-
Reduktion auf, war aber nicht mehr zur Katalyse der DM S-Oxidation befahigt. Mittels Redox-Titration
wurden die mittleren Redoxpotentiale E'o der Mo(VI/V)- und Mo(V/IV)-Paare der Mo-DMSOR auf
+141 mV bzw. +200 mV bestimmt, die der W(VI/V)- und W(V/IV)-Paare der W-DMSOR jedoch auf
—203 mV bzw. -105 mV. Im Vergleich zu Mo-DM SOR, nimmt W-DM SOR daher leichter die oxidierten
Zusténde (+V1 und +V) ein, W(IV) ist daher ein besseres Reduktionsmittel als Mo(lV). Umgekehrt ist
W(VI) ein schlechteres Oxidationsmittel als Mo(V1), was sich bei der W-DMSOR darin &uf3ert, dass sie
die Oxidation von DM S zu DM SO nicht mehr katalysiert.

Die W-substituierte TMAO-Reduktase aus E. coli konnte ebenfalls aktiv gereinigt werden (Buc et al.
1999). Sie zeichnete sich im Vergleich zu Mo-TMAOR durch eine erhohte Resistenz gegeniiber hohen
Temperaturen und lonenstdrken aus, erwies sich aber as sensitiver gegeniiber hohen pH-Werten. Das
Temperaturoptimum der W-TMAOR war erhoht, die Reaktionsgeschwindigkeit (bei gleicher Reaktions-
temperatur) in der Umwandlung von TMAO zu TMA war niedriger und das Enzym war Sauerstoff-
empfindlicher. Auflerdem erweiterte sich das Substratspektrum, neben TMAO und anderen N-Oxiden
konnten auch Sulfoxide wie DM SO umgesetzt werden. Wie der Austausch des Metdlls auf die Sub-
stratspezifitat einwirkt, ist noch nicht geklart.

Im Gegensatz dazu, und vereinbar mit der oben genannten Theorie, gelang es bisher nicht, Wolfram in
den Wolfram-abhangigen Enzymen (AOR, FOR, GAPOR) von P. furiosus durch Molybdén zu ersetzen
(MUKUND UND ADAMS 1996). Der Organismus wurde in Gegenwart von Molybdén angezogen und die
Enzyme gereinigt. Nach Bestimmung des Metallgehalts der Enzyme zeigte sich, dass sie in geringen
Mengen, aber ausschliefdich Wolfram enthielten, wodurch auch die Restaktivitéten erklart werden kon-

nen. Daher besteht auch die Mdglichkeit, dass das Molybdan gar nicht erst in die Zelle aufgenommen
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wird. Im Gegensatz zu dem Aufnahmesystem von E. coli, das zwischen Molybdat und Wolframat nicht
zu differenzieren vermag (RECH et al. 1996), besitzt z. B. E. acidaminophilum einen fur Wolframat
hochspezifischen ABC-Transporter (MAKDESSI 2000). Neben den beiden Formiat-Dehydrogenasen be-
sitzt der Organismus eine W-abhangige AOR, die hohe Homologien zu der von P. furiosus aufweist
(RAUH 2000). Bisher konnten aus E. acidaminophilum keine Mo-haltigen Enzyme isoliert werden. Je-
doch konnte im Rohextrakt aus Glycin-gewachsenen Zellen eine deutliche NADP-abhangige Xanthin-
Dehydrogenase-Aktivitdt gemessen werden (ZINDEL et al. 1988). Bisher ist (noch) keine Wolfram-
abhangige X anthin-Dehydrogenase bekannt.

Interessant erscheint die Tatsache, dass sofern ein Organismus W- als auch Mo-abhéngige Aktivitét eines
Enzyms besitzt, immer W- bzw. Mo-abhangige |soenzyme ausgepragt werden und nicht einfach das
Metall im aktiven Zentrum des Enzyms ersetzt wird. Daher kann angenommen werden, dass es in sol-
chen Organismen auch zwei verschiedene Proteine gibt, die das Metall in das Apoprotein einbauen und
durch irgendeinen dort verschllisselten Hinwels erkennen, welches Metall eingebaut werden muss. Orga-
nismen, die strikt von nur einem Metall abhangig sind, wie z. B. P. furiosus von Wolfram, besitzen még-
licherweise nur die W-spezifische Variante dieses Proteins, so dass die W-abhéngigen Enzyme zwar mit

Cofaktor gebildet werden, aber kein anderes Metall eingefiigt werden kann.

Interessanterweise konnte aus D. gigas eine Formiat-Dehydrogenase gereinigt werden (ALMENDRA et al.
1999), die nicht Sauerstoff-empfindlich war, obwohl sie sowohl Wolfram als auch Selen enthélt (S.
MACIEIRA, pers. Mitteilung). Die Formiat-Dehydrogenase weist eine, verglichen mit der der Formiat-
Dehydrogenase aus E. acidaminophilum oder M. thermoacetica, relativ geringe spezifische Aktivitét von
34,1 U/mg auf. Dieses Protein wird zur Zeit kristalisiert, sowie die Gensequenz ermittelt. Die bisher
bekannte Sequenz der katalytischen Untereinheit zeigt die hdchsten Homol ogien zu FAnG und FdoG von
E. coli (S. MACIEIRA, pers. Mitteilung). Die Formiat-Dehydrogenase aus D. gigas besitzt eine heterodi-
mere Struktur und weist im Unterschied zu FDH-N und FDH-O von E. coli keine Ham-enthaltene dritte
Untereinheit auf. Wenn die Strukturdaten dieser Formiat-Dehydrogenase vorliegen, wére vielleicht eine
Aussage Uber die Ursache der Sauerstoff-Stabilitdt mdglich.

4.6 DieRollevon Sden

Das Wachstum von E. acidaminophilum ist je nach Medium mehr oder weniger stark Selen-abhangig.
Auch bei der Umsetzung des Serins ist mit der Formiat-Dehydrogenase ein Selenoenzym beteiligt, ob-
wohl bei Versuchen zur Selen-Limitierung in Serin-Medium keine Reduzierung des Wachstums festge-
stellt wurde (ZINDEL et al. 1988). Im Vergleich zu den Selenoproteinen der Reduktase-Systeme besitzt

die Formiat-Dehydrogenase nur einen geringen Anteil am Gesamtprotein, so dass vermutlich bereits sehr
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geringe Mengen an Selen ausreichen. Vergleichbare Ergebnisse konnten auch durch GRANDERATH
(1993) in Bezug auf eine Wolframat-Limitierung erhalten werden.

Manche Organismen passen sich an eine moglicherwel se auftretende Selen-Limitierung im Habitat durch
eine doppelte Ausstattung der entsprechenden katalytischen Untereinheiten in Form von Selenocystein
bzw. Cystein-hatigen Isoenzymen an. So besitzt z. B. auch Methanopyrus kandleri zwei Gene fur
Sdlenocystein- und Cystein-haltige Isoenzyme der katalytischen Untereinheit der Formylmethanofuran-
Dehydrogenase. Wahrend die Gene fir die Selen-abhdngige Formylmethanofuran-Dehydrogenase
konstitutiv transkribiert werden, wird das Gen fir die Selen-unabhéngige Formylmethanofuran-
Dehydrogenase nur in Abwesenheit von Selen exprimiert. Dies deutet darauf hin, dass es sich bel der
Sden-freien Variante um ein Ersatzenzym handelt. Auch ist das Selen-haltige Enzym katalytisch
effizienter, was in kirzeren Verdopplungszeiten bei Anwesenheit von Selen zum Ausdruck kommt
(VORHOLT et al. 1997).

Der Einfluss von Selenocystein im Vergleich zu Cystein auf die Katalyse der Formiat-Oxidation wurde
fir FDH-H aus E. coli untersucht. Die Cystein-Mutante des Proteins wies nur 0,3 % der Aktivitat des
Wildtyp-Enzyms auf (AXLEY et al. 1991), die Serin-Mutante war génzlich inaktiv (ZINONI et al. 1987).
Durch Rontgenstrukturanalyse der FDH-H von E. coli (BOYINGTON et a 1997) sowie EPR-
Untersuchungen (KHANGULOV et al. 1998) wurden starke Hinweise erhalten, dass die deprotonierte Se-
lenolgruppe als Ligand des Molybdéans dient und wahrend der Katalyse das a-Proton auf einen Protonen-
akzeptor Ubertragt, mit grof3er Wahrscheinlichkeit handelt es sich dabel um His-141 (s. 4.2, Abb. 4.3).
Bei physiologischen pH-Werten liegt die Selenolgruppe des Selenocysteins aufgrund des im Vergleich
zu Cystein niedrigeren pKa-Werts (pKa(Cys) > 8; pKa(SeCys) = 5,2) vorwiegend deprotoniert, die
Thiolgruppe des Cystein jedoch protoniert vor. Wahrend die Ligation des Molybdans moglicherweise
auch durch eine Thiolgruppe tbernommen werden kann, kann die Funktion des Selenol-Anions als Pro-
tonentibertrdger nur von der deprotonierten Form der Thiolgruppe tUbernommen werden. Durch den ho-
hen pK A-Wert der Thiolgruppe bedingt, verlauft die Ubertragung des Protons auf His-141 langsamer, da
die Affinitét des Thiolat-Anions zu dem Proton, verglichen mit der des Selenol-Anions, wesentlich hdher
ist.

Nun weisen viele katalytische Untereinheiten der Formiat-Dedydrogenasen vorwiegend aerober Bakteri-
enwie z. B. R. eutropha (OH UND BOWIEN 1998), aber auch anaerober Organismen wie z. B. M. formici-
cum (SHUBER et al. 1986) im aktiven Zentrum Cystein auf, ohne dass die katalytische Effizienz
wesentlich beeintréchtigt ware. So ist der ke-Wert der S-FDH von R. eutopha mit 338 s* (FRIEDEBOLD
1994) zwar um eine GréRenordnung niedriger als der der FDH-I1 von E. acidaminophilum (4.222 s%).
Der keg-Wert der Cystein-Mutante der FDH-H von E. coli war jedoch im Vergleich zum Wildtyp-Enzym
um fast drei GréRenordnungen geringer (9 s gegeniiber 2.800 s*; AXLEY et a. 1991). Daher ist davon
auszugehen, dass das aktive Zentrum der Selen-unabhéngigen Formiat-Dehydrogenasen im Vergleich zu
denen der Selen-abhangigen Enzyme gewisse Variationen aufwelst, die eine Katalyse mit Hilfe eines

Cysteins erleichtern, indem z. B. die deprotonierte Form der Thiolgruppe stabilisiert wird. Da bisher kein
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Organismus bekannt ist, der Selen-abhangige und Selen-unabhéngige Isoenzyme der Formiat-
Dehydrogenase besitzt, wirde sich fur eine weitergehende Untersuchung dieser Problematik die der
Formiat-Dehydrogenase verwandte Formyl methanofuran-Dehydrogenase aus M. kandleri besser eignen.
Die kataytischen Untereinheiten der Selen-abhéngigen und der Selen-unabhangigen Form weisen eine
Identitét von 89 % auf (VORHOLT et al. 1997). Bisher wurden jedoch keine biochemische Charakterisie-

rung der beiden |soenzyme vorgenommen.

E. acidaminophilum besitzt auRer den beiden Formiat-Dehydrogenasen noch eine ganze Reihe weiterer
Selenoproteing, so Protein A sowie eine Untereinheit von Protein B der Glycin-, Sarkosin- und Betain-
Reduktase (WAGNER et al. 1999, SONNTAG 1998; MEYER et a. 1995), Selenophosphat-Synthetase
(GURsSINSKY et a. 2000), eine Peroxidase (PARTHER 1998; WAGNER 1997) und PrpU, ein 10 kDa-
Protein, das mdglicherweise im Zusammenhang mit der Glycin-Decarboxylase steht (LECHEL 1999;
WAGNER 1997). In Rohextrakten von mit "°Se angezogenen Zellen wurden weitere Signale erhalten, die
keinen bisher bekannten Selenoproteinen zugeordnet werden konnten (WAGNER 1997). Da in diesen
Experimenten die Formiat-Dehydrogenasen von E. acidaminophilum nicht detektiert werden konnten,
waére es denkbar, dass weitere Selenoproteine existieren, die wie die Formiat-Dehydrogenasen nur einen
geringen Anteils am Gesamtprotein besitzen und bisher nicht identifiziert wurden. Damit ist E. acida-
minophilum das Bakterium, in dem bisang mit Abstand die meisten Selenoproteine gefunden wurden.
Bisher wurde fir keines der bekannten Selenoproteine ein Selen-freies Isoenzym identifiziert. Daher
kann angenommen werden, dass E. acidaminophilum strikt Selen-abhéngig ist und als Anpassung an

Selen-Limitierung moglicherweise ein sehr effizientes Selenit-Aufnahmesystem besitzt.

4.7 Wasbraucht eine For miat-Dehydrogenase um CO, reduzieren zu kdnnen?

Wie in 4.5 bereits beschrieben wurde, kénnen Reaktionen mit niedrigem Redoxpotential besser mit
Wolfram als mit Molybdan im aktiven Zentrum ablaufen kénnen.

Aus verschiedenen Gram-positiven Anaerobiern (E. acidaminophilum, C. formicoaceticum, M. thermoa-
cetica) sind Formiat-Dehydrogenasen bekannt, die CO, zu reduzieren vermégen und Wolfram und Selen
im aktiven Zentrum besitzen (diese Arbeit; LEONHARDT UND ANDREESEN 1977; YAMAMOTO et al.
1983). Aus C. pasteurianum ist eine ,, CO,-Reduktase” bekannt, die Molybdén und kein Selen aufweist
(THAUER et al. 1973). Die Formiat-Hydrogen-Lyase aus M. formicicum, die aus einer F4,-abhéngigen
Formiat-Dehydrogenase und einer F4,q-abhangigen Hydrogenase besteht, kann Formiat reversibel zu CO,
und H, umsetzen (BARON UND FERRY 1989). Die Formiat-Dehydrogenase weist Molybdan und kein
Selen auf. Andererseits wurde z. B. fir die SSFDH von R. eutropha beschrieben, die ebenfals Molybdan
und kein Selen aufweist, dass sie kein CO, reduzieren kann (FRIEDEBOLD UND BOWIEN 1993). Welche
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Kriterien muss also eine Formiat-Dehydrogenase erflllen, damit sie die thermodynamisch ungiinstige
CO,-Reduktion zu katalysieren vermag?

Zur Anndherung an die Antwort ist der Vergleich von Nitrat-Reduktase und Formiat-Dehydrogenase
sehr interessant. Die beiden Enzyme gehoren zur Familie der DM SO-Reduktase (s. 4.5) und weisen viele
Ahnlichkeiten auf, trotzdem katalysieren sie Reaktionen mit sehr unterschiedlichen Redoxpotentialen
(Tabelle 10).

Die periplasmatische dissimilatorische Nitrat-Reduktase aus D. desulfuricans ATCC 27774 ist der FDH-
H von E. coli sehr éhnlich. Die Primarsequenz weist eine Sequenzhomologie von 33 % Identitét sowie
43 % Ahnlichkeit auf und verfiigt (iber die gleichen Cofaktoren (zwei MGDs, die an der Bindung des
Molybdans beteiligt sind, sowie en [4Fe-4S]-Cluster). Beide Enzyme wurden réntgenkristall ographisch
untersucht (BOYINGTON et al. 1997; DIAS et a. 1999). Dabe zeigte sich, dass die Tertiarstruktur der
beiden Proteine nahezu identisch ist (DIAS et al. 1999). Der fir die Formiat-Dehydrogenase postulierte
Elektronenfluss vom Mo Uber das MPT und Lys-44 auf das [4Fe-4S]-Zentrum kdnnte so, nur in umge-
kehrter Richtung, auch bei der Nitrat-Reduktase erfolgen, da das Lys-44 auch bei Nitrat-Reduktasen
konserviert ist (s. 4.2). Verdnderungen weist das aktive Zentrum auf. Anstelle des bel allen Formiat-
Dehydrogenasen konservierten His-141 befindet sich bel der Nitrat-Reduktase ein Methionin, und statt
des an der Substrathindung beteiligten Arg-333 ein Threonin.

Die Ahnlichkeit der beiden Enzyme kommt auch dadurch zum Ausdruck, dass beide das Substrat des
jeweils anderen Enzyms umsetzen kénnen. Die Nitrat-Reduktase weist eine sehr geringe, aber messbare
spezifische FDH-Aktivitét von 0,8 x 10° U/mg gegeniiber einer Nitrat-Reduktase-Aktivitét von 18,6
U/mg auf (BURSAKOV et a. 1997). Die aus dem gleichen Organismus isolierte Formiat-Dehydrogenase
besitzt eine spezifische FDH-Aktivitdt von 78 U/mg und kann gleichfalls die Reduktion von Nitrat zu
Nitrit katalysieren, wenn auch mit einer sehr geringen spezifischen Aktivita von 1,33 x 10* U/mg
(CostA et a. 1997). Der von DIAS et al. (1999) vorgeschlagene Reaktionsmechanismus der Nitrat-
Reduktase geht von einer Ausgangslage aus, in der das Molybdan durch die Dithiolen-Schwefel-Atome
der beiden Cofaktoren sowie durch die Seitenkette des Cys-140 5-fach koordiniert in der Oxidationsstufe
+IV vorliegt. Nitrat wird von dem Mo(1V) gebunden, wodurch die N-O-Bindung geschwacht wird und
das Produkt Nitrit freigesetzt wird. In diesem Stadium liegt das Molybdéan in der Oxidationsstufe +V 1 vor
und verflgt Uber einen Oxo-Liganden, der aus dem Nitrat stammt. Nachfolgend werden auf den Oxo-
Liganden zwei Protonen Ubertragen, was zur Bildung eines Wasser-Molekils fihrt, sowie zwei Elektro-
nen auf das Mo(V1), so dass nach Abdissoziation des Wasser-Molekils der Ausgangszustand wiederher-
gestellt ist. Beim Vergleich der vorgeschlagenen Reaktionsmechanismen fir Nitrat-Reduktase und
Formiat-Dehydrogenase (s. 4.2) fédlt zundchst auf, dass es sich im Gegensatz zur Formiat-
Dehydrogenase bei der Nitrat-Reduktase um eine klassische Oxotransferase handelt (s. 4.5). Die unter-
schiedlichen Reaktionsfolgen spiegeln sich zwangsl&ufig auch in dem Aufbau der aktiven Zentren wider.
Der grofte Unterschied zwischen den Reaktionen von Nitrat-Reduktase und Formiat-Dehydrogenase
liegt aber in der bevorzugten Reaktionsrichtung der Enzyme. Wahrend die Formiat-Dehydrogenase die
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Oxidation von Formiat katalysiert und das Enzym dementsprechend am Anfang des Reaktionszyklus
oxidiert vorliegt, katalysiert die Nitrat-Reduktase die Reduktion ihres Substrates Nitrat und das Enzym
liegt zu Beginn reduziert vor.

Formiat kann von der Nitrat-Reduktase nur dann umgesetzt werden, wenn der Reaktionszyklus nicht mit
einem Mo(1V), sondern wie bei der Formiat-Dehydrogenase mit Mo(V1) beginnt. Der umgekehrte Fall
tritt ein, wenn eine Formiat-Dehydrogenase als Nebenreaktion Nitrat zu Nitrit umsetzen soll, das Mo-
lybdan musste statt im oxidierten +VI- im reduzierten +1V-Zustand vorliegen. Die Umsetzung des Ni-
trats entsprache demzufolge der Rickreaktion der normalen Formiat-Oxidation, Nitrat stellt im Prinzip
also ein Produktanalogon dar. Wenn nun also eine Formiat-Dehydrogenase die Reduktion eines Pro-
duktanalogons wie Nitrat katalysieren kann, sollte sie theoretisch auch die Reduktion des eigentlichen
Produkts, d. h. eine CO,-Reduktion katalysieren kénnen.

Die Aktivitét der Formiat-Dehydrogenase &1 sich in vielen Fallen durch Nitrat- oder Azid-lonen stabili-
sieren (GRANDERATH 1993; FRIEDEBOLD UND BOWIEN 1993; AXLEY ET AL. 1991; YAMAMOTO et al.
1983). Beide Substanzen gelten als Strukturanal oga des Ubergangszustands des Formiats (LJUNGDAHL
UND ANDREESEN 1978; BLANCHARD UND CLELAND 1980). Untersuchungen zum Einfluss der as kom-
petetive Inhibitoren wirkenden Nitrat- und Azid-lonen auf die Aktivitét der FDH-I von E. acidamino-
philum hatten gezeigt, dass diese durch Azid wesentlich stdrker gehemmt wurde as durch Nitrat. Bei
Einsatz von je 5 mM wurden mit Azid nur 15 %, mit Nitrat aber 73 % Restaktivitét mit Benzylviologen
als Elektronenakzeptor gemessen (GRANDERATH 1993). Beide Substanzen vermindern die Empfindlich-
keit des Enzyms gegenuiber Sauerstoff. Dieser Effekt war bei Azid stérker ausgeprégt, weswegen Azid
zur Stabilisierung der Formiat-Dehydrogenase bei der Anreicherung eingesetzt wurde. Weder die FDH-
noch die FDH-II wurden darauf untersucht, ob sie eine spezifische Nitrat-Reduktase-Aktivitat wie die
Formiat-Dehydrogenase aus D. desulfuricans besitzen. Unter dem Aspekt, dass Nitrat vielleicht langsam
durch die Formiat-Dehydrogenase umgesetzt werden kann, ist die geringe Hemmung durch Nitrat erklar-
bar. M&glicherwei se werden Formiat-Dehydrogenasen, die auch die der Nitrat-Reduktion eher verwandte
CO,-Reduktion nachweishar katalysieren kénnen, weniger stark durch Nitrat gehemmt. Fir die S-FDH
aus R. eutropha, fur die bisher keine CO,-Reduktion nachgewiesen werden konnte, wurde beschrieben,

dass sie durch Nitrat stérker gehemmt wurde als durch Azid (FRIEDEBOLD 1994).

Die Formiat-Dehydrogenase verfligt wie alle Mitglieder der DM SO-Reduktase-Familie tiber zwei Pterin-
cofaktoren, die mit je zwei cis-Dithiolen-Schwefelatomen das Molybdan komplexieren. Der fiinfte Li-
gand ist das Selen des Selenocysteins (bzw. der Schwefel eines Cysteins in den Selen-freien Formiat-
Dehydrogenasen), die sechste Koordinationsstelle wird wahrscheinlich durch eine Hydroxylgruppe be-
setzt. An dem nach der Formiat-Oxidation erfolgenden Elektronenfluss vom Mo(V1) tber das MPT, ein
Wasser-Molekiil und die e-Aminogruppe des Lys-44 auf das S1 des [4Fe-4S]-Clusters ist theoretisch nur
ein Cofaktor notwendig (MPT 802 bei E. coli). Um die endergone Rickreaktion, aso die CO,-
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Reduktion, zu erleichtern, wére vorstellbar, dass gleichzeitig zwei Elektronen auf das Molybdén bzw. das
Wolfram Ubertragen werden missen, dass eine sukzessive Elektronenzuleitung wie es im umgekehrten
Falle der Formiat-Oxidation geschehen wirde, nicht ausreicht. In diesem Falle wére vorstellbar, dass
Uber beide Cofaktoren je ein Elektron angeliefert wird, das entsprechend auch von zwei verschiedenen
[4Fe-4S]-Zentren kommt. FDH-H von E. coli weist nur en [4Fe-4S]-Zentrum auf, wahrend Formiat-
Dehydrogenasen, die die Rickreaktion mit hohen Umsatzraten katalysieren kbnnen, meist im erweiterten
N-terminalen Bereich Uber weitere Eisen-Schwefel-Zentren verfligen. Fir den Elektronentransport
miisste zwischen dem Cofaktor und dem Eisen-Schwefel-Zentrum vermutlich auch eine elektronenlei-
tende Aminosdure vorhanden sein, die die Aufgabe des Lys-44 Uibernehmen wiirde. Mdgliche Kandida-
ten wéren z. B. Arg-48, Arg-85, Lys-146 oder Arg-155 (Numerierung nach FdhA1).

Nun verfligt auch die S-FDH von R. eutropha Uber die zusétzlichen Eisen-Schwefel-Cluster, kann aber
kein CO, reduzieren (FRIEDEBOLD UND BOwIEN 1993). Mdglicherweise waren aber auch die Bedingun-
gen fur eine CO,-Reduktion nicht optimal, da mit 2 mM NADH (Endkonzentration) relativ viel Elektro-
nendonor eingesetzt wurde. Fir die Messung der CO,-Reduktion der FDH-II von E. acidaminophilum
wurde 0,15 mM reduziertes Methylviologen eingesetzt, bei Einsatz von 6 mM war keine Reaktion zu
verzeichnen. Auch wenn die Reaktion mit Substrat gestartet wurde, war keine Aktivitdt messbar, es
musste mit Enzym gestartet werden; bei der Formiat-Oxidation gab es im Unterschied dazu keine Préfe-
renz, ob mit Enzym oder mit Substrat gestartet wurde. Fir die erfolgreiche Messung der CO,-Reduktion
der NADPH-abhéngigen Formiat-Dehydrogenase aus M. thermoacetica wurde NADPH ebenfalls in
einer Endkonzentration von nur 0,3 mM eingesetzt (YAMAMOTO et al. 1983). Auch fir die der SSFDH
verwandten Formiat-Dehydrogenase aus Methylasinus trichosporium konnte keine CO,-Reduktion beob-
achtet werden, wobei 10 MM NADH zum Einsatz kamen (JOLLIE UND LipscomB 1991). Jedoch konnte
eine CO»,-Reduktion fur die Formiat-Dehydrogenase von Pseudomonas oxalaticus gefunden werden,
obwohl diese Formiat-Dehydrogenase denen aus R. eutropha und M. trichosporium ahnlich ist (MULLER
et al. 1978).

Fir die F40-abhdngige Formiat-Dehydrogenase aus M. formicicum, die wie FDH-H aus E. coli in der
katalytischen Untereinheit nur Uber ein [4Fe-4S]-Zentrum verflgt, konnte eine reversible Formiat-
Hydrogen-Lyase-Aktivitét gemessen werden, entsprechend einer CO,-Reduktion der beteiligten Formiat-
Dehydrogenase (BARON UND FERRY 1989). Die freie Energie der Gesamtreaktion ist fir die Bildung von
Formiat aus CO, und H, leicht endergon (AG', = +3,86 kJ), aber vergleichbar der Umsetzung von For-
miat zu H, und CO, (AG, = —3,86 kJ). Interessant wéare daher, ob die Fjg-abhéngige Formiat-
Dehydrogenase auch alein zur CO»-Reduktion fahig ware, ohne dass eine parallel verlaufende exergone
Reaktion die Reduktion erleichtert.

