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1. Einleitung

Die Gruppe der Archaea wurde 1977 als zweite Domane der Prokaryonten neben den
Bakterien klassifiziert (202). Seit der im Jahr 1990 vorgenommenen Einteilung der
Archaea in die Phyla Euryarchaeota und Crenarchaeota wurden zahlreiche neue Arten
entdeckt und mehrere neue Linien beschrieben (30, 81, 203). Wahrend die zuerst
isolierten Arten vornehmlich aus extremen Habitaten isoliert wurden, ist heute Klar,
dass Archaea ubiquitdr verbreitet sind und in vielen extremophilen aber auch

mesophilen Okosystemen vorkommen (39).

Eine sehr diverse Gruppe der Euryarchaeota wird nach dem Endprodukt ihres
Metabolismus, dem Methan, als methanogene Archaea bezeichnet. Diese Gruppe
umfasst die Ordnungen Methanopyrales, Methanococcales, Methanobacteriales,
Methanomicrobiales, Methanocellales und Methanosarcinales. Die meisten
methanogenen Organismen kdnnen ausschlie3lich H, und CO, oder Formiat als
Substrate verwerten, sie werden daher auch als hydrogenotrophe Methanogene
bezeichnet. Fir die Ordnung Methanosarcinales ist eine methylothrophe
Wachstumsweise mit methylierten C;-Verbindungen wie TMA und Methanol, und die
acetiklastische Wachstumsweise mit Acetat charakteristisch (56). Acetiklastische
methanogene Archaea sind fiir das Okosystem von groRer Bedeutung, denn Acetat ist
das haufigste Endprodukt der bakteriellen Vergarung von organischem Material. Durch
ihre Fahigkeit, unter anaeroben Bedingungen Acetat zu CO, und Methan umzusetzen,
schlieRen die acetiklastischen methanogenen Organismen den Kohlenstoffkreislauf
unter anaeroben Bedingungen, wenn alternative Elektronenakzeptoren wie Sulfat
limitierend sind. Die Arten Methanosarcina mazei, Methanosarcina acetivorans,
Methanosarcina barkeri und Methanosarcina thermophila sind auf Grund ihrer

metabolischen Vielseitigkeit als Modellorganismen sehr intensiv untersucht worden.
1.1 Der zentrale Stoffwechselweg der Methanogenese

Der zentrale Stoffwechselweg der Methanogenese ist allen methanogenen Archaea

gemein und kann durch die folgende Formel beschrieben werden (56):
C02 + 4 H, — CH4 +2 Hzo (AGO‘ =-131 kJ/mol CH4)

Formel 1: Summenformel der Methanogenese.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Methanogenese mit TMA als Substrat. In Boxen
sind der elektrochemische Natriumionen-Gradient (Apns+) und der elektrochemische Protonen-
Gradient (Apy+) eingetragen. Bei Wachstum mit Methylaminen als Substrat wird der
elektrochemische Natriumionen-Gradient durch den endergonen Methylgruppen-Transfer von
CoM auf H4MPT verbraucht. Der elektrochemische Protonen-Gradient wird durch die
membrangebundene Atmungskette gebildet. MFR: Methanofuran, H;MPT:
Tetrahydromethanopterin, CoM: Coenzym M, CoB: Coenzym B.



Im Folgenden wird auf die Methanogenese mit Trimethylamin (TMA) als