Im Falle der Formiat-Dehydrogenasen von E. acidaminophilum, die beide Reaktionen katalysieren kon-

nen, kann vermutet werden, dass sich das Enzym nach dem Redoxzustand der Zelle richtet. Ist Formiat
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vorhanden und die Elektronen werden von der Glycin-, Betain- oder Sarkosin-Reduktase verbraucht,
liegt das Wolfram in dem oxidierten +VI-Zustand vor. Liegen keine reduzierbaren Substrate vor, wird
die Formiat-Dehydrogenase vermutlich von Enzymen wie der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase mit
Elektronen ,,vollgepumpt*, so dass auch das Wolfram reduziert vorliegt und bei Vorhandensein von CO,
diesesreduziert.

Zusammenfassend kann geschlossen werden, dass eine Formiat-Dehydrogenase mit nur einem [4Fe-4S]-
Zentrum sowie Molybdan und Cystein im aktiven Zentrum theoretisch auch die CO,-Reduktion kataly-
sieren kann, wie die Formiat-Dehydrogenase aus M. formicicum beweist, aber nicht mit hohen Umsatz-
raten. Diese z. B. be acetogenen Bakterien zum Wachstum auf H, und CO, notwendigen hohen
Stoffumsétze werden erst durch das Vorkommen von Wolfram, Selen und zusétzlichen Eisen-Schwefel-

Zentren im Enzym erreicht, wodurch die Effizienz der CO,-Reduktion wesentlich erhéht wird.

4.8 Aufbau eines Transformationssystemsfur E. acidaminophilum

Viele weiterfihrende Untersuchungen zur Struktur und Wirkung von Enzymen oder Genregulation set-
zen die genetische Manipulierbarkeit eines Organismus voraus. Auch die weitere Charakterisierung der
Selenoproteine von E. acidaminophilum einschliefdlich der Formiat-Dehydrogenase, zu deren nativer
Uberexpression bisher kein System vorliegt, wiirde durch die Transformierbarkeit des Organismus er-
leichtert, indem z. B. gezielt Mutationen in Proteine eingeflihrt werden kénnten, um deren Auswirkungen
auf die Aktivitét oder Stabilitdt des Proteins untersuchen zu kénnen. Gene unbekannter Funktion kdnnten
deletiert werden, um Hinweise auf ihre Funktion zu erhaten. Auch zur Kl&rung der Frage, ob es sich bei
den Promotoren der FDH-I von E. acidaminophilum und C. sticklandii (GRAENTZDOERFFER et al. 2000),
deren Sequenzbereiche keine Ahnlichkeiten zu Konsensus-Sequenzen bekannter Promotoren aufweisen
(WOSTEN 1998), moglicherweise um einen neuen Promotortyp handelt, kann ein Transformationssystem
genutzt werden, indem Promotorstudien auf Basis eines Genexpressi ons-Reportersystems betrieben wer-

den kdnnen. Viele weitere Anwendungen sind denkbar.

Dieim Laufe dieser Arbeit unternommenden V ersuche zur Transformation von E. acidaminophilum mit
verschiedenen Plasmiden durch Elektroporation waren bisher erfolglos. Trotzdem wurden wichtige Er-
gebnisse erzidt, die bel weiteren Experimenten beriicksichtigt werden sollten.

Die Transformierbarkeit eines Organismus steht und fallt auch mit dem Vorhandensein eines V ektorsy-
stems. Das Plasmid muss in dem neuen Wirt replizierfahig sein, d.h. einen Replikationsursprung (origin)
besitzen, der in diesem Falle von E. acidaminophilum erkannt werden kann. Da in E. acidaminophilum
keine Plasmide nachgewiesen werden konnten (SONNTAG 1998), muss auf Origins von Plasmiden ande-

rer, moglichst verwandter Bakterien zurtickgegriffen werden. AulRerdem muss der Vektor eine Determi-
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nante aufweisen, die die Selektion von transformierten gegentiber nicht-transformierten Zellen erlaubt.
Ublicherweise werden zu diesem Zweck Resistenzdeterminanten gegenliber Antibiotika verwendet. Die
Expression des entsprechenden codierenden Gens, sowie die Funktionalitét in dem neuen Wirt ist die
Grundvorraussetzung fir eine erfolgreiche Selektion. Die meist verwendeten Shuttle-V ektoren weisen
zwei Resistenzdeterminanten, sowie zwei Origins auf, um Replikation und Selektion in E. coli sowie

dem Gram-positiven Plasmid-Empfanger zu gewéahrleisten.

Zur Selektion sollte Tetracyclin verwendet werden, da E. acidaminophilum eine zum jetzigen Zeitpunkt
unerklérbare Sensitivitdt gegentiber Erythromycin besitzt, so dass nicht gewahrleistet wére, dass die
Ausprégung eines Resi stenzgens Wirkung zeigen wiirde. Auch Chloramphenicol ist aufgrund der relativ
hohen natiirlichen Resistenz weniger geeignet.

Die bakteriostatische Wirkung des Tetracyclins erklért sich durch eine reversible Inhibierung der Pro-
teinbiosynthese durch Hemmung der Bindung des terndren Komplexes Aminoacyl-tRNA/EF-TUW/GTP an
die 30S-ribosomale A-Seite des MRNA-70S-Ribosomenkomplexes in Abhéngigkeit von der Konzentra-
tion der Mg*-lonen (GRAFE 1992). Dre verschiedene bakterielle Resistenzstrategien sind bekannt:
Schutz des Ribosoms als Angriffspunkt des Antibiotikums, Reduktion der intracelluléren Konzentration
an Tetracyclin durch Efflux sowie Inaktivierung des Antibiotikums durch Modifizierung
(SCHNAPPINGER UND HILLEN 1996). Resistenzdeterminanten gegen Tetracyclin in Gram-positiven Or-
ganismen basieren meist auf dem Schutz des Ribosoms, und sind oft auf mobilen genetischen Elementen
wie Transposons, konjugativen Plasmiden oder konjugativen Transposons lokalisiert. Die Klasse der
TetM-Proteine weist Sequenz-Ahnlichkeiten zu den Elongationsfaktoren EF-Tu und EF-G auf, besitzt
GTPase-Aktivitdt und verleihen Resistenz durch reversible Bindung an das Ribosom. Das urspriinglich
aus E. faecalis isolierte konjugative Transposon Tn916 (FRANKE UND CLEWELL 1981), das Tetracyclin-
Resistenz durch die tetM-Determinate vermittelt, besitzt einen sehr weiten Wirtsbereich und konnte so-
wohl auf Gram-positive als auch Gram-negative Bakterien libertragen werden (BERTRAM et al. 1991).
Gerade auch in Clostridien konnten mit Tn916 und verwandten Transposons gute Erfolge erzielt werden
(DURRE 1993). Daher sollten in Elektroporationsexperimenten mit E. acidaminophilum Plasmide ver-

wendet werden, die eine tetM-Resi stenzdeterminate besitzten.

Da E. acidaminophilum keine eigenen Plasmide aufweist, missen Origins von Plasmiden anderer Gram-
positiver Bakterien verwendet werden. Verwendet wurden bisher Vektoren mit Replikationsurspriingen
von Plasmiden von C. perfringens, C. butyricum, sowie B. subtilis und E. faecalis (Tabelle 9). Die ver-
wendeten Plasmide wiesen aber meist eine Resi stenzdeterminante auf, deren Expression oder Funktion in
E. acidaminophilum eher zweifelhaft ist, weswegen Uber ihre Replizierféhigkeit in E. acidaminophilum
keine Aussage gemacht werden kann. Die Origins der clostridiellen Plasmide besitzen jedoch einen rela-
tiv eingeschrankten Wirtsbereich, so dass zumindest zu Beginn eher Plasmide verwendet werden sollten,

die Origins mit weitem Wirtsbereich aufweisen, wie dies fir den Origin von pIM13 aus B. subtilis sowie
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pPAMPB1 aus E. faecalis beschrieben ist. Der Wirtsbereich des Plasmidreplikons von pAMB1 umfasst
bisher die Gattungen Acetobacterium, Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus, Listeria, Sta-
phylococcus und Streptococcus (STRATZ 1991; SWINFIELD ET AL. 1990; TRIEU-CUOT ET AL. 1987;
LEBANC UND LEE 1984). Mit pM$4 (STRATZ 1991) liegt ein Vektor vor, der ein pAM[31-Replikon sowie
die tetM-Resistenzdeterminante aufweist, und daher fir weitere Versuche zur Elektroporation von E.

acidaminophilum verwendet werden sollte.

Wirtspezifische Restriktionsendonukl easen kénnen ein erhebliches Hindernis einer Transformation durch
Elektroporation darstellen. Aus E. acidaminophilum konnte die Restriktionsendonuklease Eacl vom Typ
I1S angereichert und kloniert werden. Die Bestimmung der Erkennungssequenz (5 -GGATC-3') zeigte
jedoch, dass Plasmide, die aus E. coli-Stammen isoliert werden, die Uber die dam-Methylase verfiigen,
vor dem Angriff des Enzyms geschiitzt sein sollten, da die dam-Methylase spezifisch das Adenin des
Sequenzmotivs 5 -GATC-3' methyliert. Diese Annahme wurde experimentell bestétigt. Es kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, dass E. acidaminophilum Uber eine zweite Restriktionsendonuklease ver-
flgt, die bisher nicht identifiziert wurde.

Die sehr hohen Uberlebensraten von E. acidaminophilum bei den bisher durchgefiihrten Elektroporati-
onsexperimenten deuten allerdings eher darauf hin, dass die gewahiten Bedingungen nicht ausreichten,
um die Cytoplasma-Membran zu schadigen. Dies ist insofern verwunderlich, da fir die durch Elektropo-
ration transformierten Clostridien wesentlich , schwéchere” Bedingungen ausreichten. So wurden fur
C. acetobutylicum eine Feldstarke von 5 kV/cm bel einer Kapazitéd von 25 pF empfohlen
(MERMELSTEIN et al. 1992). Fiir C. perfringens betrug die Uberlebensrate bei einer Feldstérke von 6,25
kV/cm nur noch 18 % (ALLEN UND BLASCHEK 1988). Fir Acetobacterium woodii wurde festgestdlit,
dass die Effizienz der Elektroporation bei einer Feldstarke von 10 kV/cm am hochsten war, die Uberle-
bensrate betrug unter diesen Bedingungen 10 % (STRATZ 1991). Bei E. acidaminophilum reichten jedoch
selbst 12,5 kV/cm nicht aus, um die Zellen sichtbar zu dezimieren.

Moglicherweise kann eine surface layer (S-Layer) die Elektroporation behindern. Eine surface layer ist
eine parakristaline Schicht, die aus nur einer Sorte (Glyko-)Protein aufgebaut ist und die den auf3eren
Abschluss der Zelle zu ihrer Umgebung darstellt (Reviews: SARA UND SLEYTR 2000; SLEYTR UND
BEVERIDGE 1999; BOOT UND POUWELS 1996; BEVERIDGE UND GRAHAM 1991; SLEYTR UND MESSNER
1988). Bei Gram-positiven Organismen ist die S-Layer der Peptidoglycan-Schicht aufgelagert und ver-
mutlich durch ionische Wechselwirkungen der SLH-Doménen, die meist im N-terminalen Bereich der S
Layer-Proteine lokalisiert sind (ENGELHARDT UND PETERS 1998), an sekundére Zellwandpolymere ge-
knipft. Bel Gram-negativen Bakterien ist die S-Layer der uf3eren Membran aufgelagert und bei man-
chen Archaea stellt die S-Layer sogar die einzige Zellwand dar. Die Untereinheiten weisen Grofen
zwischen 40.000 und 200.000 Da auf und werden durch nicht-koval ente Wechselwirkungen zusammen-
gehalten, in Archaea wird die S-Layer moglicherweise durch zusétzliche Disulfidbriicken verstarkt. Mit-

tels Elektronenmikroskopie konnten drei Grundtypen von S-Schicht-Gittern identifiziert werden:
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schrége, quadratische und hexagonale. Eine , Elementarzelle®, d. h. die Grundeinheit des Gitters, die sich
periodisch im Abstand weniger Nanometer wiederholt, besteht je nach Typ aus einer oder zwei (schrég),
vier (quadratisch), drei oder sechs (hexagonal) identischen Untereinheiten (Abb. 4.6). Die Poren zwi-
schen den Untereinheiten weisen — je nach Porendurchmesser — Ausschlussgréfien zwischen 15.000 und
40.000 Da auf. Die meisten aus ihrer nattirlichen Umgebung isolierten Bakterien und Archaea besitzen
eine S-Layer, viele verlieren sie aber durch Kultivierung im Labor. In Anbetracht der Tatsache, dass die
S-Layer 10 —15 % des Gesamtproteins einer Zelle ausmachen kann und bel einer Generationszeit von 20
min in einer Zelle 500 S-Layer-Molekile pro Sekunde synthetisiert werden miissen, ist nachvollziehbar,
dass Mutanten im Vorteil sind, die die S-Layer nicht mehr exprimieren. E. acidaminophilum besal bei
seiner Isolierung eine hexagonale S-Layer (ZINDEL et al. 1988) und besitzt sie auch nach nahezu 15-
jéhriger Kultivierung im Labor immer noch, wie erneute elektronenmikraskopische Untersuchungen
mittels Negativkontrastierung gezeigt haben (s. 3.6.6). Auch die verwandten Organismen C. litorale
(FENDRICH et a. 1990) und C. sticklandii weisen S-Layer auf, letzterer verfligt Uber eine des quadrati-
schen Typs (s. 3.6.6).
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Abb. 4.6: Schematische Darstellung der drei Grundtypen von S-Layer-Schichten. Jewells eine ,, Elementarzel-
le" ist hervorgehoben.

Bedingt durch ihren gitterahnlichen Aufbau, weisen S-Layer die Eigenschaften eines Molekularsiebs auf.
Daher ist durchaus vorstellbar, dass die S-Layer fur Plasmide ein schwer Uberwindbares Hindernis dar-
stellt. Untersuchungen zur Elektroporation des Wildtyps im Vergleich zu einer S-Layer-defizienten
Mutante des Gram-negativen Caulobacter crescentus (GILCHRIST UND SMIT 1991) unterstiitzt die Hy-
pothese, dass die S-Layer einen Einfluss auf die Transformation besitzt. Der Wildtyp wies nur 10 % der
Transformationseffizienz der S-Layer-defizienten Mutante auf. C. crescentus weist eine hexagonae S
Layer mit uniblich grofRen Gitterabstanden von 23,5 nm auf (gegeniber sonst 9 — 14 nm), so dass eine

noch stérkere Beeinflussung bei niedrigerem Gitterabstand erwartet werden kann.

Moglicherweise stellt die S-Layer von E. acidaminophilum auch eine Ursache dafir dar, dass der Or-

gaismus gegeniiber hohen Feldstérken immun erscheint. Eine erfolgreiche Elektroporation setzt voraus,
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dass durch das anliegende Feld die Cytoplasma-Membran geschwéacht wird und Poren entstehen, durch
die ein Plasmid in die Zelle aufgenommen werden kann. Je héher die Feldstérke ist, desto mehr Poren
entstehen und die Effizienz der Transformation steigt. Gleichzeitig nimmt die Uberlebensrate der Zellen
ab, da die Membran mancher Zellen irreparabel geschadigt wird, so dass die Zelle stirbt. Wenn durch
eine hohe Feldstarke von 12,5 kV/cm die Uberlebensrate wie bei E. acidaminophilum kaum beeinflusst

wird, kénnte dies darauf hinweisen, dass das Feld an der Cytoplasma-Membran gar nicht anliegt.

Biophysikalische Untersuchungen mit auf Tetraether-Lipidmembranen rekristallisierter S-Layer zeigten,
dass die Leitfahigkeit senkrecht zu der Schicht (d. h. in Richtung der Poren) im Vergleich zu einer Te-
traether-Lipidmembran ohne S-Layer herabgesetzt war (SCHUSTER et al. 1998). Dies kdnnte darauf hin-
deuten, dass die S-Layer zumindest einen Teil der Ladung abschirmt und diese nicht bis an die Membran
gelangt. Von einer Zelle mit S-Layer kdnnten somit Parallelen zu einem Faraday-K &g gezogen werden,
mit dem sich Hohlraume gegen statische dektrische Felder abschirmen lassen. Nach den Gesetzen der
Physik éndert sich die Feldstérke im Inneren des Faraday-K &figs nicht, wenn ein auf3eres Feld angelegt
wird und die Oberflache des Kérpersleitend ist.

Werden diese Uberlegungen berticksichtigt, erscheint zumindest erklarbar, warum E. acidaminophilum
viel hohere Feldstérken verkraftet als Gram-Positive Bakterien ohne S-Layer wie C. acetobutylicum oder
C. perfringens. Die hochste bisher verwendete Feldstarke betrug 12,5 kV/cm, durch Verwendung von
Elektroporationskivetten mit einem Elektrodenabstand von 1 mm konnte sie bis auf 25 kV/cm erhéht
werden. Wenn man die Mdglichkeit in Betracht zieht, dass an der Cytoplasma-Membran nur ein Teil der
Feldstarke wirkt, konnte die Erhdhung der Feldstérke eventuell einen positiven Effekt auf die Transfor-
mation besitzen, was zumindest in einer Abnahme der Uberlebensrate deutlich werden sollte.

Wenn auch die technisch maximal erreichbare Feldstérke von 25 kV/cm keinen Effekt zeigt, missen
andere Methoden angewendet werden, um eine Aufnahme von DNA in die Zellen zu erreichen. Ein Ziel
dieser Versuche sollte dann auch sein, eine S-Layer-defiziente Mutante herzustellen, um die Hypothese,
dass die S-Layer Ursache an der Untransformierbarkeit von E. acidaminophilum durch Elektroporation
sel, zu Uberprifen. Grundvoraussetzung fur die Herstellung einer S-Layer-defizienten Mutante ist die

Klonierung und Sequenzierung des entsprechenden Gens.

Eine weitere Méglichkeit zum DNA-Transfer besteht in der Konjugation. Auch in Organismen, die S
Layer aufweisen, oder zumindest bel ihrer Isolierung aufwiesen, wie C. difficile, C. botulinum, A. woodii
oder Bacillus stearothermophilus konnte DNA mittels Konjugation Ubertragen werden (MULLANY et al.
1994; LIN UND JOHNSON 1991; STRATZ 1991; NATARAJAN UND ORIEL 1991). Allerdings kann nicht mit
letzter Gewissheit behauptet werden, dass die bel der Konjugation eingesetzten Stamme tatséchlich eine
S-Layer aufwiesen, da dies fur die Autoren nicht von Interesse war. In al diesen Experimenten kam das
bereits am Anfang des Kapitels erwédhnte streptokokkale konjugative Transposon Tn916 zur

Anwendung. Erste Konjugationensexperimente mit E. acidaminophilum und zundchst E. coli als Donor
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wurden bereits unternommen. In verschiedenen Ansdtzen wurde versucht, das konjugative Transposon
Tn916 bzw. das konjugative Plasmid pKV12 auf E. acidaminophilum zu Ubertragen. Das Plasmid
pKV 12 besitzt einen pAMB1-Replikon sowie eine tetM-Resistenzdeterminante (STRATz 1991). Da die
Transferfrequenzen fiir eine Ubertragung von einem Gram-negativen Donor auf einen Gram-positiven
Rezipienten meist niedriger sind a's zwischen zwel Gram-positiven Organismen (DURRE 1993), wurde
aulerdem E. faecalis as Donor eingesetzt. Bisher konnten keine Transkonjuganten erhalten werden.
Moglicherweise kénnte die Effizienz durch den Einsatz subinhibitorischer Tetracyclin-K onzentrationen
wahrend der Konjugation erhoht werden, wie dies fiir die konjugative Ubertragung von Tn1545 von
E. faecalis auf Listeria monocytogenes beschrieben wurde (DOUCET-POPULAIRE et al. 1991). Es kann
jedoch nicht entguiltig ausgeschlossen werden, dass die S-Layer nicht auch einen inhibitorischen Einfluss
auf die Effizienz einer Konjugation besitzt.

Konnte Tn916 erfolgreich in E. acidaminophilum konjugiert werden, konnte das Transposon as Vektor
flr Gene genutzt werden, um z. B. fremde oder eigene Proteine zu exprimieren, auch wenn sich die Klo-
nierungen wesentlich schwieriger gestalten als mit einem Shuttle-Vektor (NORGREN et al. 1989;
NATARAJAN UND ORIEL 1991). Dasin E. cali replizierte Plasmid pAM120 enthalt das gesamte Transpo-
son Tn916 und besitzt eine singuldre BstXI-Schnittstelle, in die das gewtinschte DNA-Fragment ligiert
werden konnte. Diese Schnittstelle befindet sich in einem Bereich des Transposons, der fir den konjuga-
tiven Transfer nicht notwendig ist (NORGREN et a. 1989). Kann das Transposon nicht direkt von E. coli
auf E. acidaminophilum tbertragen werden, misste das Plasmid zunéchst in einen geeigneten Donor-
stamm Ubertragen werden. Sollen Gene exprimiert werden, muss das Fragment auch den Promotorbe-
reich mit umfassen. Auch kdnnte ein Promotor vor das entsprechende Gen kloniert werden. Dabei sollten
Promotoren von Genen von E. acidaminophilum berticksichtigt werden, die stark transkribiert werden
und deren Promotorbereich bereits durch Primer Extension-Experimente bekannt ist. Neben dem fdh-I-
Promotor, der in dieser Arbeit charakterisiert wurde, kdnnten auch die Promotoren des prpU-Gens oder
der Betain-Reduktase Verwendung finden (LECHEL 1999; SONNTAG 1998). Letzterer hétte den Vorteil
einer Induzierbarkeit durch Betain. Wére das Gen des S-Layer-Proteins bekannt, konnte zur Uberexpres-
sion von Proteinen auch der Promotor dieses Gens eingesetzt werden.

Auch kénnten mit Hilfe dieser Methode Gene ,,ausgeknockt” werden, indem in besagte Schnittstelle ein
Teil des Zielgens kloniert wird. Ein kleiner Teil der nach erfolgreicher Konjugation erhatenen Transpo-

sonmutanten enthalt dann das Transposon in dem gewtinschten Gen (NORGREN et al. 1989).

Parald zu weiteren Konjugationsexperimenten sollten Versuche erfolgen, eine PEG-vermittelte Tran-
formation von E. acidaminophilum zu erreichen. Es gibt Hinweise darauf, dass sich diese bereitsin Ver-
gessenheit geratene Methode insbesondere fir Organismen mit S-Layer eignet. Sowohl Bacillus brevis
47 as auch Clostridium thermohydrosulfuricum konnten durch Anwendung dieser Methode mit Plasmid-
DNA transformiert werden (TAKAHASHI et al. 1983; SOUTSCHEK-BAUER et al. 1985). Fur beide Stamme
wurden S-Layer beschrieben (YAMADA et a. 1981; MESSNER UND SLEYTR 1992). B. brevis 47 besitzt
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sogar eine zwei-schichtige S-Layer, die entsprechenden Gene wurden kloniert und sequenziert (TSUBOI
et a. 1986; YAMAGATA et a. 1987). Beide Stamme konnten mit brauchbaren Effizienzen transformiert
werden. Diese Methode klingt daher sehr vielversprechend in Bezug auf eine erfolgreiche Transformati-

on von E. acidaminophilum, konnte jedoch aus technischen Grinden nicht mehr getestet werden.

Es ist davon auszugehen, dass E. acidaminophilum in seiner natirlichen Umgebung durchaus zur Auf-
nahme von DNA befahigt ist, sei es durch Konjugation oder durch nattirliche Kompetenz. Wie in 3.7.6
beschrieben, weicht die Codon-Nutzung in den Genen des Restriktions-M odifikati ons-Systems erheblich
von der der anderen Gene aus E. acidaminophilum ab. Dies kann als Hinwels darauf gewertet werden,

dass diese Gene z. B. durch lateralen Gentransfer erworben wurden.

4.9 Ausblick

In einer weiteren Anreicherung aus auf Serin-gewachsenen Zellen sollten beide Formiat-
Dehydrogenasen homogen isoliert werden, nachdem in Vorversuchen der Verbleib von FDH-I geklart
wurde. Durch die homogene Darstellung der FDH-I wiirde sich die Frage klédren lassen, ob auch diese
Formiat-Dehydrogenase mit der Hydrogenase assoziiert vorliegt oder ob den beiden Isoenzymen beim
Wachstum auf Serin verschiedene Aufgaben zukommen. Bel der Anreicherung sollten auch weitere in-
teressante Enzyme wie die katalytische Untereinheit HymC der Eisen-Hydrogenase, die Pyruvat-
Ferredoxin-Oxidoreduktase und die Pyruvat-Formiat-Lyase verfolgt bzw. wenn mdglich angereichert
werden.

Durch biophysikalisch-chemische Untersuchungen wie EPR- und M dssbauerspektroskopie kdnnten die
aufgrund von Sequenzmotiven postulierten Redoxzentren der Proteine nachgewiesen werden sowie Ein-
blicke in den intramolekularen Elektronentransport erhalten werden. In diesem Zusammenhang wéren
auch Experimente sinnvoll, unter Erhalt der Aktivitat bzw. ohne Zerstdrung von Struktur oder der Co-
faktoren, insbesondere der Eisen-Schwefel-Zentren, eine Trennung der einzelnen an dem Formiat-
Dehydrogenase/Hydrogenase-Komplex beteiligten Proteinspezies zu erreichen, um dann die einzelnen
Untereinheiten untersuchen zu kénnen.

Nach vollsténdiger Sequenzierung der Gene der Pyruvat-Formiat-Lyase, sowie der Klonierung der Pyru-
vat-Ferredoxin-Oxidoreduktase ausgehend von dem bekannten N-Terminus oder mittels heterologer
Hybridisierung, sollten Expressionsstudien unter Anwendung von z. B. semi-quantitativer RT-PCR kl&-
ren, welchen Anteil diese beiden Enzyme beim Wachstum auf Serin an der Umsetzung des Pyruvats

besitzen.
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In E. coli exprimiertes AFdhA1 kdnnte zur Herstellung von Antikorpern verwendet werden, mit denen
man die Lokalisation der Formiat-Dehydrogenase(n) in der Zelle beim Wachstum auf verschiedenen

Medien untersuchen kdnnte.

Die bisher nur auf Genebene untersuchte Formiat-Dehydrogenase sowie die CAR/AOR aus C. sticklandii
sollten zur néheren Charakterisierung angereichert werden. Dabei ist insbesondere von Interesse, ob es
sich wie in E. acidaminophilum ebenfalls um Wolfram-abhangige Enzyme handelt. Die Anreicherung
der CAR/AOR konnte auch klaren, ob das Protein eher den AORs oder den CARS zuzuordnen ist.

Die fur die Zukunft wichtigsten Experimente betreffen die Entwicklung eines Transformationssystems
fUr E. acidaminophilum. Bereits jetzt waren viele Versuche denkbar, die eine Manipulierbarkeit des Or-
ganismus bendtigen. So z. B. Untersuchungen zur Funktion unbekannter Gene, zur Regulation der
Genexpression, zur naheren Charakterisierung von komplexen nicht in E. coli exprimierbaren Proteinen

durch Mutationsstudien oder auch einfach nur zur Uberexpression solcher Proteine.
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5 Zusammenfassung

1. Die Strukturgenregionen von zwei verschiedenen Formiat-Dehydrogenasen wurden identifiziert.
Beide Gensédtze zeigen die Anordnung fdhBA und codieren eine Selenocystein-haltige Formiat-
Dehydrogenase. Die katalytischen Untereinheiten FdhA1 und FdhA2 weisen 66,6 % Identitét, die
potentiell e ektronentransferierenden Untereinheiten FdhB1 und FdhB2 50,8 % Identitét auf. Die
katalytischen Untereinheiten der Formiat-Dehydrogenasen von E. acidaminophilum weisen eine
N-terminale Extension in einer Lange von 220 Aminosauren auf, fir die ein [2Fe-2S]- und drei [4Fe-
4S]-Zentren postuliert werden konnen. Die C-terminale Doméne (ab Aminosaure 220) bindet die
beiden Molybdopterin-Cofaktoren, die das Wolfram komplexieren, sowie ein weiteres [4Fe-4S]-
Zentrum. Die elektronentransferierenden Untereinheiten FdhB1l und FdhB2 weisen hohe
Homologien zu den N-terminalen Regionen der katalytischen Untereinheiten auf, weswegen fir sie

ebenfalls ein [2Fe-2S]- und vier [4Fe-4S]-Zentren postuliert werden kénnen.

2. Mittels Northern-Blot-Hybridisierungen wurde die Expression der beiden fdh-Operons untersucht.
Die beiden Strukturgene der FDH-1 fdhAl und fdhB1 werden gemeinsam mit den stromabwarts gele-
genen Genen mog, mobA und fdhD transkribiert. Der Transkriptionsstartpunkt wurde mittels primer
extension bestimmt und befindet sich 343 bp stromaufwérts von fdhB1. Die Promotorregion weist
keine Ahnlichkeit zu K onsensusequenzen bekannter Promotoren auf. Stromabwaérts von fdhD kénnen
zwei potentielle Terminatorstrukturen postuliert werden.

Die Strukturgene des fdh-Gensatzes |1 werden in einer 5,4 kb-mRNA gemeinsam mit dem stromab-

waérts gelegenen fdhC-Gen transkribiert, das fur einen Formiat-Carrier codiert.

3. Beide Gensétze werden konstitutiv exprimiert, jedoch Gensatz | auf 100-fach héherem Niveau im
Vergleich zu Gensatz |1 beim Wachstum auf Glycin. Nach Induktion durch Serin (40 mM) wird die

Expression des Gensatzes Il der des Gensatzes | angeglichen.

4. Stromaufwaérts des fdh-Gensatzes | wurde das hym-Operon identifiziert, das eine vermutlich Mem-
bran-assoziierte Eisen-Hydrogenase codiert. Es umfasst die vier Gene hymABCD, wobei hymA und
hymB elektronentransferierende Untereinheiten und hymC die katalytische Untereinheit der Eisen-
Hydrogenase codieren. Fir das von hymD codierte Protein wurden sechs Membrandurchgange po-
stuliert. Die Eisen-Hydrogenase it reich an Eisen-Schwefel-Zentren, fir HymA kann ein [2Fe-25]-,
fir HymB ein [2Fe-2S]- und drel [4Fe-4S]- sowie fur HymC ein [2Fe-2S]- und drel [4Fe-4S]-
Zentren postuliert werden. HymC enthalt auRerdem das [H]-Cluster, das weitere sechs Eisen-Atome

aufweist.

5. Die FDH-II liegt beim Wachstum auf Serin- und Serin/Formiat assoziiert mit der vom hym-Operon
codierten Hydrogenase vor. Aus Zellen, die in Serin/Formiat-Medium gewachsen waren, konnte die

FDH-1I im Komplex mit HymB homogen dargestellt werden. Sie besitzt eine molekulare Masse von
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540.000 Da und weist eine apparente (apy,)»-Struktur auf, wobei o und 3 als katalytische bzw. elek-
tronentransferierende Untereinheiten der Formiat-Dehydrogenase FdhA2 und FdhB2 identifiziert
wurden und y as elektronentransferierende Untereinheit der Hym-Hydrogenase HymB. Mittels
Neutronenaktivierung konnte im Enzym Wolfram, Selen, Eisen und Zink, sowie in geringen Mengen
Cobalt und Chrom nachgewiesen werden. Der das Wolfram komplexierende Molybdopterin-
Cofaktor wurde nachgewiesen. Das Enzym besitzt eine hohe spezifische Aktivitat und kann neben
der Formiat-Oxidation auch die CO»-Reduktion mit hohen Umsatzraten katalysieren.

6. Die katalytische Untereinheit der FDH-I, FdhA1, wurde heterolog in E. coli exprimiert, jedoch wur-
de das Selenocystein-codierende TGA-Codon as Stopcodon erkannt, so dass nur ein verkirztes
Protein gebildet wurde. Die Cystein-Mutante, in der Selenocystein gegen Cystein ausgetauscht war,
konnte in voller Lange exprimiert werden. Durch Unterschiede in der Codonnutzung zwischen E.
acidaminophilum und E. coli wurden die Proteine nur bei Coexpression von in E. coli seltene tRNASs
exprimiert. Trotz verschiedenster Variationen der Anzuchtbedingungen wurde das Protein stetsin in-
clusion bodies exprimiert. Durch Deletion der N-terminalen Extension der katalytischen Untereinheit
wurde ein geringer Teil des Proteins in der |6dlichen Fraktion gefunden, was darauf hindeutet, dass

die Probleme durch den Cystein-reichen N-terminalen Teil des Proteins ausgel st werden.

7. Durch heterologe Hybridisierung konnte im Genom von C. sticklandii eine Formiat-Dehydrogenase
identifiziert und sequenziert werden. Das fdhA-Gen, das fir die katalytische Untereinheit der For-
miat-Dehydrogenase codiert, weist ein in-frame TGA-Codon auf, so dass es sich ebenfalls um ein
Selenocystein-haltiges Enzym handeln sollte. Die katal ytische Untereinheit gehért zu der Gruppe der
Formiat-Dehydrogenasen des kiirzeren Typs, die nur ein [4Fe-4S]-Zentrum aufweisen. Stromabwarts
des fdhA-Gens ist ein Gen lokalisiert, das fir ein potentiell elektronentransferierendes Protein co-
diert, fUr das vier [4Fe-4S]-Zentren vom Ferredoxin-Typ postuliert werden kénnen.

Stromaufwarts des fdhA-Gens von C. sticklandii wurde auf dem komplementéren Strang ein offener
Leserahmen identifiziert, dessen abgel eitete Proteinsequenz signifikante Homologien zu der Wolf-
ram-abhangigen Aldehyd-Oxidoreduktase (AOR) aus P. furiosus aufweist. Der N-Terminus zeigt ei-
ne hohe Ahnlichkeit zu der ebenfalls Wolfram-abhéngigen Carbonsiure-Reduktase (CAR) aus
C. formicoaceticum, diese Enzyme katalysieren die Reduktion von Carbonséauren zu Aldehyden mit
hoherer Effizienz im Vergleich zu den AORSs. Die bisher vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass
es sich bei dem von dem car/aor-Gen codierten Protein eher um eine CAR handelt.

Die Transkription der Formiat-Dehydrogenase a's auch der CAR/AOR wurde mittels RT-PCR nach-

gewiesen.

8. Die zur Transformation von E. acidaminophilum durchgefiihrten Elektroporationsexperimente waren
bisher erfolglos. Méglicherweise behindert die surface layer des Bakteriums eine Transformation

durch Elektroporation, indem sie als eine Art Faraday-K &fig wirkt.
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Auch die Ubertragung des konjugativen Transposons Tn916 war bisher nicht erfolgreich. Als

Donatoren wurden E. coli und E. faecalis verwendet.

9. Aus E. acidaminophilum wurde die Restriktionsendonuklease Eacl isoliert und charakterisiert. Sie
gehdrt zum Typ IS, erkennt das asymmetrische Sequenzmotiv (5'-GGATC-3') und schneidet nach
vier Basen im Oberstrang bzw. 5 Basen im Unterstrang. Das M ethylase-Restriktase-M odifizierungs-
system wurde kloniert und sequenziert. Beide Proteine wurden in E. coli exprimiert, die Aktivitdt der
exprimierten Methylase konnte nachgewiesen werden.

Die beiden Gene weisen eine Codonnutzung auf, die sich von der in E. acidaminophilum blichen
deutlich unterscheidet, was auf den Erwerb des M ethylase-Restriktase-M odifizierungssystems durch

horizontalen Gentransfer hindeutet.
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“orfl
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GAATTCAAAAAAGAACCCCAGAGTATCCATAGT TTTTCAAGAACCGAGGCT GATGCCAT GGCTCTCAGT AAGAAAAAACATAGAAT TCCCAAT AAAGGGAGAGATATGTAAAAGCGAGT C
NS KKNPRVSI VFQEPRLMPWLSVRIKNI EFWZPI KGEI CKSE S

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGAAAAGAGAGT CGAAAGGCAGCT GGACAT GCTGGGGATAAAAGCT TTTGAAAATGCTTATCCCAGCCAGAT T TCCGGAGGT AT GGCACAAAGAGT ATCCCT GGGGAGGACTCTTTGCTA
EKRVEROQQLDMLGI KAFENAYPSQI S GGMAQRVYVYSLGRTILTCY

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
TGAGCCGGACATAATACT AATGGACGAGCCT TTGGGEGEECCCT TGAT GCAT TCAACAGAAAAAAGCT GCAGGAT GAGAT TGT GAAAATAT TTCAAAAT GAGAAAAAAACAATACTGT TTGT
EPDI I L MDEPLGALDAFNRKIKLOQDEI VKI FQNEZKTZKTI L FV

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
AACTCATGATGT GGAGGAAGCT CTGCT GCTCGGACAGAAGGT GCTTGT AAT GGAAGAGGGAAGGATAAAAGAAAGCAT AAATGT GAATAT GGGT TATCCCAGAAACCCAT CGT CAAATGA
T HDVEEALLLGQKVLVMETEGRI KESI NVNMGYUPRNPSSNE

orf2
490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
GATGATTAATCTCAAGAAAAGAATACT CTCTCTTATATTCGAGTAAAAAGGAGT GGTATGAAT GGAT AACAGAATAGGCGT AAT CGCAATAAT AAT TGAAGACAAGGAAAGT GT GCAAAA
MI NL KKRI L SL I F E * M DNRI GV I A1l | I EDIKESV QK

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720
GGCCAATGCCGTAATGAGCGAATAT T CGGATATGATAGT AGGAAGAAT GGGGATACCCT ATAAGGAGAAAAAT GT AAGT GTTATATCAATAATAGT TGATGGAAATACAGAT GAGATAGG
ANAVMSEYSDMI VGRMGI PYKEKNVSVI SI I VDGNTUDTEI!I G

orf3
730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840
TGCGT TGT CGGGAAAACT GGGAAATAT TCCT GGGGT GATGGTAAAAAGCGCGCT TACTAAAAAATAAAAT GGAT TAAAT TCAAT TAAGCT GCAAATAAAT TTTCGT TGGAGGAGATGT TT
AL SGKL GNI PGVMVIKSALTKK* M F

850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960
ATGAAAAGGAT TAAAACT GCCGCAGCAATGCTGCTGTCTGTAATGCTTGT TTTT TCGGGAT GCGCACCCAAGGAT GCAGGAACT TCGACT GAAACGGGCAATATAGAGAAAATAAATATA
MKRI KTAAAMLILSVMLVFSGCAPIKUDAGTSTETSGNI EKI NI

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080
TCTTATGTGAAACT GCCCCTTAACATGCCT TCTATAGT TGAGAAGGAAAAAAACAT GT T TGAGGAGGAAT TTGGGAAAGACGGCATAGAAGT GACAT TCCCGGAAATAACT GAAGGCTCA
S YVKLPLNMPSI VEKEIKNMMFEETEFGKDGI EVTFZPEI TEGS

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
AAGATGACACAGGCTGT TGCAGCAGGCTCTCTTGATTT TTGCAATGCCCT GGGAGGT ACGT CGGCAAT ACT TGCGGCT GCAAACGGAGT GGATATAAAGATAAT CGGCATATACAGCAGG
K MTQAVAAGSLDFCNALGGT SAI LAAANGVDI K1 I GI Y SR

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320
GCGCCAAAGGCT T TCACT GTAATGACAAGAAGCCAGGACATAAAT GGACT GGCTGACCT TAAAGGCAAAAAGGT TGCAGGACCT AAGGGGACAATACT GCATCAGCT TTTAATAGCCGGA
AP KAFTVMTRSQDI NGLADLI KGKIKVAGPIKGTI L HOQLULI AG

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
TTAAGT GAAGCAGGCAT GT CGGT GGAT GACGT GGAAT TCAT AAACAT GGGAAT ACCAGAGGCGGT TGCAGCGATGAACAGCGGCAATGT GGATGT TGCACT TGT TGCCGGGCCTGCGGT T
L SEAGMSVDDVEFI NMGI PEAVAAMNSGNVDVALVAGPAWV

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
ACAAAGGCAGT TTCGGACGGAGCCAAGGT GATAACT ACGGGAGAAGGT CTTTTAGAT GCTACGATAGT AATAGCCACAAGCGGCAAAT TCAT CAAAGAGCAT CCCGACAT GACAGCGAGA
T KAV SDGAKVI TTGEG GLLDATI VI ATSGKT FI KEHPDMT AR

1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
TATATGGCT GT CCACTCAAGAAGCCT TGAT TTCAT GAAGGACAATAGGGAAGAGACT AT GGAAAT GGCAGCAAAAGAAACCGGAAT AT CAAAAGAAGAT GTAGAAAAAAT GTACGACT GG
YMAVHSRSLDFMKDNRETETMEMAAKET GI S KEDVEIKMMYDW

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
TATGACTTTAATCCTAGCATAACT CAAAAGGAT GT TGAAGAACT TGAAAAGACACAGGAGT TCCT GCT TAAAAACGGCAT GCT CGAGAAGGGAATAGACATAAGT AGCATAATAGACAAT
Y DF NP SI T QKDVEELEI KT QEFLILI KNGMLEIKTGI DI S$5s I | DN

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920
AGTTTCGTTTCAAAATAGAATACTAAAACAAT ACAAACT AATTAAT GOCGGACACAACACAAGT GCOOGGCAT TTTTGGTATAAT CATGATATAAAT CAAGAT ACATTGCAGAGGT GOGT
S FV S K * N DA

uvrC

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040
CATGT TCGATATCAAAAAGCAGCT TTCAATGCTTCCGGACT CTCCGGGAGT ATACAT CATGAAGGAT TCAACGGGGGACAT CATATATATAGGBCAAGGCCAAGT CTCTAAAAAACAGAGT
MF DI KKQL SMLPDSPGVYI MKDSTSGDI I YI GKAKSILIKNR RV

2050 2060 2070 2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160
GAGGCAGTAT T TCGGCTCACACGGAAAGAGCAGCCCAAAGGT CGAGGCAAT GGT GGGCAACATAAGCGAGT TCGAGT ATATAATGACT GACT CCGAGCTAGAGGCTCTGATACTCGAGT G
R QY F GSHGKSSPIKVEAMVYGNI SEFEYI MTDSELEALI L ETC

2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280
CAACCTAATCAAGAAGCACAGGCCCAAATACAACATAATAT TCCGCGACGACAAGACAT ACCCCT TCATAAAGGT GAGCGT CAAT GAGGAT TAT CCAAGGGT GCTCAAGGT CAGAAGCAT
N LI KKHRPKYNI I FRDDIKTY®PFI KVSVNETDYZPRVLIKVRSWM

2290 2300 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
GAGGGAGGACGGAGCGAAGT ATT TCGGCCCGT ATACAAGCGAAGGAGCGGT CAACGACGT AATAAGCCT CATAAGGAGGAT TTAT CCCATAAGGAAGT GCAAGAACGACATAAAGCGCAT
REDGAKYZFGPYTSEGAVNDVI SLI RRI YPI RKCKNDI KRWM

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520
GATCCAGCGAGGGGAGCGGECCAT GCAT CAACT AT GACAT AGGCAAGT GCACAGGGCCCT GCAGGGGAAT CGACGCAAGAGAGCAGT ACATGCAGAT GATAGACGAGATAGT CACGT TTCT
I Q R GERPCI NY DI GKCTOGPCRGI DAREQYMQMI DEI VTF.L

2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640
CTCGGGAAGGAGCGAGACGCT CATAGAAT CCATAGAGCAGCAAAT GCAGGT AGCT GCGGAGAGGCT CGACT TTGAAAAGGCAGCATAT TTTCGT GACAAGAT CGGCAGCCTCAGGATACT
S GRS ETWLI ESI EQQMQVAAERLUDEFEIKAAYTFRDIKI GS LRI L

2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730 2740 2750 2760
CGCGCAGAGGCAGAAGATAGT CTCGAAAAGCT CGGTGGACCAGGATTTCATCGCAGCT TAT TTCTAT GAAGGCAAGGCGT GCATACAGGTATTTT T TGT GAGGGAAGGCAGGATAATAGG
A QRQKI VSKSsVDQDFI AAYFYEGKACI QVFFVREGRI I G

2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880
CAGGGAGCACT TCGT TGT GGAGGATGT GCTTGAGGAACAAAAAGGT GAGGT GT TCGCCT CCTTCATAAAGCAT T TCTACT CGT ATCAGGGAT TCAT TCCAAGT GAGATACTCATAGAGAG
REHFVV EDVLEEI QK GEVFASTFI KHFYSYOQGFI PSEI LI ES

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000
CGAAACAGGGGAGGAT GAAGT TCTCCAAAGCT GGCTCGAGAGCAT AAAAGGGCGT AAGGT CCAT AT AAAGGT CCCTCAAAAGGGCGAGAAGCGT GAAAT GAT TGAAAT GGT GAAGAAAAA
ETGEDEVLQSWLESI KGRKVHI KVPQKGEIKREMI EMYV KKN

3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
TGCCAGAGAGT CGGCGGAAAAATTTTCTAAT GT GAGCAGGCT CAAAGAT TCACAGGAGCT GCTGGAGGAACT CAGAAGT TTGCT TGAGCT TGAAGAAACT CCAAACAGGATAGAAGCCT T
ARESAEKFSNVSRL KD S QETLILEELRSLILELTEETU®PNRI EATF



Anhang |: Sequenzen von E. acidaminophilum 154

3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240
TGACATAT CAAACAT ACAGGGAGT GGAT TCGGTAGGT TCCATGGT TGT GT TCACT CGCGGAAGGAAAGACT CCAAGGAGT ACAGGCGCT TTAGAAT CAAGACGGT GCAGGGT CCTGATGA
DI S NI QGVDSVGSMVVFTRGRIKDS SI KEYRRFRI KTVQGZPDD

3250 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
CTATTCATCACTCTATGAGATAGT CCT TCGGAGGCT TAAAAAGT GGAGCGGT CGT CCGGAT CTCAT GCTAAT AGACGGAGGAAGAGGACAGGT AGGGGT TGT CAGCAGGECTGCTACTGGA
Yy S sSLYEI VLRRLIKIKWSGRPDLMLI DGGRGQV GV VSIRLILILE

3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480
GCTTGGAGT AGACAT CCCGGT GT GGGGAAT GT ACAAGGACGACAAGCACAGGACT CGCGGACT TGT AAGCCT CGAGAGGGAGAT AGAGCT CAAAAAAT CATCGCAGCTATACAGATTCAT
L GvDI PVWGMYKDUDIKHRTRGLVSLEREI ELKIKSSOQLYRF.I

3490 3500 3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
ATGCACCATACAGGACGAGGCGCACCGGT TTGCAATAGACT ACCACAGGT CGCTAAGGCACGGAAAGCT TAAAAGGT CAGT GCTTGATGATATAGCT GGGGT TGGT GAGAAGCGAAAGCT
C Tl QDEAHRFAI DYHRSLRHGKTLI KRSVLDDI AGVY GEIZKRKL

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720
GCTTCTGATTTCGCACT TTAGGT CGGT CGAGAATAT AAGGAACGCCAAGCT CGAGGAGT TGAAGGCGAT TTCAGGCATAAGCGCGGAAGT GGCAGAGCGGATATATATGT TTTTCAGGGA
L LI SHFRSVENIRNAKLTEELIKAI SGI SAEVAERI YMFTFRE

hpr K
3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840
GGAAGGTAAAAT TGACAGAAGATAAAAAAGT CAGCGT AAGCATGT TCATAAAAGAGCT TGAACT GGAGGT TGT GCACAAGGGCGAGAATACCGACTATGAAATAAT TTCATCAGATATCA
E GK I DRR*
M TEUD KK KVSVSMFI KELELEVVHIKGENTWUDYZE EI 1 S$S DI N

3850 3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920 3930 3940 3950 3960
ACAGGCCGGCGCTCCAGT TTGCGGGAT TCT TTGAACACT TCGCATATGACAGGGT GCAGGT TATAGGCAAGGGAGAGCATGAT TAT TTCGGCACGCT TGACAGGEGCTACCAGGCTAAGEC
RPALQFAGFFEHFAYDRVQVI GKGEWHDYZFGTULUDRATIR RLRTR R

3970 3980 3990 4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080
GCTTAGAAAAGCTGT TTTCATACGAGATTCCTGT GCTCGT GCTTGCCAGAGGGCT GGAT T TCAGCAGCGACACTATAAACAT GGCGAAAAAGT ACAACAGGATAATAATAAGATCACAAA
L EKLFSYEI PVLVLARGLIDFSSDTI NMAKIKYNRI I I RSQM

4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200
TGTCTACAACCAAATTCATAAACAAGGCAT CAGGATACCT GAGT GAAAAGCT TGCGCCT TCAAAAACAGT GCACGGCGT GCTTGT CGACATATACGGCATAGGCGTACTGCTCATGGGCA
S TTKFI NKASGYLSEKLAPSKTVHGVLVDI Y GI GVLLMGHK

4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320
AAAGCGGGGT CGGAAAGT CGGAGACGGCGCT TGAGCT TGT GAAGCGGGEECCACAGECT TGT GGOGGAT GATGCCGT TGAAATCAGAAGGAT TGAGGATGATAT GCTTGT GGGAGAGECGC
S GV GKSETALELVKRGHRLVADDAVEI RRI EDDMLVGEATP

4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410 4420 4430 4440
CGGATATTTTAAAGTACCT GATGGAGATAAGAGGCGT GGGGATACT CGATATCAAAAAT CTTTATGGGGT AGGCGCCATAAGGACT AACAAGGT TGT GGAGATGGTAGCAGAACT TGAAT
bl LKYLMEI RGVGI L DI KNLYGVGAI RTNIKVVEMVAEILEY

4450 4460 4470 4480 4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560
ACTGGGAAGAAGGCAAGT AT TATGACAGGCT TGGAAT TGAT GAGGAGT ATAT GACGCT GCTCGACGT GCCTGT GGAAAAGAT CGT TATACCCGT AAAACCCGGAAGGAATCTTGCCATGA
WEE EGKYYDRLGI DEEYMTULULDVPVEIKI VI PVKPGRNLAMI

4570 4580 4590 4600 4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680
TAATAGAAGT AGCAGCCAAAAAT TACAGGCAGAAAAACAT GGGCTATAAT GCAGCTAAAAT TTTCAAT GAAAAGCT GCT TAAAAAGCT CAGT GACT GAGAT GAATAAACAAGT GCCAAAT
I EVAAKNYROQKNMGYNAAKI FNEJKILILIKI KL S D*

4690 4700 4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800
GATGAATAAATATTAATGGTGT TTCATCAGGAAGAACT AGAAACGGCGAAT TGT TATTAAAT TCACAT TTTGCCAGGAGT GCATAATTATTAAATTCACAAAAATAATGATGT TGAAATT

4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4890 4900 4910 4920
CGAAATAT GAATCAAAAAAGACCCTTGTAGAAGGGT TCTTTTTACTATATGCAAGT TTTTTCAATATATACACCATAACGCAGGGGAGT TCTTTTGT TTTGGGAAT TCAGECGGGT TGAA

4930 4940 4950 4960 4970 4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040
TTTGGCAAAAGCGGACAAAGCAAGAAGAGAGCAAACAT AAACCT GGAAT CGT GT TAAAAAAT TAATAAAAATATAGT TTCGATGT TGTTTTATTGT TATTTGT TTGATATAATCTAGGAA

5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110 5120 5130 5140 5150 5160
AAGCTTTTCATAGT TGATAAACAAACAT TTCAATATTAATTTACCGT TTCAAAAGCT TTTTAAACATGTATTTTCCAAATGCAAAACT CAATACATCACTGAAATGAATTCCAGAACTTA

hymA
5170 5180 5190 5200 5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280
ATTTAACAACTCAAATTTTATATTTCTAATTTTTTATATTTCTAAATTTTTTTTGT TTATTTTTCTATTTTTTTAAAAAAAGGAGT GGGAT TTTAATGCCGAAAAATGTTTTCACAGAAG
M A KNV FTEE

5290 5300 5310 5320 5330 5340 5350 5360 5370 5380 5390 5400
AGAATTTCAAAAAACTAGACCAAGT AATAGCT GAGT ACAAGGGAAAGCCGGGECGCT TTAATGCCGGT TCT TCACGAAGCT CAGAAAATAT T TGGCTGCGTAGCT CTTGAAGT TCAAAAGA
NF KKLDOQVI AEYKGKPGALMPVLHEAQKI FGCVALEV QKK

5410 5420 5430 5440 5450 5460 5470 5480 5490 5500 5510 5520
AAATATCTGAAGGT CTTAACATACCT T TGGCAGAAATCTATGGAGT TGCAACATTCTATTCTCAGT TTTCAT TAGAGCCAAAGGGAGACTATGTAGT TGGAGT TTGCCTTGGAACT GCAT
Il S EGLNI PLAEI YGVATTFYSQFSLEPKGDYVVGVYCLGTATC

5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600 5610 5620 5630 5640
GTTATGTAAAAGGCT CTCAGT CAATAATTGACAGGGT TTGCAAGGATCTTGACCT TGAAGT AGGAAAGACT TCTGCT GATGGCAAGT TCACAGT AGT TGCCACAAGAT GCGT TGGAGCAT
Y VKX GSQSsI | DRV CKDLDLEVYVYGKTSADGKZFTVVATHRTCVGATC

5650 5660 5670 5680 5690 5700 5710 5720 5730 5740 5750 5760
GCGGACTGGCGCCTGT TATGACAATAAACGAAGAT GTATACGGCAAGATAGT TGCAGAT GATGT TCCTGGAATACT TGCAAAATATTAATATATAATTTTTCGT GAAATACAAGATGATG
GLAPVMTI NEDVYGKI VADDVZPGI L AKY™*

hynB
5770 5780 5790 5800 5810 5820 5830 5840 5850 5860 5870 5880
ATTGGAGGTATTATGTGATGGATTATAAAAACACTATTTTGGT TTGT GCGGGAACTGGATGTATGTCTTCTTCTTCACT TAAAATACT TAAGAGACT AGAGGACCT TATGGCT GAGAAGG
MDYKNTI LVCAGT GCMSSSSLIKI L KRLETDLMATETKG

5890 5900 5910 5920 5930 5940 5950 5960 5970 5980 5990 6000
GTATTCTTGAGCAGACTAAGATTGTAAAGACT GGCTGCT TTGGACT TTGCT CTGTAGGACCGATAGT AATAGT ATACCCT GAAGGCGCAT TCTACGCT CACGT TCAGGAAGAAGATGCAG
I L EQTKI VKTGCFGLCSVGPI VI VYPEGAFYAHVYOQETETDAD

6010 6020 6030 6040 6050 6060 6070 6080 6090 6100 6110 6120
ACAGAATAGT TAACGAGCACCT GATAGGCGGCAAAATAGT AAAAGACCT TCT TTACAAGGAAGCT TTGCT TGAAAACGGAGAAATAAGACCT TTTGAGGAGGT TCCTTTCTACAACAAGC
RI1 VNEHLI GGKI VKDLILYKEALLENGEI RPFETEVPFYNSKNOQ

6130 6140 6150 6160 6170 6180 6190 6200 6210 6220 6230 6240
AGGT GAGGATAGCGCT TGAGCAT TGCGGACGT ATACAGGCT GAAGACAT AAACGACT ATAT TGAAACT GCAGAAGGCT ACGAGGCAAT CAAAAAAGCTATAACAAAAAT GACAAGAGAAG
VRI ALEHCGRI QAEDI NDYI ETAEGYZEAI KKAI TKMTRED

6250 6260 6270 6280 6290 6300 6310 6320 6330 6340 6350 6360
ATGTAATAGAGGAAAT CAAAAGAT CAGGCCT TAGAGGAAGAGGCGECGEECEECT TCCCTACAGGACT CAAGT GGCAGT TCGCATACAAT GCGCCGGGAGATCAAAAATACGT TATATGTA
V1 EEI KRSGLRGRGGGGFZPTG GLKWQFAYNAPGDU QKYVI CN
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6370 6380 6390 6400 6410 6420 6430 6440 6450 6460 6470 6480
ACGCTGACGAAGGT GACCCGGGAGCAT TCATGGACAGAT CAGT GCT TGAAGGAGACCCT CACGCT GTAAT AGAGGCCAT GATGATAACT GGT TACGCCATAGGAGCTAACCACGGATATA
A DEGDZPGAFMDRSVLEGDPHAVI EAMMI TGYAI GANHGY.

6490 6500 6510 6520 6530 6540 6550 6560 6570 6580 6590 6600
TATATATAAGAGCCGAGTATCCTGT TGCTATAAAGAGACT TGAGATAGCAT TGGCACAGGCAAGAGAGT CAGGATACCT TGGCAAGAAT GTAAT GGGAACAGATTTTGAAT TTGACATCG
YI RAEYPVAI KRLEI ALAQARESGYLGKNVMGTU DTFETFDI E

6610 6620 6630 6640 6650 6660 6670 6680 6690 6700 6710 6720
AGCTGAAACT CGGAGCCGGAGCT TTCGT AT GCGGT GAGGAGACT GCTCTTAT CAACT CTATAGAAGGAAAACGT GGAAT GGCAAAT CCAAAGCCACCGT TCCCGGCAAACGAAGECGTAT
LKL GAGAFVCGETETALI NSI EGKRGMANPIKZPPFPANEGVW

6730 6740 6750 6760 6770 6780 6790 6800 6810 6820 6830 6840
GGAAAAAACCTACAAT AAT AAACAACGT AGAGACGCT TGCAAACGT TCCAAAGATAATACT TAAAGGAGCAGACT GGT TTGCT TCAATAGGAACT GAAAAAT CTAAGGGAACTAAGGTTT
K KPTI I NNVETLANVPKI I L KGADWFASI GTEIKSIKGTKVF

6850 6860 6870 6880 6890 6900 6910 6920 6930 6940 6950 6960
TCGCTCTTGGOGGAAAGAT AAACAACGT TGGACT AGT TGAGGT TCCAAT GGGAACT ACACT AAGAGAGAT AATATAT GAAGT AGGCGGAGGAAT TCCAAACGGCAAGGCGT TCAAAGCCG
AL GGKI NNVGLVEVPMGTTLREIIT YEVGGGI PNGKATFZ KAV

6970 6980 6990 7000 7010 7020 7030 7040 7050 7060 7070 7080
TTCAAACCGGAGGACCAT CAGGAGGATGTATAACAGCTGACTATCT TGACACT CAAATAGAT TTCGACT CGCTTACCGCT CTAGGT TCTAT GATGGGT TCAGGCGGTATGATAGT TATGG
QT &66PSGGCI TADYLDTOQI DFDSLTALGSMMGS GGMI V MD

7090 7100 7110 7120 7130 7140 7150 7160 7170 7180 7190 7200
ACGAAGACAACT GCATGGT TGACATAGCCAAAT TCTTCCTTGACT TTACAGT GGAAGAGT CATGCGGAAAAT GTACT CCT TGT AGAGAAGGCACAAAGAGAATGCTTGAAATACT TGAGA
EDNCMYVDI AKFZFLDFTVEESCGKT CTWPCRESGTI KRMLTEI L ER

7210 7220 7230 7240 7250 7260 7270 7280 7290 7300 7310 7320
GAATATCAGAGGGACATGGAACT CTTGAAGACCT TGACAAGCT TGAAAGACT TGCAAATACAAT CAAGT CAACT GCTCT T TGCGGACT TGGACAGACAGCT CCAAACCCAGTACTTTCAA
I S EGHGTULEDLUDI KLERLANTI KSTALTCGLGQTAPNPVL ST

7330 7340 7350 7360 7370 7380 7390 7400 7410 7420 7430 7440
CTCTTAAATACTTCAGAGATGAGT ACGT GGCT CACGT TGT TGACAAGAAGT GCCCAGCGGGGGT TTGTACAGCGCT TCTAGAGTACT TCATAACAGACAAGT GCATAGGCTGTACTAAGT
L KYFRDEYVAHVVDIKIKCPAGVC CTALIULEYZFI TDKZCI GCTZKTZC

7450 7460 7470 7480 7490 7500 7510 7520 7530 7540 7550 7560
GCGCTAGAGT GTGTCCGGT TACTGCTATAAGCGGCAAGGT TAAGGAAAAGCACGT AATAGATACAGATAAGT GCATAAAGT GCGGCGCTTGTATGGATGCT TGT CCTGTAAACGCTATAA
ARV CPVTAI SGKVKEIKHVI DTDI KT CI KCGACMDATCPVNAII

hynC
7570 7580 7590 7600 7610 7620 7630 7640 7650 7660 7670 7680
TTAAGAAATAACT TAATCCTACTAAAT AT GGAAAGAGGT GTAGATGATAT GGT GAATAT TACTATAGAT GBCAGACAGGT GACAGT TCOGGCTAACT CTACT GTGCT TGATGCTGCCAGA
K K * MV NI TI DGRQVTVPANSTVLDAAR

7690 7700 7710 7720 7730 7740 7750 7760 7770 7780 7790 7800
GATATGGGCATAAATATACCAACTCTTTGT TATCT TAAAGACATCAAT AAGACT GGCGCT TGCAGAATGT GT CTTGT TGAAGT TGAAGGAATAAGGAATCTTCAGACTGCTTGTACTTTC
DMGI NI PTLCYLIKDI NKTGACRMCLVEVESGI RNLOQTATCTF

7810 7820 7830 7840 7850 7860 7870 7880 7890 7900 7910 7920
CCGGT AAGAGACGGT CTTGTAGT AAAGACGAAT ACAAAGAGAGT AAGAGACGCAAGAAGAGACAACCT TCAGCTAATACT TTCAAACCACCACAGAGAT TGCCTGTCATGCTTTAGAAAC
PVRDGLVVKTNTIKRVRDARRDNLIOQLI L SNHHRDTCLSTCTFRN

7930 7940 7950 7960 7970 7980 7990 8000 8010 8020 8030 8040
GGAAGCT GCGAGCT TCAGGCTCTAT GCGACGACAT GGGCCTTTCAGAGCT TGAT T TCGAGGCGCCAAAAGAGCT TAAGCCT GTAGACAT GCTTTCCCACT CGATAGT AAGAGACCCAAAC
GSCELQALCDDMGL SELUDFEAPIKELI KPVDMLSHSI VRDFPN

8050 8060 8070 8080 8090 8100 8110 8120 8130 8140 8150 8160
AAATGCATACT TTGCGGAAGATGCGT AGCT GT TTGTAACAAGGT TCAGGAAGT AGGCATACT TGCAT TTACAAACAGGGGT GT TGAAACT GAGGT TGCTCCTGCATTTGCTACAAGCATG
K ¢l LCGRCVAVCNKVQEVGI L AFTNRGVETEVAPAFATSM

8170 8180 8190 8200 8210 8220 8230 8240 8250 8260 8270 8280
GCAGATGCTCCATGCATATACT GT GGACAGT GCGT GAATGTATGT CCTGT TGCAGCT CTTAGAGAAAAAACAGACAT AGAAAAAGT TTGGGAAGT ACT TGAAGATGAAACTAAGCATGT T
A DAPCI YCGQCVNVCPVAALRETIKTDI EKVWEVLEDTETKHYV

8290 8300 8310 8320 8330 8340 8350 8360 8370 8380 8390 8400
GTAGT TCAAGT TGCACCT GCGGT TAGGGCGGCACT TGGAGAGAT GT TCGGCAAT CCGATAGGAACAAGGGT TACAGGAAAAAT GT TCACT GCGCT TAAAAT GCT TGGAT TCCAGAAGGTA
VVQVAPAVRAALGEMFGNPI GTRVTGKMFTALIKMMLGTF QK V

8410 8420 8430 8440 8450 8460 8470 8480 8490 8500 8510 8520
TTCGACACCAACT TTGCAGCCGACCT TACAAT AAT GGAAGAAGGAACAGAGCT TCTTGGAAGAAT CAAAAACGGAGGAACT CTTCCGATGATAACT TCT TGCT CGCCTGGCT GGATAAGA
FDTNFAADLTI MEEGTELULGRI KNGGTULUPMI TSCSZPGWI R

8530 8540 8550 8560 8570 8580 8590 8600 8610 8620 8630 8640
TACGTTGAGCACT TCTATCCAGAATTGCTTGACCACGTATCTTCAT GCAAGT CGCCGCAGCAGAT GATGGGAGCAGT GCTTAAGT CTTACTATGCAGAAAAGAACAACATAGCGCCTGAG
Y VEHFY®PELILUDHYSSCKSPQQMMGAVLIKS SYYAEIKNNI APE

8650 8660 8670 8680 8690 8700 8710 8720 8730 8740 8750 8760
AACATGATAGT TGT TTCAGTAATGCCAT GTATAGCCAAGAAGACT GAGT CGGCCAAGGAAGAAAT GAAAAACGT TCACGGAACAAGGGACGT TGACATAGT TCTTACTACAAGAGAGCTT
NMI VVSVMPCI AKKTESAKEEMKNVHGTRDVDI VLTTRE'L

8770 8780 8790 8800 8810 8820 8830 8840 8850 8860 8870 8880
GGCAAGATGATAAAAGAGGCAAGGAT TGAAT TCAACGAT CTTCAAGACAGCAAT CCTGACGAGT TCT TCGGAGACT ACACT GGAGCCGCT GTAATAT TCGGAGCGACAGGCGGAGI TATG
GKMI KEARI EFNDLO QDS SNPDEFFGDYT GAAVI FGATG GG GVWM

8890 8900 8910 8920 8930 8940 8950 8960 8970 8980 8990 9000
GAAGCTGCTATAAGAACGGT TGCT GACATAGT AAGCGGACAAGAGCT TGAAGACAT CGAATATACT GCGGT AAGGGGACT TGAAGGCAT CAAGGAAGCT GCAGT TAAAATAGGCGATCTT
EAAI RTVADI VSGQELEDI EYTAVRGLEGI KEAAVKI GDIL

9010 9020 9030 9040 9050 9060 9070 9080 9090 9100 9110 9120
GAGGT TAAGGT TGOGGT TGCACACGGAACT GCAAAT GCCGGAAAGCT TATGGAT T TAGT TAGAGAT GGCAAAGCT GACTACCACT TTATTGAGAT AATGGGAT GCT CAGGCGGCTGTGTA
EVKVAVAHGTANAGKLMDLVRDGKADYWHZFI EI MGCSGGTCV

9130 9140 9150 9160 9170 9180 9190 9200 9210 9220 9230 9240
ACAGGCGGAGGCCAGCCACACGT TGACT CAAGAACCAAGGAAAAGGT AAAT GT GAAGCT TGAAAGAGCAAAGGCT CTAT ACACAGAAGACAAGCT TAGGGACAAGAGGAAGT CTCACCAC
T GGGQPHVDSRTIKEIKVNYKLERAKALYTEH DI KTLRDIKRIKSHH

9250 9260 9270 9280 9290 9300 9310 9320 9330 9340 9350 9360
AACGAGT CTGT TAAGAGGCT TTAT GAAGAGT ACCT TGGAAAGCCT AACGGCCACAAGGCT CACGAGCT TCTTCACACT CACTACAAAAAGAGAGAACT AT TCTAACAGAATATACT GAGT
NESVKRLYEEYL GKPNGHIKAHETLLMHTMHYKI KRETLF*

hynD
9370 9380 9390 9400 9410 9420 9430 9440 9450 9460 9470 9480
ATTGCCAGTAACTAAAGGCAGGAGT GAACGT TGCTCCTGCCTTTAGT TTTTTCAACCAATATATTTCTTTACTAATATGGT TAAAAATGT TAGCATTTTATTATAATGGAATCATATATT
MNVAPAFSFFNQQYI SLLI WL KMLAFYYNGI I YL
9490 9500 9510 9520 9530 9540 9550 9560 9570 9580 9590 9600

TACATATTGAAT TTATCAGAAGAGGAGT GGGAAATATGAAAAAGAAGAT GT CGGCAT CATACATAGCCAGGACT GGAATACTGCTTGOGCT TGCATTGCTGT TCCAGGT TGECTTTCAGA
HI1I EFI RRGVGNMKIKIKMSASYI ARTGI L L ALALLFQVGTFAQS



Anhang |: Sequenzen von E. acidaminophilum 156

9610 9620 9630 9640 9650 9660 9670 9680 9690 9700 9710 9720
GCTTTGCTCAGCCAGCCGT AGGGECCGCTTGTAAACAT GGT GCTCATACTAAGCACACT TACTGT TGECCCT GCT GCAGGAGT TACAGT GGGATGCT TTACGCCGCTTATAGCATTTCTGC
FAQPAVGPLVNMVLILSTLTVGPAAGVTVGCEFT®PLI AFTLIL
9730 9740 9750 9760 9770 9780 9790 9800 9810 9820 9830 9840
TTGGAATTATGCCGCTTTTTCCGCT TGT GCCAGT GATAATGCTGGGCAATTCACT TTATGTAATAGT GT TCGAAGCT GTAAGAAAGCCT CTGGCGAGAT ACGGCGAGGT TGCAGGGGT AA
GI MPLFPLVPVI MLGNSLYVI VFEAVRKPLARYGEVASGUVI
9850 9860 9870 9880 9890 9900 9910 9920 9930 9940 9950 9960

TAATAGCAT CAGCTGTGAAATATGCGT TCCTGGCAT TCTCTGT CAGGAAACT GCTTGTGCTTTTCATGCCTAAGGT TCCGCCGCAGATAGT GECTGCATTTTCATTGCCTCAGCTGTATA
I AS AVKYAFLAFSVRKLLVLFMPKVPPQI VAAFSLUZPOQQLYT

9970 9980 9990 10000 10010 10020 10030 10040 10050 10060 10070 10080

CGGCATTGGT GGGCGGAATACT TGCACT TGTAGT CTACAGGCT TTTTAAAAAAAAT TAT TAAAT GT TTGAT TGT GCAGAT GGATTAAATTCAGAAAAT TGCAAGAT TATCAAAAAAATAT
ALV GGI L ALVVYRLFIZKIKNY?™ >

10090 10100 10110 10120 10130 10140 10150 10160 10170 10180 10190 10200

CATTTCAGAAAAGCAGAT TTGACAGCATAGAAAAT CAGCAAGCAT AAGAACAGGGGAGCGACAT AGACGGOGCGCCCCTGT TCTTATGT TTGCATATAAAAAAACAT ACAGGGTATAAAT
>

e, R € mmm e mmmmmmmaaa R

10210 10220 10230 10240 10250 10260 10270 10280 10290 10300 10310 10320
AATTCATAAAAAAACAAT CATGAAAAAT GCATAAAAGAGACGAAGT TTGTCAAATTTATAATAT TTGCAATAGT TTGTATAAAAAATTATAATAATACCAACAGT TTCAATAATTATATG

fdhB1
10330 10340 10350 10360 10370 10380 10390 10400 10410 10420 10430 10440
CATATGT TGGTATAGCTAATATAAAAAAGAACAGT AGGAT GAAAT TCGCATAGGAGGGT TAAGT TGAAAAAAGT TAATGT TGT AAT AGACGGAAGAAGCAT CAGT GTGCCT GAAAGCCAT
M KKV NVVI DGRSI SV PESH

10450 10460 10470 10480 10490 10500 10510 10520 10530 10540 10550 10560
ACTATAATAAT GGCTGCAAAGGAGCT TGGAATAGAAAT TCCAGCGCT TTGT TACGAACCAT CACT TGAAATAGT GGCGT CCTGCAGGATAT GCGT TGT TGAGAT TGAAGGT TCTCGCAAG
T1 I MA AKELGI EI PALCYEPSLEI VASCRI CVVEI EGSRK

10570 10580 10590 10600 10610 10620 10630 10640 10650 10660 10670 10680
TTAGAGACT GCATGCTCAACAAAGGT TTGGGACGGGAT GAATGT TCAAACCAAGT CCGAAAGGGT TAT CAAGGAAAGAAGACAGATACT GCAGCTGCTTCTTGACAACCATCCGAACGAC
LETACSTIKVWDGMNYQTIKSERVI KERRQI L QLULLUDNHPND

10690 10700 10710 10720 10730 10740 10750 10760 10770 10780 10790 10800
TGCCTTACATGCCAGAAGGCGGGECGAGT GCCTGCT TCAAAAGT ATGCAT ACGAAT ACGACGT CAAGT TCGGCGACGAGAGCT CGGAAAT AGACCT CAAGGT CGACAAGAGCAATCCATAC
CLTCQKAGETCLLOQKYAYEYDVIKFGDESSEI DL KVDIKSNPY

10810 10820 10830 10840 10850 10860 10870 10880 10890 10900 10910 10920
GTATACAGGGACGAGAGCAAGT GCATACT CTGCGGCAGAT GCGT AAGGAT ATGCGCCCAGAT TCCGGAAAGAT CTGT CCTTTGCT TTGCAAACAGGGGECACCGAAAT GAAAATAGCGGCA
VYRDESKTCI LCGRCVRI CAQI PERSVLCFANRGTEWMKI AA

10930 10940 10950 10960 10970 10980 10990 11000 11010 11020 11030 11040
GACTATGACAAGACAAT GGGAAGCT CAAGCT GCGT GGCGT GCCAAAGAT GCGT GAGCGT AT GCCCGGT GGGAGCACT TAT GGACGGCAGGECT TAT GGGAAGACACAGAAGCT GGGAGT GC
DYDIKTMGSSSCVACQRCVYVYSVCPVGALMDSGRLMGRHRSWETC

11050 11060 11070 11080 11090 11100 11110 11120 11130 11140 11150 11160
GAAAAGGAGCATATAAAAT GCACT GT GTGCCAGT ATGGCT GCGACT TCGAAT TGCT TAAAAAAGGCAGCAAAAT TGT CGGTGT CAGGT CTATGGCGCCT GBCGECGEGAAGECCCCTTTGC
EKEHI KCTVCQYGCDTFELILIKIKG GSIKI VGVRSMAPGGGRPLTC

11170 11180 11190 11200 11210 11220 11230 11240 11250 11260 11270 11280

CTGAAGGGAAGGCTCACAAACGAGCT AAACTATGT CGATAT GAGCGAGCT TGCGCCTGTATACAT GAAAAAGGGCGAGGAGT ACGT ACAGACAAGCT GGGT TGAGGCGCTTGCGCTTCAC
LKGRLTNELNYVDMSELAPVYMKI KG GETEYVQTSWVEALALH

fdhAl
11290 11300 11310 11320 11330 11340 11350 11360 11370 11380 11390 11400
AGCGCTGATAAACAGGATAGAAAAGCT GGAAGAAAGATAGAT GGGT TTTATAAAGGGAGGAT TAAAAAT GGT GT TAGT CAAGAT AGACGGCCGCGAGCT CGAGGT GCCCAAGGACTATACT
R LI NRI EKILEER* MV LVKI DGRELEVZPKDYT

11410 11420 11430 11440 11450 11460 11470 11480 11490 11500 11510 11520
ATACT CAAGGCGT GCGAGGCGECGEEGAGCGAAAATACCCACT TTCT GCTACGACGAGAGGCT TTCAAGGCACGGAGCCGEEGECATGCAGGATAT GTCTTGTAGAGAT TGAAGGGCAAAGA
Il L KACEAAGAKI PTFCYDERLSRHGAGACRI CLVEI EGAQ QR

11530 11540 11550 11560 11570 11580 11590 11600 11610 11620 11630 11640
AACCTCATGCCATCATGTACT GAGAAGGT ATGGGAAGGAAT CTCTGTAT TTACAAAGAGCGAGAGGGT CATAAAGGAGAGGAAGGGCATACT CGAGCTGATGGT TCAAAACCATCCGCTG
NLMPSCTEIKVWEGI SVFTIKSERVI KERKGI L ELMYVYQNHPIL

11650 11660 11670 11680 11690 11700 11710 11720 11730 11740 11750 11760
GACTGCCT TACAT GCGAAAAAT CGGGAGACT GCAAGCT GCAGGACT ACT GCTATGAGT ATGGT GTGACAGGT ATAAAAGGGCT CGAAGAGAGAGT TCTGCCTGTAGACGAGAGCAAT CCG
DCLTT CEIKSGDT CIKLOQDYTCYEYOGVTS GI KGLEERVLUPVDESNTP

11770 11780 11790 11800 11810 11820 11830 11840 11850 11860 11870 11880
TTCTACACGT TCGATCCCGACAAGT GCATACTAT GCGGCAAGT GCGT AAGGGT GT GCGAAGAGCT GCAGGGCACAAGAGCCATACT AATAT CTGAAAGAGGT CCTGT TGCCAAGGT TTCG
FYTFDZPDI KT CI LCGKCVRVCEELW QGTRAI LI SERGPVAIKUVS

11890 11900 11910 11920 11930 11940 11950 11960 11970 11980 11990 12000
ACTCAGT TCGAGGAGGGECCT TGAAAAT TCGCCGT GT GT AT CAT GCGGAAACT GCGT TTCCTACT GCCCT GT GGGAGCCT TGCT GCCAAAGAGCAAGACT GAACACAGGGT ATGGGAAACG
T QFEEGLIENSPCVSCGNCVSYCPVGALLUPIKSIKTEHRVWET

12010 12020 12030 12040 12050 12060 12070 12080 12090 12100 12110 12120
AAAAAGGT CAGGACAACAT GTTCATAT TGCGGECGT AGGCT GCCAGCT TGAGCT TATAGT TAAGGGAGACGAGGT TGT GGGT GT GCAGCCT GCAAT GGGAGCT GGGAAT GACGGACT GCTT
K K VRTTT CSYCGVGCOQLELI VKGDEVVY GV QPAMGAGNDGILL

12130 12140 12150 12160 12170 12180 12190 12200 12210 12220 12230 12240
TGCGT TAAGGGCAAGT TTGCCTATAACT TTGTAAAT CACCCT GACAGGCT CAAAAAACCGCT GAT CAGAAAGGACGGAGT CCT TGT GGAGGCGACCT GGGAAGAGECTCTTTCGCTAGT G
CVKGKFAYNFVNHPDRLI KK KPLI RKDGVLVEATWETEALSLYV

12250 12260 12270 12280 12290 12300 12310 12320 12330 12340 12350 12360
GCTAAAAAGAT CAGCGATATAAAAAGT CAGCACGGEGEGCCGAT TCAAT TGCGGGT CT TACCT CTGCAAGAT GCACAAACGAGGAGAACTATCTTTTTCAGAAGCTCCTGCGEECTGTTGTG
A K KI s DI KSQHGADSI AGLTS SARCTNETENYULTFOQKLILRAVY

12370 12380 12390 12400 12410 12420 12430 12440 12450 12460 12470 12480
GGGACAAACAACGT GGACCACT GCGCAAGGCT CTGACATGCT TCCACT GT TGCAGGT CT TGCAACAACACT TGGAAGCGGT GCTAT GACT AACAGCATAGCT GAGACGAGATACAACGAT
GTNNVDHCARLUMHASTVAGLATTLGSGAMTNSI AETRYNTD

12490 12500 12510 12520 12530 12540 12550 12560 12570 12580 12590 12600
GTGATATTCGT TACAGGCT CAAACACAACAGAAAACCAT CCT GTAATAGCT GCGCAAAT GAAGCAGGCAGT CAAGAAT GGAGCCAAGCT GATAGT GGCTGATCCAAGGAGAATTGAGCTG
V1 FVTGSNTTENHPVI AAQMKIOQAVIKNGAKILI VADPRRI EL

12610 12620 12630 12640 12650 12660 12670 12680 12690 12700 12710 12720
GCCGACTATGCGGACGT CTTCCTGCAGAT AACGCCT GGCACAAACATAGCGCT TTTGAATGCCATGATGAACGT AATAAT AAGCGAAGGT CTTCAGGATAAGAAGT ATATAGAAGACAAG
ADYADVFLQI TPGTNI ALLNAMMNYVI I SEGLOQDIKTZKY I EDK

12730 12740 12750 12760 12770 12780 12790 12800 12810 12820 12830 12840
ACGGAAAACT ACGAAGAGCT TGT TGGGCT TGCAAAAAGGT ACACT CCGGAAGAGGCT GCCAGAAT AT GCGGAGT TGACGCGGAGGACAT TAGAAAAGCAGCAAGAATATATGCAAGT GCA
T ENYEELVGLAKRYTPEEAARI CGVDAEDI RKAARI Y ASA
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12850 12860 12870 12880 12890 12900 12910 12920 12930 12940 12950 12960
GACAAAGCAGGAATATACT AT GCCAT GGGAAT AACGCAGCATATAAGCGGT ACGGATAATGTAATGT CGATATCCAACCT GGCGCTGCT T TGCGECAACAT AGGCAAGGAGECGGECGEEA
DKAGI YYAMGI TQHI S$SGTDNVMSI SNLALILTCGNI GKEAASG

12970 12980 12990 13000 13010 13020 13030 13040 13050 13060 13070 13080
GTCAACCCTTTGAGAGGCCAAAACAACGT TCAGGGECGCCT GCGACAT GGGAGGACT TCCGGGAGACCT TCCGGEGGT ACCAGAAGGT TATAAGT CCTGAGGT CATAGAGAAGT TTGAAGCG
VNPLRGQQNNVQGACDMGGLUPGDLUZPGY QKVI SPEVI EKTFEA

13090 13100 13110 13120 13130 13140 13150 13160 13170 13180 13190 13200
GTATGGAGCGCGAAGCT TTCCAGCAAGGT GBGACT TACT GTGCCGGAGAT GCT GACT GAAGCCT CAAACGGCAACAT AAGGAT GATTTATATAAT GGGAGAAAACCCAATGGT TTCAGAC
VWSAKTLSSKVGLTVPEMLTEASNGNI RMI YI MGENPMVSD

13210 13220 13230 13240 13250 13260 13270 13280 13290 13300 13310 13320
CCTGACATAACCCATGTAAAACAT GCGCT GGAACATCTGGAT TTCCTCGT GGT GCAGGATATTT TCCT GACCGAGACT GCTGAGCTGECAGACGT AGT GCT TCCGGECGECGT CGTTTGCC
P DI THVIKHALEMHLUDTFLVVQDI FLTETAELADVVLZPAASTFA

13330 13340 13350 13360 13370 13380 13390 13400 13410 13420 13430 13440
GAAAAGGACGGCACT T TCTCGAACACT GAAAGAAGGGT TCAGAGGGT GAGGAAAGCCGT GAAT CCGGT TGGT GAT TCAAAGCCGGAT TACGAGATATTGAT TAACT TAATGAAAAAGCTG
EKDGTVFSNTERRVQRVRKAVNPVGDSIKZPDYEI LI NL MKKL

13450 13460 13470 13480 13490 13500 13510 13520 13530 13540 13550 13560
GGTTACAATGCTTTTTACAAGGAT GCGT CTGAAATAT TCGAT GAAATAGCAAGCGT AACT CCGCAAT AT GCGGGCATAGACT ATAAAAGGCT AGAGGACAT AAACGGACT CCAGT GGCCA
GYNAFYKDASEI FDEI ASVTPOQYAGI DYKRLEDI NGL QWP

13570 13580 13590 13600 13610 13620 13630 13640 13650 13660 13670 13680
TGCCCCACAAAAGAGCATCCGGGAACAAAAT ACCT TCACT CCAAGGGAT GCGCCAGAGGCAAGGEGT CTGT TCGTGCCT TGCGAGT ATGCTCAAAGCGCGGAGAT GCCGGACAGTACATAT
CPTKEHPGT KYLHSKGCARGKG GLZFVPCEYAQSAEMMPUDSTY

13690 13700 13710 13720 13730 13740 13750 13760 13770 13780 13790 13800
CCGCTTGT GCTTACAACAGGCAGGATACT CTACCAGT ATCACACTACT ACAAT GACCGGAAAGACT GAGGGT ATAAGCAGTAACT AT TCCGAATCGT TTATAGAGGT CAATCCTTCTACC
PLVLTT GRI LYQYHTTTMTGIKTESGI SSNYSESZFI EVNPST

13810 13820 13830 13840 13850 13860 13870 13880 13890 13900 13910 13920
GCAAACAAGCT CGGAATAGAAGACGGGGAGAT GGT AAGEGT GGT GT CAAGAAGGGEGECAGCGT TGAGACGAACGT GAGAGT CACAGAGATAGT TGAGGAAGATGTAGTATTCATGCCTTTC
ANKLGI EDGEMVYVYRVYVYSRRGSVETNVRVTEI VEEDVVFMPTF

13930 13940 13950 13960 13970 13980 13990 14000 14010 14020 14030 14040
CACT TTGCAAAGGGCGCGGECCAACAT GATAACAAACT CAAAGCT CGAT CCT AAGGCGAAGAT TCCCGAGCTAAAGGT TTGCGCAGT GAGGATAGAACGT, ATAAAATAAAAGAGAATAATC
HF AKGAANMI TNSKLDZPIKAKI PELIKVCAVRI ERI K

nog
14050 14060 14070 14080 14090 14100 14110 14120 14130 14140 14150 14160
AATCAGGCACT TGGGGAGGCGCGGAGT TTGAACGT AGGCATAATAACT GT TAGT GACAAGGGCTATGCAGGAGAAAGGCT TGAT GAGAGCGGT CCGGAAATAAAGCGCATACT GAGTGAG
> M NV GI I TVSDIKGYAGERLUDESGPEI KRI L SE

14170 14180 14190 14200 14210 14220 14230 14240 14250 14260 14270 14280
AACGGCCATAGCTATTCTGAATATGT TATTGT TCCAGATGAAGAGGGAATGATATATAAT GAAATAGT AAGAAT GT GCGAT GAGCT CAGGCTAGATCTTGT CCTGACTACAGGAGGCACG
NGHSYSEYVI VPDEEGMI YNEI VRMCDELRLDLVLTTGGT

14290 14300 14310 14320 14330 14340 14350 14360 14370 14380 14390 14400
GGCTTTTCAAAGAGGGAT GTAACT CCGGAGGCCACACT TAAGGCAAT AACAAGGAAT GCTCCCGGCAT T TGCGAGGCCAT AAGGCAAAACAGCCT TGCCAT AACAAGGCGGGCCATCCTT
GFSKRDVTPEATLI KAI TRNAPGI CEAI RQNSLAI TRRAML

14410 14420 14430 14440 14450 14460 14470 14480 14490 14500 14510 14520
TCAAGAGCCGT ATCTGGAAT AAGGGGCGAAACGAT AATAGT CAATCTTCCT GGAAGT CCAAAGGCGGT AAGT GAAT CACT TGAAT T TGCAAT TGACT CAATAGAACACGGCGT GCAGATA
S RAVSGI RGETI!I I VNLUPGSPKAVSES STLETFAI DSI EHGVOQI

nobA
14530 14540 14550 14560 14570 14580 14590 14600 14610 14620 14630 14640
TTAAAAGGGGT TGCTAT CGAGT GT GCAAGGAAATAGAGGGACAAAAAT TAT TTGGCAGT GCAATAAT TCT TGCGGGAGGCAGAAGCT CCCGCAT GBGT TTTGACAAGCAGT TTATAGAGA
L K GGV AI ECARK*
M CKEI EGQKLFGSAI I L AGGRSSRMGTFUDIKOQF 1 E I

14650 14660 14670 14680 14690 14700 14710 14720 14730 14740 14750 14760
TAAATGAAAAAAGACT CAT TGAAAT TACT GCOGGCAGGCT TGCGCAGAT CTTCGATGAAATAATAATAGT TACAAACAGGCCCGAGAT GCATAGCT GCTGTCAATATAAGCTCACGT CAG
NEKRLI EI TAGRLAQI FDEI I I VTNRPEMHSTCCOQYIKWLTSD

14770 14780 14790 14800 14810 14820 14830 14840 14850 14860 14870 14880
ACATAATAAAGGGAAAAGGCCCT CTCCGAGGCATACAT GCCGGACT TCT CGCTGCGGAAAGCGAAT TTGT GT TTGCAATAGCAT GCGACAT GCCGTATATAAACT TGGACTACATCGAGC
Il K GKGPLGGI HAGLLAAESEFVFAI ACDMPYIl NLDY Il EH

14890 14900 14910 14920 14930 14940 14950 14960 14970 14980 14990 15000
ATATGAAAT GCGT CGT CGAGAGCAGT ATCAAAGCT GGAGAAGATATAGAT GCGT GCATAACT CTAAAGGGAGAAT GGAT TGAGCCCT TCAAT GCGT TCTACAGAAAAAGCCTAGI TAAGA
MKCVVESSI KAGEDI DACI TLKGEWI EPFNAFYRKSILVKS

15010 15020 15030 15040 15050 15060 15070 15080 15090 15100 15110 15120
GCATTGAGGAGCAT TTGGAAAGCGACAAGAGGGCGGT GTATTCGT TGCTAAAACAGCT GAATACGACATATATAAGT GAAT T TGAGGCGCGAAGAT TCAGCCCGGACT GGAGCATGT TTT
I EEHLESDI KRAVYSLLKOQLNTTYI!l SEFEARRFSPDWSMEFF

fdhD
15130 15140 15150 15160 15170 15180 15190 15200 15210 15220 15230 15240
TCAACATGAACACT AT GGAGGAGCT CCGGCAGT AT TCACAAGT CACACAAGAGGAAAAACCCAAT GGAAAAGT CGAGAT TCTATGATATAATAAAAT ACAAT GACGGAAAAT TAACAAAG
MEKSRFYDI I KYNDGKILTK
NMNTMETELROQYSQVTQEEIKPNGKVEI L *

15250 15260 15270 15280 15290 15300 15310 15320 15330 15340 15350 15360
TGGGAAGACGAGGTAGTAGCCGAGT TTTGGCTGGATCT TTTCGT CGATGGGECGAAAT T TGT CAGGCT GCTTTGCACT COGGAAT CCCT TGAAAGCCTGGCGGTAGGT TTTTTGAAGT CA
WEDEVVAEFWLUDLZFVDGAKTFVRLLTCTUZPESLESLAVGFILKS

15370 15380 15390 15400 15410 15420 15430 15440 15450 15460 15470 15480
GATGGAATAATAT CTTCAAGAGAAGACGT AAAAGATATAAGAGT GGATACACAAAAAAAGGCTGT TTTTGTAGCT ACGAGCAGCCCT GAAGCT ACAAAAGAGAAGAT TGCAGGCAAAAAA
DGl |l s SREDVKDI RVDTIOQKIKAVFVATSSPEATIKEZ KI AGKK

15490 15500 15510 15520 15530 15540 15550 15560 15570 15580 15590 15600
GTCAACATAGT GGGAACAAGCAAGGGGAT TGT TTCGGATTCGCT T TAT GAGACAAAT GCTCCGAAAGCCAGGCCCGACAT CGAACT CGACATAGACAGGATACT CGATATTGTAAGT GAT
VNI VGTSKGI VSDSLYETNAPKARPDI ELDI DRI L DI VSD

15610 15620 15630 15640 15650 15660 15670 15680 15690 15700 15710 15720
TTTTCGTCAATGTCAGGTCTGT TTTCTGCAACGGGEEGEECECT CACAGT TGCGCCATAT CGGACGEGECAGAAGCT GCT TGACT TCAAAGAGGACAT TGGCAGGCACAAT GCGGT CGATAAA
FSSMSGLZFSATGGAHS ST CAI S$SDGOQKLLUDFI KEDI GRHNAVDK

15730 15740 15750 15760 15770 15780 15790 15800 15810 15820 15830 15840
ATTGTCGGCAATTGTATGCT TGAAGGGATAGACACAT CAGACAAGCT GCTCATACT CAGCGGAAGAGT CTCTTCAGAGATGCTGCTAAAGGCCATTAATGCCGGGT TTTATGGAGT TATT
Il VGNCMLEGI DTsSsSDIKWLILI L SGRVSSEMLILIKAI NAGFYGUVI

15850 15860 15870 15880 15890 15900 15910 15920 15930 15940 15950 15960
TCAAGGGCGGECACCGACGGATGCGECCATAGATAT TGCAAGAGAGAAT GGAATAATACT CTGCGGCT TTGCACGCGGAAGAAAAAT GAATATATACACAGAT TTTCCGAGTCGTCATTTC
S RAAPTUDAAI DI ARENGI I L CGFARGRKMNI Y TDFPSRHF
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15970 15980 15990 16000 16010 16020 16030 16040 16050 16060 16070 16080
TAAAGCCAAGGCCATGAAATGCT GACCAGT GEGCCTTTTGAGAAAT TGGGEGEGEECCTCCCATAT T TGGAAAGGAGAATCT TAAACCACT GGCTCCACT TGGATGAT TGCT GCGCGECGEECG
* - > LS

16090 16100 16110 16120 16130
TTTAAATGTACAAGAGCAAT TATGGATGGAGCATAGCTGACTTGITTGAATTC 3’

Abb. 1.1: DNA-Sequenz der Genregion des hym-Operons sowie des fdh-Gensatzes | von E.
acidaminophilum. Nur der antisense-Strang ist gezeigt. Die abgeleiteten Aminoséuresequenzen der einzelnen
Gene sind unterhalb der DNA-Sequenz im Ein-Buchstabencode dargestellt. Stop-Codons sind mit * markiert.
Potentielle Ribosomen-Bindestellen sind fett gedruckt. Potentielle Terminatorstrukturen sind durch - - - >
<- - - gekennzeichnet. Durch primer extension nachgewiesene Transkriptionsstartpunkte sind fett gedruckt,
sowie mit einem kleinen Pfeil unterhalb der Sequenz gekennzeichnet. Nachgewiesene N-terminale Sequenzen
von isolierten Proteinen sind doppelt, sowie potentiell am Aufbau von Eisen-Schwefel-Zentren beteiligte

Cysteine einfach unterstrichen. Die postulierten FMN- und NAD(P)-Bindedoménen in HymB sind kursiv
gedruckt und unterstrichen.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GAATTCGCAAAAATATTTTTCTGCGCCGT GATTTTCCAGGATGTAAAATGACTATTTATGAACGT TTTTGAGGT TTTATTCTGGGCGT GTGCTTCCGGATGTCTTTTTCGT TATAATTTT

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
ATCAAATTAAATTGCGCACTATTCAGT TTTTTGAGACT TGCATGCT TTGCAATTACCT TGT TTTAAAAAT TCCAAATATTCAGACACAGT ATGCAGCGT CTAAACAT CCCGACAAGGEGTG

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
GATTGTGTICTTTTGI CCTCCTGT CCCAAAAAAAT AAAAAAAACCGCCTGAGCAGT TTGTATGI TTTAAGGAAAAATTCAGT TCTCTGTCCTTTTACCTGAGAGATTCATTTAATCGCTTG

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
ATCTAAAAAAGGGATGAGCTTTTTTATTTATATAAAGATCTCAATTAAATTTGCTCCTTCGGTGCCT TATATGGT CTCTCCAGAGT ATCGT CTTGATGACAGT CCTAAGCCTGAAAGCTT

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
TACTTCTTCGGECGCCCCTCATGGGT CTCTCCT GCCACCT TCAT CCGATAATAAGATAT TGGCAAAT AATTAT GGATACGCAGT ACCGCACTGCGTAATTGT TATTATATATCGT CACATA

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720
TATAAAGTCAACCGTATTTTTGATTTTAGT CGACCGGTACTGCCACATGICTCTTTTATTTTTGTGTGT TGATATTTTCATTGGTGAAATTTCTATCATTTCTTTCACGT TTTACATCTA

730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840
TCCCCATATGT GAATAGT TTCCCCGT GCACGT GCATAATAT TGCACCCAACT CCAGT CCCCGCT TTTTGCGACAGCT TCCCAGGCTAAATAT CAGCT TAAGT CCATCATTTTTCGCAACC

850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960
AGCAGAACGGCTTTAATTAGAATAAATATTTAACATTTTTTCATTCTTTATCCGGGECCCAAATGCCCTTTTTTGCATATATATACTTATTTTATGCTTTTTCATCGCTTCTGT TTGCCCG

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080
TTTTACAGCGGT TGGATATTATTGCAGT CTAGACAAATCCTTGGATTAATGGT TATTATTTTATTACT TAAAACATTGT TATAAATTTATTCTATTTTGCATAAACACAATTATTTATGC

fdhB2
1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
TTTTTTAAAAAAACAAT TTATTCGGGT CAAAT TGGT GGACGCT CTTCCCAATCCACT AATCCATACAT TTAAT TCATACAT TATATAAGGAGGAACATTAAATGGTAACACTTACAATTA
MV T L T 1 N

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320
ACGGGCAGAGCGT TTCCGT GT CGCGGAAAAGCACGAT AATAGAAGCT GCCGCAAAGCT TGGT AT TGAAAT CCCCGCT CTCT GCTACGACGAGAACCT CGAGCCCGTAGGECGCT TGCAGEC
GQSVSsSVSsSRKSTI I EAAAKLGI EI PALCYDENLEPVGATCRL

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
TTTGCGTTGTAGAT GT GCAGGGECGCAAGAGGCCT TTTGACT GCCTGCT CGACT CCGGT TGCCGAGGGAAT GGTAGT TGAAACAGAGACCGAAAGGGT TATAGACGCTAGAAGAGGTGT TC
CVVDVQGARGLLTACSTZPVAEGMYVYVETETERVI DARRGWVL

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
TTCGCCTTCTGCTTGATAACCATCCGAACGAT TGCCTCACT TGCGAAAAAGCCGGT TCTTGT CTTCTTCAAAAATATTCT TACAAGT AT GATGT GAAAT TCGACGCT TCTGCAAAAGGTG
RLLLDNHPNDT CLTZ CEIKAGST CLIULO QKYSYKYDVIKFDASATIKGA

1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
CAAGGAGAGCCGGACT TCTAGACGAT TCCAACCCT TATATAAT GAGAGACGACAGCAAGT GCATACT TTGCGGAAAAT GT GT CAGGAT AT GCGGACAAGT TTCAGAAAGAAGCGTGCTTG
RRAGLLDUDS SNPYI MRDDSIKTCI L CGKTCVRI CGQVSERSVLA
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
CTTTTTCAGGAAGAGGCT TCGACACTAAGGT TGT TTTCGACGGAGACGCT TCAATAGCCGAAT CAAAAT GTGT TTCATGCCTAAGAT GCGT AT CCGTATGCCCTACCGGAGCTCTTATAG
F S GRGFDT KVVFDGDASI AESKCVSCLRCVSVCPTGALI D
1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920

ACGCAAGAGCCACAGGAAGCTACAGACCT TGGGAAGT CCAAACT GT TGCTGT TAAAT GCAAGCAGT GCGACAGCGGAT GCGACT TTGACCT TCTAAAAAGAAACGGCGAAACGGT TGCCA
ARATOGSYRPWEVOQTVAV KT CKOQCDSGCDTFDLULIKRNGETVAI

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040
TCAAGCCGCAGCCACCTACAAGCGGAAGACCT CTTTGCCT CAAGGGCAGACT TGCGACAGAGCT TGAATACAT AAGCT CAGACAAGCT CAAATCTCCTCAGATAAAGGAAAACGGT TCCT
K PQPPTSGRPLT CLIKGRLATELTEYIl S$SDKLIKSPOQI KENGSF

2050 2060 2070 2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160
TCAAAATAT GCAGAT GGT CT GAGGECCCT GGGACT CGACAACACGCT TTCAAAGATAATTGAT TTTGAAAAT AAAGCAGGCGAAAGCGGAAAATAAT CAGT CTTAT TCCGGT CCTGGECGEG
K1 CRWSEALGLDNTILSKI I DFENZKAGESGK*

fdhA2
2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280
ACAGTCAGGATGCCTGT TCATCTGCTGCCCTGCTGATAATATTCAAGCCAT GCATGAGT GCATGCTGT TAATAGGAGGT TTATCCGAATAT GATAAAT GT GACAATAAACGGCACGACGG
M1 NV TI NGTTV

2290 2300 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
TGAGCGT GCCCAGGAAGT CCACACT GCT TGAGGCAT GCAACGCT GCAGGCGT AAGCATCCCT ACAT TCT GCCACGACGAAAGACT ACAGGCGCACGCGGCCT GCAGGATATGT GTTGTAG
S VPRKSTLLEACNAAGYSI PTFCHDERLIO QAHAACRI CVVE

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520
AAGT CGCGEGAGCCAGAGGCCT CATGACT GCAT GCT CGACT CCGGECGGT AGACGGAAT GGACGT ACAGACT CACAGCGAAAGAGT AAT CGAAGCAAGAAGAGGCGT TCTAAGCCTGATGA
VAGARGLMTACSTZPAVDGMDVQTHSERVI EARRGVLSL MI

2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640
TAGCAAACCACCCT CTTGACTGCCT TACAT GCGT AAAAT CCGGAGACT GCAGACT TCAGGACT ACT GCT ACGAGT ACGGCGT CAAAGAGCCT GAAT TCGAAGGT GCAAAGAAGAATTATG
A NHPLODTCLTT CVKSGDT CRLOQDYT CYZEYGVYVYKEWZPETFEG GAKTIKNYE

2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730 2740 2750 2760
AAATAGACGAT TCGAAT CCTTTCTATATAAGCGACCAGAACAAGT GCAT AAGCT GCGGAAGAT GCGT AAGGGT AT GCAACGAGCT TCAGT GCACT GGCGCAATAGACCT GGCTGAAAGGEG
I bbDSNPFYI SDQNKTCI SCGRCVRVCNELOQCTS GAI DL AERSG
2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880

GTTTTGACACACACGT GGCAACTCCTTTTGATGT GGATCT TGAAAAGT CCAAAT GCGT AT CCT GCGGAAACT GCGT TGCCGT TTGCCCTGT CGGAGCCT TGAT GCCAAAGAGCAAGGAGC
FDTHVATZPFDVDLEIKSKCVSCGNTCVAVCPVGALMPIKSIKE/IL

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000
TCTTCAGGCAAT GGGAGACT AAAAAGGT AAGAACT ACATGCTCATAT TGCGGECGT AGGCT GCCAGAT GGATCT TGT AGT AAAAGGCGACACT GT GGT AGGCGCAGAGCCAGCCAACGGAC
FRQWETI KK KVRTTT CSYCGVGCQMDLVVKSGDTVVGAEUZPANSGT®P

3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
CTGCCAACGAGGGACT TTTGT GCGTCAAGGGAAGAT TCGGCTACAAGT TCCT TAGCCACCCGGACAGGCTCACAAAGCCT CTTATAAGAAAGAACGGGGAGCT TGTGGAGT CTTCCTGGG
ANEGLLUCVKGRFGYIKFLSHPDRLTI KPLI RKNSGETLVESSWD
3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240

ACGAGGCATACAGCCT TGT TGCAAAGAAGAT GAAGCAGACAAAGGAAGAAT TCGGAGCT GAT TCGCTAGT TGGGCT TACAT CTGCAAGAT GTACAAATGAGGAAAACT ACCTCATGCAAA
EAYSLVAKKMKOQTI KEEFGADS SLVGLTSARCTNETENYLMAQK

3250 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
AGCTTTTCAGAGCCGT AATAGGCACT AACAACAT CGAT CACT GCGCACGCCT CTGACACT CCTCAACGGT TGCAGGT CTTGCAGCCACACT GGGAAGCGGAGCGATGACAAACAGCATAA
LFRAVI GTNNI DHCARLUMHSSTVAGLAATLGSGAMTNSI T
3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480

CTGAAGT CAAGGAT TCAGACGCGATAT TCGT AATAGGCT CCAACACT ACAGAAAACCACCCT GT AATAGGCGCAAT GAT GAAACAGGECGGT TAAGAAGGGECGCAAAGCTGATAGT TGCCG
EVKDSDAI FVI GSNTTENHPVI GAMMKAOQAYVKIKGAIKTLI V AE
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3490 3500 3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
AGCCAAGAAGGATAGAGCT TGCCGACTACGCT GACGT TTTCCT TCAGATAAAGCCT GGAACAAACGT AGCGCT TCTAAACGGCAT GAT GAAAGCCATAGT AGACGAGGACCT TCATGACA
PRRI ELADYADVFLOQI KPGTNVALLNGMMEKAI VDETDTILUHTEDK

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720
AGGAATATATAGAAGAAAGAACAGAGGACT TCGACAAGCTAAAAGAACT TCTCGGCAGACATACT GT TGAAGAAT ACGCAGCT ATAT GCGGCGT AGAT GCAGAGGAT GTAAGGAAAGCGG
E Y|l EERTEDTFUDI KL KETLIL GRHTVETEYAAI CGVDAEUDJVRIKAA

3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840
CCAGAATAT ACGCAGAGGCCGACAAAGCCGGAATAT ACT ACGCAAT GGGCATAACT CAGCACAGCGACGGAACAAACCACGT CAAGT CGGT TTCAAACCT TGCTCTGCTTTGCGGAAACC
RI1I YAEADKAGI YYAMGI TQHSDGTNHVIKSVSNLA ALIULTCSGNIL

3850 3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920 3930 3940 3950 3960
TAGGAAAGGAAT CTGCCGGAGT CAACCCT CTAAGAGGACAAAACAACGT GCAGGGAGCCT GCGACAT GGGCGGACT TCCAAACT CGT TCCCCGGCT ACCTGAGCGT CACT TCTCCAGAAA
GKESAGVNPLIRGOQQNNVQGACDMGGLUPNSFPGYLSVTSPE./I

3970 3980 3990 4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080
TTCGCGAGAAAT TCGAGAAGGCCT GGGACGCCAAGCT CT CT GGCAACGT GGGACT CACCAT ACCT AAGAT GCTAAGCGGAAT AGACAGCGGCGATGTAAGECT TATGTATATAATGGGCG
REKFEKAWDAKLSGNVGLTI PKMLSGI DSGDVRLMYI MGE

4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200
AGAACCCTATGGT T TCAGACCCGGACCT TACT CACGT CGAAAAAT CTCT AAGGAAAGT GGACT TCCTCGT AGT TCAGGACATAT TCCTCACAGAGACTGCACTGCTTGCTGACGT TGTGC
NP MVSDPDLTHYVEIKSLRKVDFLVVQDI FLTETALLADUVVL

4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320
TTCCTGCAGCCGCCT TTGCAGAAAAAGACGGAACCT TCTCAAATACAGAAAGAAGAGT CCAGAT GGT AAGAAAGGCT GTGAAT CCT COGGGGGAAGCCAAGGCCGACT GGAAGATATTCA
P AAAFAEKDG GTV FSNTERRVQMVRKAVNPPGEAKADWKI FM

4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410 4420 4430 4440
TGGACCTTATGAACAAGCT TGGATATTCCAACTACTACAGAAAT ACAAGCGAGAT AATGGAT GAGATAGCAT CAGT TACCCCT CAGT ACGGCGGCAT AAGCTACGACAGGCT TGAAGAAA
DLMNKL GYSNYYRNTSEI MDEI ASVTWPQYGGI SYDRLEEK

4450 4460 4470 4480 4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560
AAGGAAGCCT GCAGT GGCCT T GCCCGACAAAGGAGCACGAGGEGCACGAAAT TCCT GCACAAGGGCCAAT TCGCAAGAGGCAAGGGACT TTTCACAGCCGT AGAGT ACAAAGGACCT GCAG
GSLQWPCPTIKEHEG GT KZFLHKGQFARGKU GLZFTAVEYKG GPAE

4570 4580 4590 4600 4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680
AGATTACAGACGAGGAGT ACCCTCTGATACT TACAACAGGAAGGGT TCTATACCACT ACCACACAAT GACAAT GACAGGCAAGGT AGAGGGCCT CATGCAGAAAT CCCCGGAAAGCTTCA
I TDEEYPLI L TTGRVLYHYHTMTMTG GIKVEGLMQKSZPESF.I

4690 4700 4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800
TAGAGCTTTCGCCAAAT GCAGCTGAAAACCT TGGCGT TGCT GACGGCGAAAT GGT GAAGGT ATCATCAAGAAGGGGCACAATAAAT GTAAAAGCCGCAGT CAAGGATATACTAGCT GACA
ELSPNAAENLGVADGEMYKVSSRRGTI NVKAAVIKDI L ADN

4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4890 4900 4910 4920
ACGTGGTGI TCATGCCT TTCCACT TTGCT GT GGGAGCGGCCAACAT GCTTACAAACACAGCT CTGGAT CCGACCT GCAACATACCT GAAT TCAAGGT CT GCGCAGT GAAGGT TGAAAAAA
VVFMPFHFAVGAANMLTNTALDZPTT CNI PETFIKVCAVKVE K.

fdhC
4930 4940 4950 4960 4970 4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040
TAGCCACAGAAAAGACAGCT TAAAGGCT CAAAGAGAT CAAGGCT GCAAT CCAGATGT TCCGCAT CAAAAAAAAT TAT T TAAAAGGAGT TATCAATTTATGAACAAGAATTATCTGACACC
AT EKTA* M NKNY L TP

5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110 5120 5130 5140 5150 5160
GGCTGAAAT AGCCGAGGCGACCAT CAACACAGGT AT TGCAAAAT GCTGCAGACCAT TTAT TCCAACACT GCTGCT TGCAATACT GGCAGGAGCT TTCATAGCTTTTGCATCGGAAGGT TC
AAEI AEATI NTGI AKCCRPFI PTLLULAI L AGAFI AFASEGS

5170 5180 5190 5200 5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280
AAACAT GGOGGCATTCAACCT TTTCGCAAAGCCT GAAACT TACGGCT TGGGAAAAGT GCTTGCAGGAT CAATAT TCGGAACCGGT CTTATGCT TGT TGT TGT GGCCGGECGGAGAGCTCTT
NMAAFNLFAKPETYGLGKVLAGSI FGGTGLMLVVVAGSGEILF

5290 5300 5310 5320 5330 5340 5350 5360 5370 5380 5390 5400
CACTGGTAACACTATGATAATCCT CGGCGT TGCAGACAAAAAGACT GCAAT CATAGACAT GCTTAAAAACT GGGGAATCGTATATTTAGGAAACT TCATAGGCT CAGTATTTATTGCCTA
T GNTMI I L GV ADIKIKTAI I DML KNWGI VYLGNFI GSVFI AY

5410 5420 5430 5440 5450 5460 5470 5480 5490 5500 5510 5520
CATGATGGT TCAATCTGGACT T TTCAACAGCGGAGCCAACGT GCTTGGCGGCGT GACAAT CAAAAT AGCGGCT TACAAAACATCGCTTCCT TTCATGT CGGCTTTTTATCTTGGAATCAT
MMV QSGLFNSGANVLGGVYTI KI AAYKTSLPFMSAFYULGI M

5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600 5610 5620 5630 5640
GTGTAACTGGCTAGTATGI CTTGCGGT AT GGAT GGCAT ACGGCGCT AAGGATAT GGT GGGAAAGCT GT TTGCAATAT TCT TCCCGATATGGCT GT TCATAACT TCAGGCT TCGAGCACAG
CNWLVCLAVWMAYGAKDMYVYGKILZFAI FFPI WLFI TS GFEHS

5650 5660 5670 5680 5690 5700 5710 5720 5730 5740 5750 5760
CGTTGCAAACATGTACTATATTCCAGCCGGAAT AAT GGCAAAAGCCAACCCGGACT GEGCAGCGECT TCTCACCT CGAACCAGCCAAGCT TGAAGCGCT TAACT GGTCAAGCT TCTTCAT
VANMYYIl PAGI MAKANPDWAAASUHLTEPAKLEALNWSSFFI

5770 5780 5790 5800 5810 5820 5830 5840 5850 5860 5870 5880
AAACAACCTTGTACCAGT TACACT AGGCAACATAGT AGGCGGECGCAGGAATGGT TGCTCTTGT TTACTACT TCTCTTTCATAAAGCCAGCAAGAGAGGCCGAGAAGAAGGCGGCTTAGCA
NNLVPVTLGNI VGGAGMVYVYALVYYFSTFI KPAREAETZKTZKAA?*

5890 5900 5910 5920 5930 5940 5950 5960 5970 5980 5990 6000
GCATAAAAAGCACGAATTTAACAACT TACAAAAGAGAGAGGGACGGT TCTTCTGGCT GCT TGCGCCAAAAGAACCGT CCCTCTCTCTTTGCCGACCTACTGGT TGT CATCTACCCATATT
_____________________ > e e e

6010 6020 6030 6040 6050 6060 6070 6080 6090 6100 6110 6120
GAATATATCTCGT CAGTATATCTGT TGTACGAGAACT TGACAGCTGT GCCT GT CCTTGCTAGACT TTCAAACAGCT CAACAGGGT CTACCCCCTCGT CCTCTATTTCCATGTAGCCGTCT

6130 6140 6150 6160 6170 6180 6190 6200 6210 6220 6230 6240
CGGAATACAAAGT CAATGT CCTCGGCGCATGCAAACGACCT CTCATTGCCGT CTAACT CTATTAAAAGGCACT CCCT TGAAGT TGGGT CCACGCT TACGAGAACGCCCTGGGCGATTTTG

Ende von sl pB
GAGTCCGT TTGAGCGCCTAGGT CTTCAAATGCCACAAT CTTTCCATCCTCGATGTAGGCT GCAAT TATGT CTCCACT GT CAAGGCCCT GT GGGCT GATGCTCCTGCCGCCTCCGAAGCCC
6250 6260 6270 6280 6290 6300 6310 6320 6330 6340 6350 6360
CTCAGGCAAACT CGCGGATCCAGAAGT TTACGGT GT TAGAAAGGT AGGAGCTACAT CCGACGT TAATACAGAGGT GACAGT TCCGGGACACCCGACT ACGAGGACGGECGGAGGCT TCGGEG
* P GT P QHE QRRRL G

ACGGCAATCGT CGCCTATCCTGTACCT TGT CCCTTCGATGGATATGTAGCGAT TGT CTGCAGATGTCACT TCACCCGATACAAACT CCATATCCTCCGCCTCGACTATGI TTATCTTGIC

6370 6380 6390 6400 6410 6420 6430 6440 6450 6460 6470 6480
TGCCGT TAGCAGCGGAT AGGACAT GGAACAGGGAAGCTACCTATACAT CGCTAACAGACGT CTACAGT GAAGT GGGCTATGT TTGAGGT ATAGGAGGCGGAGCTGATACAAATAGAACAG
R CDDGI RYRTGEI SI YRNDASTVEGSVFEMDEAEUVI NI KD

AGAGGAGCCTATCTGGTATGCTATGAGT CTTCCAAAAAGCATCAGATCCT TGTACTCGT CTTCAAGCT TGTAGCT TTTGACTCCCTCGGAGCCGT AT TCCT GGAGCTCGACGTATCTGTA

6490 6500 6510 6520 6530 6540 6550 6560 6570 6580 6590 6600
TCTCCTCGGATAGACCATACGATACT CAGAAGGT TTTTCGTAGT CTAGGAACAT GAGCAGAAGT TCGAACAT CGAAAACT GAGGGAGCCT CGGCATAAGGACCT CGAGCT GCATAGACAT
S SGI QYAI LRGFLMLDIKYEDELI KYSKVGESGYEOQLEVYRY
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GTCCCCAAGGCTGAAGT TGT CCAGGACGT AGCCCACCT TGGT GTCCTCCT TGATACCCT CTATGI TGCT CCAGAT GGCCATCATGAGCAGATAGT CGCCGT COGTATCGGCTATTACCTC

6610 6620 6630 6640 6650 6660 6670 6680 6690 6700 6710 6720
CAGGGGT TCCGACT TCAACAGGT CCT GCAT CGGGT GGAACCACAGGAGGAACT AT GGGAGATACAACGAGGT CTACCGGT AGT ACT CGT CT AT CAGCGGCAGGCATAGCCGATAATGGAG
DGLSFNDLVYGVYKTWDEIKI GEI NSWI AMMLILYDGDTUDAI VE

CACGT CGCCAACGACCTGTCTGCCT TTGAAT TTGT CCCAGT TAAGACGCT TTACCT GGT CGGGAT CCT GCT CCGAGT AGT CGAAGAACACCGT GTCAGAATCCACCTTATATGTCTGGCC

6730 6740 6750 6760 6770 6780 6790 6800 6810 6820 6830 6840
GT GCAGCGGT TGCTGGACAGACGGAAACT TAAACAGGGT CAAT TCT GCGAAAT GGACCAGCCCT AGGACGAGGCT CATCAGCT TCT TGT GGCACAGT CTTAGGT GGAATATACAGACCGG
VDGVVQRGKTFI KDWNLRKYQDPDAO QESYDFFVTDSUDVIKYTAOQG®G

GCCTATTTCAACGGAATCCTCGGT GAAAT CATCGCCGGAGCT TATTATGCTAATGT CATCCGTGTATATTATGT TTTCGGTGAAGT CGTCGCTGAGAT TCTTTATGGTGCCCGTGT TTAT
6850 6860 6870 6880 6890 6900 6910 6920 6930 6940 6950 6960

CGGATAAAGT TGCCT TAGGAGCCACT TTAGT AGCGGCCT CGAATAATACGAT TACAGT AGGCACATATAATACAAAAGCCACT TCAGCAGCGACT CTAAGAAAT ACCACGGGCACAAATA

GI EVSDETFDDSGSSI I sI DDTVY !l I NETUZFUDDSLNKI TGT NI

CTGGGAGTACTTCACTATAGTACCGACAT CCACTCTGGCT TTGAGGT AT TCGT AT TCGT CGGAAT CCT CGAAGGCAAACACCCGCT TGGAGCCTGI CTGGGT CAGGAGCT TTATTTCACC
6970 6980 6990 7000 7010 7020 7030 7040 7050 7060 7070 7080

GACCCTCATGAAGT GATAT CAT GGCTGTAGGT GAGACCGAAACT CCATAAGCATAAGCAGCCT TAGGAGCT TCCGT TTGT GGGCGAACCT CGGACAGACCCAGT CCTCGAAATAAAGT GG

Q SYKVI TGVDVRAKLYEYEDSDEFAFVRKSGTO QTULILIKI EG

CCGCACCGCGT CTCOGTAATCCAGCAGCACGCCGT ACT GGTCAAT CACAAGGCTGAAGT TGCCT TCTACGT AAACCACGT CACCCGCATGATTCCCATATATTTTGACCTTTTGGT TATA
7090 7100 7110 7120 7130 7140 7150 7160 7170 7180 7190 7200

GGCGT GBCGCAGAGGCAT TAGGT CGT CGT GCGGCATGACCAGT TAGT GT TCCGACT TCAACGGAAGATGCAT TTGGT GCAGT GGGCGT ACTAAGGGTATATAAAACT GGAAAACCAATAT

RVADGYDLLVGYQDI VLSFNGEVYVVDGAHNGYIl KVKAOQNY

GAATTCAT TCAGACTGGACGCTAT TGAAGAGATGCT T TCAGACCCGECTCT TACCCTTTTCCCT CCATTGTAAGAGT ATGCAAAGCT TTCTGCAAGCT GGTATGAAT CAGGAATGCCCTT
7210 7220 7230 7240 7250 7260 7270 7280 7290 7300 7310 7320

CTTAAGTAAGT CTGACCT GCGATAACT TCTCTACGAAAGT CT GGGCCGAGAAT GGGAAAAGGGAGGT AACAT TCTCATACGT TTCGAAAGACGT TCGACCATACT TAGT CCTTACGGGAA

FENLSSAI SSI SESGARVRKGGNYSYAFSEALOQYSDUPI GK

TAGCCTGAAGGT TATGCTTTTGCCGT T TGCGCCTCCCGACACCCT CTCGAAT GT GCCTTCCGAAT TGT TCCTGAACACGT AGACAGGCT TTGAGT TAGCGCTCTCGT TCTCGCTCCCTAT
7330 7340 7350 7360 7370 7380 7390 7400 7410 7420 7430 7440

ATCGGACT TCCAATACGAAAACGGECAAACGCGGAGGEECT GT GGGAGAGCT TACACGGAAGGECT TAACAAGGACT TGT GCAT CT GT CCGAAACT CAAT CGCGAGAGCAAGAGCGAGGGATA

LRFTI SKGNAGGSVREZFTGES SNNRFVYVPKSNASENTES S G,

CCTTATGACGT CGCCAAT CT GAAGGGCCCCGAAAT CCGCCT TCT GCACGCCGCT TTCCAAGACCACGT AAAAAT CATAGGCCGT CTTGCCGT TTTTTAAAATCAATCTGTCTTCTACTCC
7450 7460 7470 7480 7490 7500 7510 7520 7530 7540 7550 7560

GGAATACTGCAGCGGT TAGACT TCCCGGGGCT T TAGGCGGAAGACGT GCGGCGAAAGGT TCTGGTGCAT TTTTAGT ATCCGGCAGAACGGCAAAAAAT TTTAGT TAGACAGAAGATGAGG

RI1I vDGI QL AGFDAKOQVGSELVVYFDYATI KGNIKILILRDTEVSG

GCCCTCTGTGT CAATGCCGGATACGCT GCTTCCT TGEGCGTCCAGACT TTTTATTACAAAAT CCCCGGAGT CCCATGATACCAGAT TGGCGTACTCCAGCCTGT CCTTTTTCACGACGAA
7570 7580 7590 7600 7610 7620 7630 7640 7650 7660 7670 7680

CGGGAGACACAGT TACGGCCTATGCGACGAAGGAACCCGCAGGT CTGAAAAAT AAT GT TTTAGGGEGECCT CAGGGT ACT AT GGT CTAACCGCAT GAGGT CGGACAGGAAAAAGT GCTGCTT

GETDI GSVSSGQADLSIKI VFDGSUDWSVLNAYELRDIKIKVVEF

GCTGCCCCAGGCATCCTCCCCCAGAACGCT TTCATAAT CATCGGGAT CTACAGT CTCGCCGT CAAGCAT GACTATAGAGT CTGAAT CCACGT CGATATAGCCCT CCTCGCCCTTAAGCCT
7690 7700 7710 7720 7730 7740 7750 7760 7770 7780 7790 7800

CGACGGGGT CCGT AGGAGGGGGT CTTGCGAAAGT AT TAGT AGCCCTAGAT GT CAGAGCGGCAGT TCGTACTGATATCTCAGACT TAGGT GCAGCTATAT CGGGAGGAGCGGGAAT TCGGA

S GWADEGLVSEYDDPDVTEGDLMVI SDSDVDI Y GETEGKTLR

TATCATGCCGTATGGCT TCTCAGCGTACGCGT TTTCAACCT CATTCATGCCT GCT GACAGGGCCGEGT TGCCT GAGCCGGAGGAACT GGCCCTGGATACGTAAAGTATGT TTTCATCCTT
7810 7820 7830 7840 7850 7860 7870 7880 7890 7900 7910 7920

ATAGTACGGCATACCGAAGAGT CGCAT GCGCAAAAGT TGGAGT AAGT ACGGACGACT GT CCCGBCCCAACGGACT CGGCCT CCTTGACCGGGACCTATGCAT TTCATACAAAAGT AGGAA

I M GYPKEAYANEVENMGASLAPNGSGSSSARSVYLI NEDK

GTCTACGTAAAATTCCACCGT CTCCCCGGGCTGTATGT ATATGCCCT CCGGAT TCGT GAATATTTGCT TTTCGCCGCT TTTTAATGCGCCGCCTTCAATCTCCGAATCGCTTGTTATCTC
7930 7940 7950 7960 7970 7980 7990 8000 8010 8020 8030 8040

CAGATGCATTTTAAGGT GGCAGAGGGGECCCGACATACATAT ACGGGAGGCCTAAGCACT TATAAACGAAAAGCGGCGAAAAAT TACGCGGCGGAAGT TAGAGGCT TAGCGAACAATAGAG

bDVvyYyFEVTEGPOQI YI GEPNTUZFI QKEGSIKLAGGEI ESDSTI E

AAACTCCAT GCTCTGCGCAT CCAGGTAGCT CATGGACCT TATAAGCCT TGCGCCCCT TATCTGGTATATGCCCCTCTTTTCCGT CATAAGCAT TCTGCCCTCGT TCTGGCCGAAGAGGTA
8050 8060 8070 8080 8090 8100 8110 8120 8130 8140 8150 8160

TTTGAGGTACGAGACGCGT AGGT CCATCGAGT ACCT GGAATAT TCGGAACGCGGGGAATAGACCAT AT ACGGEGGAGAAAAGGCAGT AT TCGT AAGACGGGAGCAAGACCGGCT TCTCCAT

FEMSQADLYSMSRI LRAGRI QYI GRKETMLMRGENAOQGTFILY

TTTTCCGT GAAGGGCGT TTTTGACCATGAGAGCCGCAT CTCCCCGECCGAGAGAT GCT GAGT GCT CGCCT TCCGCT CCCGAGAGT ATCCCCAACT CTGCGGECCTTGGATATGTAGT TGGC

8170 8180 8190 8200 8210 8220 8230 8240 8250 8260 8270 8280
AAAAGGCACT TCCCGCAAAAACT GGT ACT CTCGGOGT AGAGGGGECCGGECT CTCTACGACT CACGAGCGGAAGGCGAGGECT CTCATAGGGGT TGAGACGCCGGAACCTATACATCAACCG
K GHL ANKVMLAADG GRS GL SASHEGEAGSTI LI GLEAAKS SI Y NA

GGGCCAGCTGCCCTGCACATAGGAGT CAT TGTAGCCAAAGCAT CT TACAAGCAT GGCCGCCGCCTGEECT CT TGT GACGCT CT CGECGGEECCT GAAGCT TCCAT CCTCGAAGCCTCTCGT
8290 8300 8310 8320 8330 8340 8350 8360 8370 8380 8390 8400

CCCGGTCGACGGGACGT GTATCCTCAGTAACATCGGT TTCGT AGAATGT TCGT ACCGGECGGECGGACCCGAGAACACT GCGAGAGCCGCCCGGACT TCGAAGGT AGGAGCT TCGGAGAGCA

PWSGQVYSDNYGFCRVLMAAAQARTVSEAPRTEFSGDETFGRT

CATCCCCATGCTTACT GCCATGCT CACATAGT GATGCGACCACCT GT CCCT TTCAACGT CTGTGAATAT TTGCTCACCCT TCGAAAGCAGAGCCGCAT TTTCGAGT CCCAGCACGCCTAC
8410 8420 8430 8440 8450 8460 8470 8480 8490 8500 8510 8520

GT AGGGGTACGAAT GACGGT ACGAGT GTATCACT ACGCT GGT GGACAGGGAAAGT TGCAGACACT TATAAACGAGT GGGAAGCT TTCGT CTCGGCGT AAAAGCT CAGGGT CGT GCGGATG

MGMSVAMSVYHHSWRIDREVDTFI QEGKSLILAANETLGLVGYV

AAGCAGCTTTGCAAACTCCTCCCTTGT TATGCCCTGCT COGGGT GGAAT TTGCCGT CCTCCT TTCCGT TTGCAAGGCCAAGCCCCAT GAGAAAAT CAGCGGCCTCCTGAGCCT TTGCGCT
8530 8540 8550 8560 8570 8580 8590 8600 8610 8620 8630 8640

TTCGTCGAAACGT T TGAGGAGGGAACAAT ACGGGACGAGGECCCACCT TAAACGGCAGGAGGAAAGGCAAACGT TCCGGT TCGGEGGTACT CT TTTAGT CGCCGGAGGACT CGGAAACGCGA

LLKAFEERTI GQEWPHEFIKGDEIKGNALGLGMLZFDAAEUGQATKAS

CACGGCATAAACCGT CTCTTTATTAGCCGGT TCTTCCTGCACTGCCT CT TCCT GEECCGCAGCCT CCT TAGGCTCATCCAAGGCTGCCTCT TTCTGCTCCGCAGCCGT CTTAGGCGT TTC
8650 8660 8670 8680 8690 8700 8710 8720 8730 8740 8750 8760

GT GCCGT AT TTGGCAGAGAAAT AAT CGGCCAAGAAGGACGT GACGGAGAAGGACCCGECGT CGGAGGAAT CCGAGT AGGT TCCGACGGAGAAAGACGAGGCGT CGGCAGAAT CCGCAAAG

VAYVTEIKNAPETEOQVAETEQAAAEIKPETDLAAEIZ K QEAATIKUPTE

CGGCGCAGCT TCCTGGCCGTATGACACCT GACCAAAAGT CAGGGCT GT TGT CAATAAGGAGCAAAT GGCTGCTCGCT TAATTCTGCTGT TAAGT CTCACTATACCGACCT CCGT TGGACT

8770 8780 8790 8800 8810 8820 8830 8840 8850 8860 8870 8880
GCCGCGTCGAAGGACCGGECATACT GTGGACT GGT TT TCAGT CCCGACAACAGT TATTCCTCGT TTACCGACGAGCGAAT TAAGACGACAAT TCAGAGT GATATGGCTGGAGGCAACCTGA
PAAEQGY SVQGFTLATTLULSCI AARKI RSNLRWM

<--- slpB
GCTTGAATATACTAGAATCCGT TGAATCCGCAGATAAAAT CTATTGAAAATATGT TGTCTTAATGGCAGTAAACAAGT TTTCTTAATTCATTTTTCTTTCCTGTATCT TAGCCATCAAAT

8890 8900 8910 8920 8930 8940 8950 8960 8970 8980 8990 9000

CGAACTTATATGATCTTAGGCAACT TAGGCGT CTATTTTAGATAACT TTTATACAACAGAAT TACCGT CATTTGT TCAAAAGAATTAAGT AAAAAGAAAGGACATAGAATCGGTAGTTTA
*NMKREQI KA ML D

CATCTAGCGCAGCAACATACCTCTCTTCTATGT TCAAACATATCTTTTTTGCAACT TCTTCGCTATAAATATGT GT TGTGGAATTTCTATCTTTCAACATTGAAAGCCATAATTCTTCAT

9010 9020 9030 9040 9050 9060 9070 9080 9090 9100 9110 9120
GTAGATCGCGT CGT TGTATGGAGAGAAGATACAAGT TTGTATAGAAAAAACGT TGAAGAAGCGATAT TTATACACAACACCT TAAAGATAGAAAGT TGTAACT TTCGGTATTAAGAAGTA
DLAAVYREEI NLCI KKAVEESYI! HTTSNRUDIKILMSILWLEEH



Anhang |: Sequenzen von E. acidaminophilum 162

GCGAAATTAT TCCTGCTGAAAAAGCT TCGCGGAAAACAGT CT TGGGAGAAT TTAAGCCAATAAGACCCT CCTCT TCAAATAT TGACT TGAGAGT TTTCCATGCAAGCTCGAATGTAAATT

9130 9140 9150 9160 9170 9180 9190 9200 9210 9220 9230 9240
CGCTTTAATAAGGACGACT TTTTCGAAGCGCCTTTTGT CAGAACCCTCTTAAATTCGGT TATTCTGGGAGGAGAAGT TTATAACT GAACT CTCAAAAGGTACGT TCGAGCTTACATTTAA
sl I GASFAERFVTIKPSNLSGI L GEEETFI SKLTIKWALTETFTFE

CAAACCTCTGTATTAGTCCATCCCTCAATAAATCATTTGAATGGT CATATTTTTCAAAACCCTCTTTAAGCT TGCTCAGAGCATTTTTGTAATTTTCAAATTTTTGCCTATAATCGCTCA

9250 9260 9270 9280 9290 9300 9310 9320 9330 9340 9350 9360
GTTTGGAGACATAATCAGGTAGGGAGT TATTTAGT AAACT TACCAGTATAAAAAGT TTTGGGAGAAAT TCGAACGAGT CTCGT AAAAACAT TAAAAGT TTAAAAACGGATAT TAGCGAGT
FRQI L GDRLULUDNSMHDYIKEFG GEIKLIKSLANIKYNETFI K QRYDS SM

TATATAACAACCCCATCCCTATTTATATTTGAAATAAGCT TGCTATCAT TCACATCGT TCATAAATACAATATCGAATTTTAATAATGTATTTATATCTTCAATTTCACTAACAAAACCT
9370 9380 9390 9400 9410 9420 9430 9440 9450 9460 9470 9480
ATATATTGI TGGGGTAGGGATAAATATAAACT TTAT TCGAACGATAGT AAGT GTAGCAAGTATTTATGT TATAGCT TAAAATTATTACATAAATATAGAAGT TAAAGTGATTGT TTTGGA
Il vV GDRNI NSI LKSDNVDNMFVI DFIKLLTNI DEI ESVFGG

CCCTCATTGI TGCAATCGAAGT CGGAAAATGTATATATAGCAATATCTATGTCGCTATTAATTCTATTGT CTCCTCT TGCCCTAGATCCAAAAAGAACTATTTTTCTAATTGGATATCTT
9490 9500 9510 9520 9530 9540 9550 9560 9570 9580 9590 9600
GGGAGTAACAACGT TAGCTTCAGCCTTTTACATATATATCGT TATAGATACAGCGATAAT TAAGAT AACAGAGGAGAACGGGATCTAGGT TTTTCT TGATAAAAAGATTAACCTATAGAA
ENNCDFDSFTYI!l Al DI DSNI RNDGRARSGFLUVI KRI PYRK

TTGGCGATGGCTTCCATATCTCTAATAATTGCATCACT TAAATTGCATTTGATTATATGCTTTTGCTGTATCAT TCCAATAATCACCACT TCCGCTATCCAACTATTTGTATTTTCACAC
9610 9620 9630 9640 9650 9660 9670 9680 9690 9700 9710 9720
AACCGCTACCGAAGGTATAGAGATTATTAACGT AGT GAATTTAACGT AAACTAATATACGAAAACGACATAGT AAGGT TATTAGT GGT GAAGGCGATAGGT TGATAAACATAAAAGT GTG
Al ANEMDRI I ADSLNCKI I HKQQI MGI I VVEAI WSNTNTETCR
<--- orf5
CGCTTGTATGT TCATATTATACCACAAGGACTACT TTGAATAACAT GGATGCCAT CACCCAGOGT GBCT TCGTCTACT TOGT CGCT GAAGGT AATGACCCAT TCCT TGT CAGGT GCCGCA
9730 9740 9750 9760 9770 9780 9790 9800 9810 9820 9830 9840
GCGAACATACAAGTATAATAT GGT GT TCCTGATGAAACT TAT TGTACCTACGGT AGT GBGT CGCACCGAAGCAGAT GAAGCAGCGACT TCCAT TACT GGGT AAGGAACAGT CCACGRCGT
Ky T™®*1 I GCPSSQI VHI GDGLTAEUDVEUDS SUZ FTI VWEIKUDUPAAS
CTGCTGCTTACTTTCGGGTATATCTCTTCATACAGCGAT TCGTCCGGCT TCTCCT GCGAAAGGCT TTCGT TTGCAATGT CCGT GTACACTACCGCCT TTATAATGT TTGAGGAGAATTC
9850 9860 9870 9880 9890 9900 9910 9920 9930 9940 9950
GACGACGAAT GAAAGCCCATATAGAGAAGT AT GT CGCT AAGCAGGCCGAAGAGGACGCT TTCCGAAAGCAAACGT TACAGGCACAT GT GAT GGCGGAAATAT TACAAACTCCTCTTAAG
S SVKPYI!l EEYL SEDZPIKEQSL SENAI DTYVVAKI I NSSTFE
<--- ‘orf4

Abb. I.2: DNA-Sequenz der Genregion des fdh-Gensatzes || mit der sich stromabwaérts anschliel3enden
sipB-Region von E. acidaminophilum. In Bereichen, in denen die Gene komplementér transkribiert werden,
sind beide Strénge gezeigt. Die abgeleiteten Aminosduresequenzen der einzelnen Gene sind unterhalb der
DNA-Sequenz im Ein-Buchstabencode dargestellt. Stop-Codons sind mit * markiert. Potentielle Ribosomen-
Bindestellen sind fett gedruckt. Mit ---> <--- sind potentielle Terminatorstrukturen gekennzeichnet.
Nachgewiesene N-terminale Sequenzen von isolierten Proteinen sind doppelt, sowie potentiell am Aufbau
von Eisen-Schwefel-Zentren beteiligte Cysteine einfach unterstrichen. 'orf4 und orf5 sind als durchgangige
Leserahmen dargestellt, die moglichen N-terminalen Aminosduren von orf5 sind hervorgehoben.



Anhang |: Sequenzen von E. acidaminophilum 163

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GAATTCTAACT GCAAAGAGAAT AAT CCGATGGGT GT TTGCTGCCACAAAAT CATTAT GGAAGCTAT TAACAAAGCT TTGACT GTAAGATAAT TTTCAAGGAATATATCGGCAATTATAAA

orfil
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GATAAACCTGCGATGT CATACTTAGAT TCATGGACT TCAATGGCT TTGGCT TTAAGGT GGTAAACAT GGCACCCAACAT TTTATATCGATACTATGGAATCGAGT TTTCGGATTATAGCG
MDFNGFGFIKVVNMAPNI LYRYYGI EFSDYSA

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
CCATAGATATCGCGCCGGAT GT GCACACGAT GCGGGT GT TTCAAAGACT TGGCCT GACACCT TTTGT GACAGAT CAGGAGAT TGCACGCAT CTATACAAT TTGCAAAGCAAGAGAGCTTA
I bl APDVHTMRVFQRLGLT®PFVTD QQEI ARI YTI CKARETILN

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
ATCCGGAGT TTCCGGGAAT CGCCGAT GGCT TGOGCT GGGAGGT TGGAAAGT ACT CTTGT AATCCCAGT AAACCT AAAT GCGGAGAT TGCCCT TTTAGCAGT TTCTGT GAACGAAAGAT TG
P EFPGI ADGLRWEVGKYSCNZPSIKPKT CGDT CPFSSFTCERIKI V

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
TTTGAGCCGATGT TTGGGGT TAATATGCAT TGACT TGTCTCCCAAATACCAACAT TTTACAGTATATCAT TTTGCGAAAACGCT TTAATATCAACGAAAAT CCGATTGACGT ATCCCCAA
*

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720
AGAATTAGGT CAAAAAGT GTATAATACAAAAACACAGAAAAAT CAT GGAAAAT CGGATGT GAATAAAAAAT TACCAAGACAT TAATAAAAACGGCT CGT CGCACGT TGAGACGGTAGTAT

730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840
TGCTATCAAGGGTAGACAAGAGATAGAGTAGAAACATGT GT AAATAAGCGCT TTCCGTGATT TGAGAT CTGGCTCCAAGCTAGAAAGATAGT CACGGT TTTTTATTTTATGGGAACT TAT

850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960
CCAAGAAT GGCAGAAT GTAAGGT TGAGT GGCTATATTGACT TTAGAGCT CGTGAGT TGAT GAAAT TGCT GT CAAAAACGT GCTGAGT TGATAAGATGACTATAAAATTACAGATAAAAT G

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080
GCAACAACTTAGAAATTGTGT TATGT TTATTTAATTCACCAAACGCTGAAATTAATAT TGCGATCACTGAAT TTTGATGATATCATAGAT TAAAGT CGT TGT TATAGT GAGGTGGCCAAA

orf10

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
TTGCATGI TAGT TATAAAAAACT TTGGAAGATGT TGATTGATCGT GATATGAAAAAGAAGGATCTTTGT TTAGT GGCCGGTATAAGT CAT GCGT CAATAGCAAAACTAGGAAAGAACGAA
MHVSY KKLWKMLI DRDMKI KI KDILT CLVAGI SHASI AKULGIKNE

meacl
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320
AATATTACAACTGATGTATT(I?TTAGAATTTGTAAA(XZCTT(EATTGTGACATC%TGATATTAT(EAAATAATAAACGACGATAATGAGXXXXZGACATATATTGAGTAATTCACTGAA
NI T TDVLLIRI CKALDTCDI GDI MEI1 I NDDNEGATY Il E
MR GRHI L S NS L K

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
AATCAGCACTGAAAATGACAAT TCTAATAATACAGCACGCCCAATACT CAAGT GGGCT GGT GGGAAAACACAGAT GT TAGAAGATAT TATACCCAAGAT GCCTACTAAATATGGGCGCTA
I S TENDNSNNTARPI LKWAGGKTOQMLETDI I PKMPTIKYGRY

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
TATTGAACCGT TTTTTGGT GGCGEGGECTGTATTTTTTGCGCTTAATCCTGAAGAGGCAAT CATTGCAGATAGT AATCCTGAGT TAATAAACT TATATACAGAAGT GGCCAATAATGT TCA
I EPFF GGGAVFFALNPETEAI | ADSNPETILI NLYTEVANNUVDOQ

1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
AGCAATTATAAGT AAACT TAAAAAATACGAGAATAACGAAGAAT TTTTTTATAATATGAGGGCT TTAGACTATAACT CATTATCTTCAGT TGATGCAGCT GCCAGAACGATATATTTGAA
Al I §$s KLKIKYENNEEFFYNMRALUDYNSLSSVDAAARTI Y LN

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
TAAGACGTGT TTCAATGGGCT T TATAGAGT CAACAAAAAAGGACAGT TTAATGT TCCCT T TGGAAGATATAAAAAT CCGAATAT TTGT GATGAAGAAGCGT TGTATGCAGCCT CAAATAT
K T CFNGLYRVNIKIKGOQQFNVZPFGRYIKNPNI CDEEALYAASNM

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920
GTTAAGACGGGCTACGAT TGT TTGCGGCGAT TAT TTGGACATAT TAAACGAGCATGCAAAAAAAGATGATTTAATCT TTTTAGATCCTCCATATTTACCTGT GTCCGAGTACTCAGATTT
LRRATI VCGDYLDI LNEHAKKDTDILIFLDPPYLUPVSEYSDTF

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040
CAAAAGATACACCAAGGAACAGT TTTATGAAGAAGAT CACAT TGAACT AGCT AAAGAAGT CCAACGAT TGCAGGAAAT TGGAT GT CATGT TATCCT TACAAATTCAAACCATCCACTTGT
K RYTKEOQFYEEDHI ELAKEVQRLOQEI GCHVI LTNSNHPILYV

2050 2060 2070 2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160
ACATGACCTGTATGGT TCATTTAATATAGATGTATATCAAACAAAGAGATACAT TTCATGTAATGGT AGT GGGAGAAAAGGT GAAGATGT TATTGTAAACAT TCCACCTAAGAAAAATAT
HDLYGSFNI DVYQTIKRYI!l SCNGSGRIKGEDUVI VNI PPKKN.I

2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280
TACTTTATCTTTGGTACCT GAACCCT TACCAAGGCAAGT TGATAAATAT CCAGCAACAAGGT TCATGGGECTCTAAGAGCAAACT AT TAACGCAAATTTGGGATATTGCTTCTCAGT TTGA
TLSLVPEPLPRQVDIKYPATRFMGSI KSIKLLTOQI WDI ASQFE

2290 2300 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
ATTTGAGAGTGTATGTGATTTGT TTTCCGGT TCAGGAATTGTAAGT TACATGT T TAAGGCACAAGGGAAAACT GTAGT TAGCAAT GACT ACATGGCAAT GTCGGCAACAT TTACAAAAGC
FESVCDLZFSGSGI VSYMFKAQGIKTVVYSNDYMAMSATT FTKA

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520
TATGATTGAAAATAACT CAATCACATTGCCCGAGAT CGAAGCCGAAAAGCT TTTAGT TAAATCAAATGAGT CTGATGGT TTTGT TTCAAAAACATTTAAAGACCTTTACTTTACTGATTC
M1l ENNSI TLUPEI EAEKLILVKSNESUDGFVSKTTEFIKDILYFTTDS

2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640
TGAGAATGATCTGATTGATACGCT TCGCCTAAATAT CTCAAAAAT CAGAAGT CCATATAAAAGAGCAATAGCAAT GGCCGCACT GATACGT GCTTGT AT TAAAAAAAGACCAAGAGGT AT
ENDLI DTLRLNI SKI RSPYKRAI AMAALI RACI KKRPRG.I

2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730 2740 2750 2760
TTTTACATATACAGGT GATAGATATAAT GATGGAAGAAAGGAT TTACGGAAAT CATTGGAAGAACAGT TTCTGGATGCTGT GAAAGATATAAATAAT TCGAT TTTCGATAATGGAAAAAA
F TYTGDRYNDGRIKUDILRIKSLEEQFLUDAVIKDI NNSI FDNGKK

2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880
GAACAAAT CAAAAAAT TCTGATGCGAT GAAACTACGT ATTAAAAAACCAGAT TTGGTGTATATTGATCCACCT TACTACT CTCCATAT TCAGATAATGAGTATGT TAGAAGATATCATTT
N KSKNSDAMKTI LRI KKPDLVYIl DPPYYSPYSDNEYVRRYHTF

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000
TGTTGAAGGAT TAGCGAGAGAT TGGAAGGAGGT AGAAAT TCAAGAACACACT CTAACAAAGAAAT TTAAATCCTATCCAACT CCT T TCT CAACAAGAAAT GGTGCGGCAGATGCTTTTGA
VEGLARDWKEVEI QEHTLTIKIKFKSY®PTZPFSTRNGAADATFD

3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
TGTATTATTCAAAAAATATGAAAGCAGCATAATAATTGTGT CATAT TCCTCAAATAGT TTACCAACAT TAGATGAAATGGT TTCTATTCTATCTAAACATAAATCACATGT TGAAGTAAT
V1FKKYESSI I I VSYSSNSLUPTLDEMYVYSI L SKHKSHYVEVI

reacl
3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240
ACCTGTAGATTACCGATATTCATTTGGAAAT CAAGGACACAAGGT TGGAGATAACAACAAT AAAGT TCAAGAGTATCTGT TTGT CGGATAT TAAAGGGGT GATATCGTGGCTATTTGGTA
PV DYRYSFGNOQGHIKVGDNNNIKVQEYLTFVGY?™ M A Il WY



Anhang |: Sequenzen von E. acidaminophilum 164

3250 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
TATTGGAAATACT TCAGT ACGAAGCGCATTTAGGT TGAGAGACGGT TTAGT CGCACT AT CATCT TCTCAT TTACAGGGT AATATTCGT AAACAAGAAGGT GATCGAGCATTTCGAGATTT
I GNTSVRSAFRLIRDSGLVALSSSHL QGNI RKAOQEG GDRAFRTDIL

3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480
ACTTGGACAACATGGAATTGT TTCTTTAGGAACGGAT GCTACAAATAGT GT' TGGCAGAAAGT GGAGAT CAGCCCT TGGCAAACTAGGGT TTTTGTATCCAGAAAT CCCACGATCTTCAGA
L GQHGI VSLGTDATNSVGRKWRSALGKTLGFLYU®PEI PRSSD

3490 3500 3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
TATACGT CAAGAAGATATAGGGGCCT TGGATACAATAACACCAAAT GGAT GGCGAT TAATCAGAT CAGAGACGGT TCCTGCTATGCAAGAGT GT TTTTTGAGAGCT TTAGCTGCCCAATT
I R Q EDI GALDTI TPNGWRLI RSETVPAMQETCFLRALAARQF

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720
TATTGAAAT TGAGGT AT CAGGAGGECGAAAAAATAT GGT TTTCACCGT TGAGACATACT CTGGCAATTTTGT TAGAAAT AGAGAGAAAAACT GGAGAGGCATCCAT TAGCT TTATTGAAAT
I El EVSGGEIKI WFSPLRHTLAI L L EI ERKTU GEASI SFI EM

3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840
GGCTCTTTTCGT TCAAACAACTAGT AGT GCCGAT GATAAAAACGCAATAACT GACAACAT TCTAAACT TTAGGAAT GAGAGAAAT GAT GTAGAGT CAAAGCGTAGATTTGATAATCTAAA
AL FVQTTSSADUDIKNAI TDNI LNFRNERNDJVESIKRRTFDNIL K

3850 3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920 3930 3940 3950 3960
ATACAACGAAATTGCTGATCTTCATAGT TTGAAAGCGT CCACT TTCAGAGACTATGCAGAT GCAAATTTTAGATAT TTAAAAGCAACGGGACT GGT TCAAAAT AAGGGGAAAGGGATAGC
Y NEI ADLHSLKASTFRDYADANFRYLIKATG GLVQNIKGIKGI A

3970 3980 3990 4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080
GCTAGTTCATGAGAAACGATAT TTTTCTGAATTAATGGCAAATGACACT TCTGT CCCCACTAGT GAGT TAGAGAGATAT CGT TCAATGT GT AATGGGGCCAACCT TCCAACTGATAGCCA
L VHEKRYFSELMANDTSVPTSELIERYRSMCNGANLUZPTDSOQ

4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200
AGATGCAGCATTTGAAGT TCTACAAGAT TTATTAGGCCAAT TATCCTCTATGGGAATACCAT TTGATTTAAGAGGCAAAT CAACAGATACT CCTGCAGATATAGCTATAATTAGACATGA
DAAFEVLQDLILGQL SSMGI PFDLRGKSTUDTWPADI AI I RHE

4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320
GATTGAAGATATCATTTTTAAAGT TAAAGAAGAGAT T TAT GCGAGT GAGCAAGCT GAACAAT GGGAAGAGATAGCT GCTTACATAGACCT AATAGCAT CCAGAAGAGAGAGAAAGAGAAT
I EDI I FKVKEEI YASEQAEQWETEI AAYIl DLI A SRREIRIKRI

4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410 4420 4430 4440
TGACGAGGAAACGGAAATCGT GATTCCT CGAAGT GAAACGCCAGCATAT CTAGAGT GGGT GT TGT GGCGAGCT TTTCTAGCAAT TGACAGT TTGACAAATAAACCGT ATGAAGCACGAAG
bEETEI VI PRSETWPAYLEWVLWRATFLA AI DSLTNIKZPYEARHR

4450 4460 4470 4480 4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560
ATTTAAAATTGATCAGGAT TTTCTTCOGGT GBGCACAGCT CCOGGAAAT GGTCCGGAT CTAAT TATGGAAT TCGAAAAT TTTGTGATAGT TATTGAAGTAACTCTTACAGAAAATTCGAG
FKI DQDFLGPVGTAPGNGPDLI METFENTFVI VI EVTLTTENSR

4570 4580 4590 4600 4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680
ACAAGAAGCT GCAGAAGGAGAGOCT GTAAGACGT CATGT TGCTGATTTAATGAAT CACTATACT GAAAAAAAT GBGAAGCCCGT CTATGGT TTGT TTATTGCGAATAATATTGACTCAAA
QEAAEGETPVRRHVYADLMNUHYTEZ KNGS KPVYGLTFI ANNIDSN

4690 4700 4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800
CACAGCAGAGACGT TTAGAATTGGT GTTTGGTACT CACGTAAT GATGAGAAAAT GAGT TTAAGTATTATCOCAAT AACAAT CGOGCAGT TTAATATATTTTTTAGAGCTCTATTTATTAA
TAETFRI GVWYSRNDEIKMSTLSI I PI TI AQFNIFFRALTFI N
4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4890 4900 4910 4920
TAGT AGAGOGAAT CCTCAAGAAGT CATCAATCTAAT GAAT GAGT GCGAACAGCACAGAGAT AGAT GT GAAGCT CCTGAGT GGAAGAAT ATGAT TAACAATACAGT TGAGAGT TTTGTTAG
SRANPG QEVI NLMNETGCET QHRTDRTCEAPEMWKNMI NNTVESTFVS
4930 4940 4950 4960 4970 4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040
TAATATGTCAGTCTGCTGATTTGAATTAATTATTTCCAAT AGAT AAAACCCT GCTCAAT TAAAGAGT AGGGT TTTTTGAT TGGATAAGAAAGCAAACGAACAGAT GTAAGGGGATAGT GA
N MSVC=* -> < e

5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110
CTTTTTCATTTTCATAATTTTTCTTTATCTCGGACCGT TTGGATAATATCT TCAAGGT TACAGT CTAAAGCTT

Abb. 1.3: DNA-Sequenz der Genregion des eac-Operons von E. acidaminophilum. Nur der antisense-
Strang ist gezeigt. Die abgeleiteten Aminosduresequenzen der einzelnen Gene sind unterhalb der DNA-
Sequenz im Ein-Buchstabencode dargestellt. Stop-Codons sind mit * markiert. Potentielle Ribosomen-
Bindestellen sind fett gedruckt. Potentielle Terminatorstrukturen sind durch - - - > <-- - gekennzeichnet.
Nachgewiesene N-terminale Sequenzen von isolierten Proteinen sind doppelt unterstrichen. Die potentiell am
aktiven Zentrum beteiligten Aminosduren sind einfach unterstrichen.



Anhang |: Sequenzen von E. acidaminophilum 165

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GATCGGAT TGCAGGGAGCAAAAGT ATGCATAGT AT CGATAAAGAGT AT CTGGAT TCACATAAATACAT TGAAAAGATCCGT CTATTTTTAGAGAAAGAGT ACGGCGGCAGT GCCCAAGAT
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
CCGATTGT TCAGAATGAATCCTACAGCAATAACACGCAT GAAAAGAGCGAATGCTATAGGT CTTTCTTGT TTATTTGT GTCCAGGGAGAGCAACAGGACGATGT TAAGTCTTTCTATGT T
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
AGCTATGACTATTCTATCCATACAGATACAGGCACAGT CTACGAGAGCT TTGAGACATACAGACATAGCGAAACT GTATAT CTGCAAT CTCCAGACGGT GAAAAGCACATCAAGGTTTTT
370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
TAATAATTATTTACTGAATCGCAATGAGAT TTTGACGT GCGATGTCCGAATAATAATTAAT TGT TTATAT TGATTAAAGCAACAACCAT GATGACAATTACTGT TAGT TCCAATCATCAG
490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
CCAGAAGAAATTCACGGATGT TCCGGT GCTTTATGCCGT CTCTGCT CATAT CGAACT CATCATAT GACACAACATACT TGGGGAAGT TATCCCTAATATTATTGTAGGCCCCAAATTCAC
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720
GCCGGATGGT CTCT TCGGAAGCCT GGAGAAGAAT TTCAGT TTTCTCGGAGGCAT TACT TCATACCACT TTATATCGCAGGAAAATAAAAT GAT TGCATAATCTGT TTTGCGGTATATATG
f dxA
730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840
CCATAGAAAGAATAT GGGAGGT GTAAT GAAT GBCGTACAGAAT TAACGAT GACGAGT GCATAGCT TGT GGAGCAT GCCAGCCGGT ATGT CCAGT AGAGT GCATAT CTGAAAAAGAAGACG
MAYRI NDDEZCI ACGACQPVCPVETCI SEIZKETDSG
850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960
GAAAAAGACT TATCGACGAGGATAAGT GCATAAGCT GCGGAGCT TGT GCAGGT GT TTGCCCGGT GAGCT GCAT TTCAGAAGTATAAT TTTTTTATAAGCAAAAAT CAAGGGAGCT GGAGT
K RLI DEDI KT CI SCGACAGVCPVSCI SEVT®
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

CTTATTATAGACCTCCGCCTTTCTTTTTTTTAGCT TATTTCACCT GGAAT TCCGGGCATAATGGT TTACAAATTGCT GTAATATGGOGTACGATATAAATAATGT TGT TGCAATCTGAAT

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
GACTGTGATACTACCT TACAAGAAAAACGGAGCGT AAAAT ATAT GGAACT AAT AAGCAAT GT CAAGGACACAGCT CTCATAT TCGAAGGT GGCGGGAT GAGGGECAAGCTATACT GCGGGT

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320
TTTTTGAACAATCTCCTTGAAAATGAAATATACT TCGACTATGT TGCOGGGATAT CGGCAGGGGECAAGCAGCAGCGT CAAT TAT AT TGCCCGGGACACAGT GCGGGECCAAGAGGTCTTTT

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
GTGGACCTTGT CTTGGAGCCGGAT TTTGGCGGT TGGAGGT CGT TTCT TAAGGGAGAGGEGT TTCT TCCGCT CGCAGT ACAT AT ACGAGGAGACCGCATAT CCCGATGCGCCGCTGCCCCTT

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550
GATTTCAATGCATTCATGGCTAAT CCGGCGAAACT TAGGAT AGGGGCAT TCGAGCGGAGCACT GEGGAGAT GGT GTACTATTCCAAGGATGATAT TCATACAAT GCAGGATC

Abb. 1.4: DNA-Sequenz der Genregion des Ferredoxins von E. acidaminophilum. Nur der antisense-
Strang ist gezeigt. Die abgeleitete Aminosauresequenz des Ferredoxin-Gens ist unterhalb der DNA-Sequenz
im Ein-Buchstabencode dargestellt. Das Stop-Codon sind mit * markiert. Die potentielle Ribosomen-
Bindestelle ist fett gedruckt. Die potentiell am Aufbau der [4Fe-4S]-Zentren beteiligten Cysteine sind
unterstrichen.



Anhang I1: Sequenzen von C. sticklandii 166

“orf7

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GAATTCAAGT TATACTATCAGCCACAATATAGAACT TCAGATAAT AAAT TAGT CGGAAT GGAAGCT CTTCTAAGATGGAT TCATCCTGAAGAAGGT TTTATTTCACCAGCTGACTTTATA
EFKLYYQPQYRTSUDNIKLVGMEALILRWI HPETEGFI S P ADFI

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
CCTATAGCTGAAGAAACT GGAATTATATTCAGT CTCGGCGAAT GGGTAAT TAATCAAGCAAT GT GT CAAGCAAAAGCT TGGAATCAAAAAT AT AATATGGAT TTACAGGT TGGTATTAAT
PI AEETGI I FSLGEWVI NQAMCOQAKAWNQOQKYNMDILOQVGI N

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
ATTTCTCCACTTCAAATTGAAAACT CAGAT TTTGT TAATAGGATAAGACAAAAAAT CCACGACGAAGATAT TAAACCAGAAT GGATAGATATAGAAATAACCGAGGGT GTAGCTATGAGC
Il s PL QI ENSDFVNRI RQKI HDEDI KPEWI DI EI TEG GVAWMS

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
TCTCAAGTTTCTATGGAAGAGATAT TCTCTGGCT TAGCAAACATAGGAATAAGT ATATCAATAGACGAT T TTGGTACTGGATACTCATCTCTGAGCTATATTAAGAGAT TTGATATCGAT
S QVSsSMEEI FSGLANI GI 81 sI DDFOGTS GYSSL SYI|l KRFDI D

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
AGACTTAAAATAGCAAAAGAGCTAATTGACAATAT TGCTGAAGATAAAAATACT CTGCT CATAGT AAAAGCT ATAAT CAT GAT GGCTAGAGGAAT GGGAT TAAAAACAAT AGCAGAAGGEG
RLKI AKELI DNI AEDKNTLLI VKAI I MMARGMGLIKTI AEG

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720
GTAGAAGACT CAAATCAACTAGAAATATTAAAAGT GCTAGAAT GCGAT GAAAT TCAAGGCTATATAT TTGGAAGACCT GT TCCACCAGAAATAT TTGAGCTAGAGCATATAGAT TAAACT
VEDSNOQLEI LKVLECDEI QGYI FGRPVPPEI FELEHI D*

Ende von fdhB
ATTCACTCTTCAAATTAATACAATCGAATATTGCTAATTAATTCCAAAAATCT TATTGTATTGAAAAAAGGT CCAGCTAAAATTTTTAGCTGAACCTTTTATTATTTATACCGT TCTTAA
730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840
TAAGTGAGAAGT TTAATTATGT TAGCTTATAACGATTAATTAAGGT TTTTAGAATAACATAACT TTTTTCCAGGT CGATTTTAAAAATCGACT TGGAAAATAATAAATATGGCAAGAATT
*V.T R L

AGCATTTGCTTTTCTTTTATTTTTACTTATTTCATTTATATCTTTTTGCTCTACTAAGATAAAAGCT TCAGCT GGGCATAT CTCTACACATGCTGGTCCGCCTTCTCTTCCTACACATAA
860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960

TCGTAAACGAAAAGAAAAT AAAAAT GAATAAAGT AAATATAGAAAAACGAGATGATTCTAT T TTCGAAGT CGACCCGT ATAGAGAT GT GTACGACCAGGCGGAAGAGAAGGATGT GTATT

A NA KRKNKSI ENI DKQEVLI FAEAPCI EVCAPGGEIRGVTCHL

GTCGCATTTTATGGCTACCATAGGT TCCAAATTTGT TGTGTCGCTTAGCTTTGACTCTTTTTTCATGGT TGCTTCATCATGAACCATATTCAT TGCTCCAATAGGGCAAGCTAAAATACA
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

CAGCGTAAAATACCGATGGTATCCAAGGT TTAAACAACACAGCGAAT CGAAACT GAGAAAAAAGT ACCAACGAAGT AGTACT TGGTATAAGT AACGAGGT TATCCCGT TCGATTTTATGT

DCKI AV MPETLNTTWDS SLKS SEI-KKMTAEDHVMNMAGI PCALII C

AGTCTTACAGCCTATACACTGCTCAGTCTTTATTATTATTTCATCGT CT TGATGTAT TATCCCAGATACT GGGCATACAT TGGCACAT GGCGCATCCTCACATTGTCTACACT GAATAGG
1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

TCAGAATGT CGGATATGT GACGAGT CAGAAATAAT AAT AAAGT AGCAGAACT ACATAAT AGGGT CTAT GACCCGT ATGT AACCGT GTACCGCGT AGGAGT GTAACAGATGTGACTTATCC

T KCGI CQETKI I I EDDQHI I GSVPCVNACPADETCQRTCOQI P

AGTCGTAACTATATCTGCTCTAATCAGATTTACTCTAGGT GAAAATGGTATCTCGTCCTTATTTGCTGTAACTACGGAT TTATCGATAT GAGCTACT GCGCATGCTATCTCACAAGCCTT
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320

TCAGCATTGATATAGACGAGAT TAGTCTAAATGAGATCCACTTTTACCATAGAGCAGGAATAAACGACAT TGATGCCTAAATAGCTATACT CGATGACGCGT ACGATAGAGT GTTCGGAA

T TVI DARI LNVRPSFPI EDKNATVVSKDI HAVACAI ETCAK

<-- fdhB Ende von fdhA
ACATCCTATACATTTTTTAGGATTTGCTATAACAAAAGTATTCATCTATACTCCCTCCCCTTTACTATCCTACACTGCATTTTGAGT TTCTTTTTTAAAGATTTTTCTTTTTTGACATCC
1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
TGTAGGATATGTAAAAAAT CCTAAACGATATTGT TTTCATAAGT AGATAT GAGGGAGGGGAAAT GATAGGAT GT GACGT AAAACT CAAAGAAAAAAT TTCTAAAAAGAAAAAACT GTAGG
cC GI CKKPNAI VFTNMF*> *“V ANQTEKKFI KRKOQZCG

AAAATCAGAAAAATCTAGT TTTTTTACATTAACTGAGCACACCT TGTACTCAGGAGT TTGTGTGATAGGATCTGCGGECACTAT TTGTCAAAATATTACCT GGATTTTCAGTAAAGT GGAA
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

TTTTAGTCTTTTTAGATCAAAAAAATGT AATTGACT CGT GT GGAACAT GAGT CCTCAAACACACT AT CCTAGACGCCGT GATAAACAGT TTTATAATGGACCTAAAAGTCATTTCACCTT

FDSFDLIKKVNYVSCVKYEPTOQTI PDAASNTILI NGPNETTFHF

AGTAATAAAAGT CAAGCCT TCTGGTACT CTGGT TGTAACTTGAGCT TTAGT TATAAGT GAACCT CTGCGAGT TGT TACAGATACCTCATCTCCATCT TCTATGI TTAAGT TCGCAGCATC

1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
TCATTATTTTCAGT TCGGAAGACCAT GAGACCAACAT TGAACT CGAAATCAATATTCACT TGGAGACGCT CAACAATGT CTAT GGAGT AGAGGT AGAAGATACAAAT TCAAGCGT CGTAG
TI FTLGEPVRTTVQAKTI L SGRRTTVSVEDGSGDTEI NLNAAD

TACAGGATTTATTTCTATAGAT TCCTCTGGATGAGT TCCAT TAAGT CCCCAGCAGCGCCT TGTCATAGT TCCAGT ATGATAAT GAGCCACTACCCT TCCAGT AGT AAGCATAAGT GGATA
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800

ATGTCCTAAATAAAGATAT CTAAGGAGACCT ACT CAAGGT AAT TCAGGGGT CGT CGCGGAACAGT ATCAAGGT CATACT AT TACT CGGT GAT GGGAAGGT CATCATTCGTATTCACCTAT

VpPNI EI SEEPHT GNLGWCRRTMTO GTHYHAVVRGTTULMLPY

CTCTTTATCAGGCATTTCAGCTGGGTCTCTATGT TCTATTGCAGAAAACT TTCCTAATCCTCTAGAAAATTTCCCTATGT GTAATATCGGT GT TCCTTTATGGT CTTCAGTAGGACATGG
1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920

GAGAAATAGT CCGT AAAGT CGACCCAGAGATACAAGATAACGT CTTTTGAAAGGAT TAGGAGAT CTTTTAAAGGGATACACAT TATAGCCACAAGGAAATACCAGAAGT CATCCTGTACC

EKDPMEAPDRHEI ASFKOGLGRSFIKGI HLI PTOGKHUDTETU®PTCP

CCAAGAAATGACTTCATTTTCTATTCTGCCATACGTAATTCCTGCATAGCTAGGAGT TACAGT TCTTATTTCATTGAATATTTCT TCAGGAGATTTATAATCGCTAGGATATTCCATAGA
1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040

GGTTCTTTACTGAAGT AAAAGATAAGACGGT ATGCAT TAAGGACGT ATCGATCCT CAAT GT CAAGAATAAAGT AACT TATAAAGAAGT CCTCTAAATAT TAGCGATCCTATAAGGTATCT

wsI VENEI RGYTI GAYSPTVTRI ENFI EEPSIKYDSZPYEWMS

AGAAAT CAGCT TGCTGAGT ATCAACCAGT CAGGCATAGAGT TTCCTATAGGCTCAACTGCCTTTCTTATTCTTTGAACTCTTCTGT CTGT TCCACTAAAGGT TCCATCTTTTTCTGCAAA
2050 2060 2070 2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160

TCTTTAGTCGAACGACT CATAGT TGGT CAGT CCGTATCTCAAAGGATAT CCGAGT TGACGGAAAGAAT AAGAAACT TGAGAAGACAGACAAGGT GAT TTCCAAGGTAGAAAAAGACGT TT

sl LKSLI LWDPMSNGI PEVAKRI RQVRRDTGSZFTGDIKEAF

GCTTGCTCCTGGTAGTACTACATCTGCAAGCT CAGCT GTCTCAGT CAAAAATATAT CCT GGACGAT AAGGCAGT CAAGAT GCTCTAAGCAATGCT TTACATGAGTAACATCTGGATCACT
2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280

CGAACGAGGACCATCATGATGTAGACGT TCGAGT CGACAGAGT CAGT TTTTATATAGGACCTGCTAT TCCGT CAGT TCTACGAGAT TCGT TACGAAATGTACTCATTGTAGACCTAGTGA

S AGPLVVDALEATETLZ FI DQVI LCDLHETLT CHIKVYHTVDUPDS

TCTAACTGGGT TTTCTCCAAATACATATAAAACCT TCACATTATCTTTCATTATTTCAT TAAGAACT GACGGAATAGT AAGCCCAACT TTATCGCTAAGT GGCTTATTCCACGCTTTTTC
2290 2300 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400

AGATTGACCCAAAAGAGGT TTATGTATATTTTGGAAGT GTAATAGAAAGTAATAAAGT AATTCT TGACTGCCT TAT CATTCGGGT TGAAATAGCGAT TCACCGAATAAGGT GCGAAAAAG

RVPNEGFVYLVKVNDIKMI ENLVSPI TLGVIKDS SLUPIKNWAIKE

AAATTTTTCTTTTATTGCTGGGTCCGTAACTGCTTGATATCCT GGATAAACGT TAGGAAGAGCT CCCATATCACAAGCCCCTTGAACGT TGTTTTGT CCTCTAAGTGGGT TTACTCCAGC
2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520

TTTAAAAAGAAAAT AACGACCCAGGCAT TGACGAACTATAGGACCTAT T TGCAATCCTTCTCGAGGGTATAGT GT TCGGGGAACT TGCAACAAAACAGGAGAT TCACCCAAAT GAGGT CG

FKEKI APDTVAQYGPYVNPLAGMDT CAGQVNNOQGRLUPNVGA

TTTTGGCTTTCCAAGAT TTCCAGT AACCATAGCTAGAT T TGCAACAGAAAGCACATTGT CTACTCCTGTAGTATGCTGT GTGATTCCCATAGI GTAGTAGGAAGCAGTATTGT TTGATTT
2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640

AAAACCGAAAGGT TCTAAAGGT CATTGGTATCGATCTAAACGT TGT CTTTCGT GTAACAGAT GAGGACAT CATACGACACACT AAGGGTATCACAT CATCCTTCGT CATAACAAACTAAA

K PKGLNGTVMALNAYVSLVNDVGTTHOQTI GMTYYSATNNS K
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TGCAATTATTCTAGCTGCTTCTCTTATTTTTTCAGCTGGAACCTTTGTGATTTTTTCACTGTATTCTGGCGTATATTTAAGAACCGT TTCTTTCATCTGCTCAAAGT TTTCAGTCCTAGT
2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730 2740 2750 2760

ACGT TAATAAGAT CGACGAAGAGAATAAAAAAGT CGACCT TGGAAACACT AAAAAAGT GACAT AAGACCGCAT AT AAAT TCTTGGCAAAGAAAGT AGACGAGT TTCAAAAGT CAGGATCA

Al Il RAAERI KEAPVIKTI KESYEPTYKLVTEIKMQETFNETRT

ATTTATAAATTCATTGT CTGCTAGATTCTCATTCAAGATTACAT TTATCATAGCAT TAAGAAGT GCTACGT CAGTACCAGGCT TTTGT CTTAACCATACATCAGCAT GCATAGCCAAATC
2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880

TAAATATTTAAGTAACAGACGATCTAAGAGTAAGT TCTAATGTAAATAGTATCGTAATTCTTCACGAT GCAGT CAT GGTCCGAAAACAGAAT TGGTATGTAGTCGTACGTATCGGT TTAG

NI FENDALNENLI VNI MANLLAVDTGPI K QRLWYVDAHMMATLD

AGTTTTTCTAGGGT CTGCTACTACAAGCTTGGT TCCCCTATCCTTTGCT TGAAGTAATTTTAGT CCAATAATAGGATGACATTCAGT CGTGT TTGTCCCTATTGCAAAAATCGCATCTTT
2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000

TCAAAAAGATCCCAGACGAT GATGT TCGAACCAAGGGGATAGGAAACGAACT TCAT TAAAAT CAGGT TATTATCCTACT GT AAGT CAGCACAAACAGGGATAACGT TTTTAGCGTAGAAA

T KRPDAVVYVYLKT GRDIKAQLULIKLGI I PHCETTNTGI AF I ADK

TTCATCCATCAAATCAATTTCGTCTATAGAGT TTGT CAT TGCT CCACT GCCAAAAGCT GT GCCCAGACCGGACACT GTAGGT GCAT GT CAGAGT CTAGCGCAGI GGTCAATATTATTAGT
3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120

AAGTAGGTAGT TTAGT TAAAGCAGATAT CTCAAACAGT AACGAGGT GACGGT TTTCGACACGGGT CTGGCCT GT GACAT CCACGT ACAGT CTCAGATCGCGT CACCAGT TATAATAATCA

EDMLIDI EDI SNTMAGSGFATG GLGSVTWPAHULIRACHTDI NNT

CCCAATAGCTGCTCTCATTAATTTCTGCATTAAATAGT TTTCTTCATTAGT GCATCTCGCCGAGCTAAATGAAGCTATACTGT CTGGTCCATGGTCTTTTATGGTTGATTTTAGCTTTGA
3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240

GGGTTATCGACGAGAGTAATTAAAGACGT AAT TTATCAAAAGAAGT AATCACGT AGAGCGGCTCGAT TTACT TCGATAT GACAGACCAGGT ACCAGAAAAT ACCAACT AAAATCGAAACT

GI AARMLIKOQMLYNEENTU CRASSFSAI SDPGHUDIKI TS KILKS

AGTTATAAATTCAAAAGCT TCTTCCCAAGATACTTCCTCTAGCTTTTCGT TCCTTCTTATCATTGGATTTTTTAGT CTGTCTTTGT GATGTACAAAGT CAAAACCAAAATGTCCTTTTGA
3250 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360

TCAATATTTAAGT TTTCGAAGAAGGGT TCTATGAAGGAGAT CGAAAAGCAAGGAAGAATAGT AACCT AAAAAAT CAGACAGAAACACTACATGT TTCAGT TTTGGT TTTACAGGAAAACT

TI FEFAEEWSVEELI KENRRI MPNKLIRDIKMHHVYVFDFGFHGTKS

ACAAAGCTTTCCCCCATTTACTGCATTTTTTTCATTCGGAGT TACACTAACTATCTCTCCATCTTTAACGT TAAGATAAAAAGT ACAACCCGAGCCACAGTATGGACAGGTAGTCAAAAC
3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480

TGTTTCGAAAGGGGGT AAAT GACGT AAAAAAAGT AAGCCT CAAT GT GAT TGATAGAGAGGTAGAAAT TGCAAT TCTATTTTTCATGT TGGGCTCGGT GTCATACCTGTCCATCAGTTTTG

CLKGGNVANKENPTVSVI EGDKVNLYFTTCGSG GCY®PCTTILYV

<-- fdhA
ACTCTGCATCTTACATCCOCCATTCCCTTTACTAATCCTTAATGAGAATAT TTATTAAGAAAAACT GTATAAAAAT AATATAGCAT AAATTTAACAAAGT ATAAACATTTTAATTGTAAA

3490 3500 3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
TGAGACGT AGAAT GTAGGGGGTAAGGGAAAT GATTAGGAAT TACTCTTATAAATAATTCTTTTTGACATATTTTTATTATATCGTATTTAAATTGTTTCATATTTGTAAAATTAACATTT
S QM

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720
CCTTAATGAGGAAT CAAAAATAGACAAAT CGTCGCTTTTGTGATAATATAAAAAT AAT CAGAAT AAT CAAACT TATCCGAGCTAACTATTCTAAAGT AT TGAAATATATGCCATGAAGGT

3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840
TGGCCAATGGGTAGAGT AGGAAACT ACGCT GCCTCCCGCTAT T TGGAAAGCGATGGGGT TAACACT GAATTTCACT GT TATCCTGTATAATCTGCTACGATTATACCTAAACCAAATTTAG

car/ aor
3850 3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920 3930 3940 3950 3960
AAGGAGGT TTTTTCATGCAAAAATTTATTAGAAT TGACAT GGCTACT CTAAAACACGAAAT TACAGAT GT GOCAGAAAAAT ATGCT GGACT AGGT GGTAGAGCACT TACTTCTAGCTTTG
MQKFIlI RI DMATULIKMHEI TDVPEI KYAGLU GGRALTSSFV

3970 3980 3990 4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080
TAAATGACGAAGT TATCCCAACAT GT CATGCACT TGGAAAAAACAACAAAAT AAT CT TCGCT CCAGGT CTACT TAGCGGAACAT CTGCACCAAACT CTGGT CGTATGT CTGTAGGAGCTA
NDEVI PTCHALGKNNKI I FAPGLILSGTSAPNSG GRMSYVGAK

4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200
AAAGTCCACTAACT GGAACTATTAAAGAAT CAAATACT GGAGGT TCTTCTTCTCAAATGCTAGCT AAAAT GGGAAT TAAAGCAT TTGTAAT CGAAGGCAAACCAAGCGACGATAAGT TTT
S PLTGTI KESNTU GGSSSQMLAKMGI KAFVI EGKWPSDUDIKFY

4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320
ATGTAATTAAATTAGATATGAACGGCGT TACTATCGAGCCT GCTCCAGCTGAAAT TT TAGGCGGT TGCGGAAACTATGATGCTATTCGTATACT AGGCGAAAAATATGGT TCTCACGT TG
VI KLDMNGVTI EPAPAEI L GGCGNYUDAI RI L GEIKYGSHVG

4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410 4420 4430 4440
GAATTGCAATTATAGGACCT GCTGGT GAGCACAGACT TCCATCTGCAAATATTTCT TTCAAAGACCCT GAAGGT AATAT TAGAAGT GCTGGTAGAGGT GGACTAGGAGCAGTACT TGGT T
I A1l I GPAGEHRLUPSANI SFKDPEG GNI RSAGRGGLGAVL G S

4450 4460 4470 4480 4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560
CTAAAAAT GTAAAGGCTATAATCATAGAT GAAACT GGAGCAAGCAAAGT ACCAGT AGCT GACCCAGAAGCT TTCGCTGCTGCT TCTAAGGT TTTTGCAAAGGCT CTATTAGACCATCCAG
K NV KAI | I DETGASIKVPVADZPEAFAAASKVFAKALTULUDWHPYV

4570 4580 4590 4600 4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680
TTGCAGGCCAAGGTCTTGCACT TTATGGTACAGATGT AT TAGT TAATATTAT TAAT GAAGCAGGCGGACT TCCAGCAAACAACT TCACT GGT GGAAGAATAGACCACAATGACAATTTCT
AAGQGLALYGTODVLVNII NEAGGLWPANNEFTA GGRI DHNDNFS

4690 4700 4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800
CTGGAGAAACT CTAAATGCAACTATCACT GAGCGT GGT GGAGATGGAAAAGT TTCACACGGAT GTCATAAAGGAT GCGT TATTCGT TGT TCTCAGT GGTATCCT GATAAACAAGGTAAAT
GETLNATI TERGGDG GKVSHGCHIKGCVI RCSQWYPDIKAOQGKY

4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4890 4900 4910 4920
ACATCACAAGT GGTTTTGAATATGAAACTAT T TGGGGACT AGGCGCT GATGCTGGTATCAAAGAT TTCGATACT ATCGCATATATAGACCGCGCTAT GGAT GATGTAGGAGT TGACAGTA
I T S GFEYETI WGLGADAGI KDFDTI AYI DRAMDUDVGV DS

4930 4940 4950 4960 4970 4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040
TAGAAGT TGCTGT TGCTGT TGCTACT GCAAT GGAAGGCGGAT TAAT TCCT TGGGGCGAT GGAGAAAAAGT TCTTGAAAT AGT TAAAGATATGGCTAATCCTACTCCACTTGCTAGAATCA
EVAVAVATAMEGGLI PWGDGEIKVLEI VXKDMANPTWPLARII

5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110 5120 5130 5140 5150 5160
TAGCAGGAGGAACAT CTATAGT TGGAAAAGT TTGCGGACTATAT CGT GT TCCAGT AGT AAAAGACCAAGCAAT CCCAGCGT AT GATCCACGT GCTATCAAGGGTATCGGCT TAACATATG
AGGTSI VGKVYCGLYRVPVVKDOQAI PAYDPRAI KGI GL TYA

5170 5180 5190 5200 5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280
CTACTACTACTAT GGGCGCAGACCACACT GCAGGATACT GTATCT CAGGAAACAT CCTAAAAGT CGGAGCAGACATAGAT CCTCTTAAAAAAGAAGGT CAAATAGAGT ATGCACGTGCTA
T TTMGADHTAGY CI SGNILKVGADI DPLIKIKEGQI EYARAWM

5290 5300 5310 5320 5330 5340 5350 5360 5370 5380 5390 5400
TGCAAATCGGTACAGCT GCAAT TGACAGTACT GGAATGT GTCTATTTGTATACT TTGGT ATAGCAGACAGCCCAGCT GGCTATCAAGCTCTAATAGATATGATAAAT GCTCAATACGGCC
QI GTAAI DSTGMCLZFVYFGI ADSPAGYOQALI DMI NAQYGIL

5410 5420 5430 5440 5450 5460 5470 5480 5490 5500 5510 5520
TTAGCTTAACTTCTGATGACGT AGAT GAGCTAGGAAAGAAT GT TCT TCGCGT TGAAAGAGACT TTAATAAACGT GCTGGCT TTACAAATTCACATGATAGAT TGCCAGAATTTATGGAAT
S L TSDDVDELU GKNVLRVERDFNKRAGEFTNSHIDRLPETFWMEY

5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600 5610 5620 5630 5640
ATGAACCTATAGCACCACATAATGTAGT TTGGGAT TTCAGCCCT GAAGAAAT CGATGAAGT TATGAAGT TCTAATTGTAAAAAAT GCT GAAAAGT CGGACATAGGT TCGGCTTTTCATAT
EPI APHNVV WDFSPETEI DEVMKF *
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orf8
5650 5660 5670 5680 5690 5700 5710 5720 5730 5740 5750 5760
TTAACAGATGT TAATACAGGAGGCAAAAT GATGGAAAACT CAAAT AAAACAAT AGAACT AAGAGGT TTTTTACAACT TGATGCCT TTTTAAAAAAGAAAT TTGGAACCATGCCTGTATTT
MMENSNIKTI ELRGFULQLDAFLIKI K KFGTMPVF
5770 5780 5790 5800 5810 5820 5830 5840 5850 5860 5870 5880
CTCGAAATCGATGGCCCTATAAGCGGT TTGGAACT CTCTAAACAGCTAGAAATCAAGCGAGACGATATCGAAGTAAT TTTTGTAAACGGT TTTGT TCAGCAGGTAGAT TATATAATCAAT
L EIl DGPI S GL EL SKQLEI KRDDI EVI FVNGFVQQVDY 1l I N
5890 5900 5910 5920 5930 5940 5950 5960 5970 5980 5990 6000
CCTGGAGACCGCGTAGCT TTTCTGCCACCT GGAT GTCCTGGCCCT TATAGGAT TGCT TTAGGCT TTTATGGAAAAAAT CAAGGCAAT GAAGCAAAT TTTAAACT CAAGAAAGACACCTAG
P GDRVAFLPPGCPGPYURI AL GFYGKN QGNEANTFI KLIKIKDT *
orf9’
6010 6020 6030 6040 6050 6060 6070 6080 6090 6100 6110 6120
ATATGATTTAGGAGGAAAT TATGCAAAT CACTGT TAAGCT CTTTGCAAACCT AAGAGAAAATAGAGAAAAAAT AAT GGATAT GGACGT AAGT TCAGATACTACT GTCAAAGAAATAAT TG
MQlIl TVKLFANLIRENREI KI MDMDVSSDTTVIKETI | E
6130
AAAGCCTCGGAATTC 3’
S L G I

Abb. I1.1: DNA-Sequenz der Genregion des fdh-Operons sowie des aor/car-Operons von C. sticklandii. In
Bereichen, in denen die Gene komplementér transkribiert werden, sind beide Strange gezeigt. Die abgeleiteten
Aminosauresequenzen der einzelnen Gene sind unterhalb der DNA-Sequenz im Ein-Buchstabencode dargestelIt.
Stop-Codons sind mit * markiert. Potentielle Ribosomen-Bindestellen sind fett gedruckt. Potentiell am Aufbau
von Eisen-Schwefel-Zentren beteiligte Cysteine sind einfach unterstrichen.
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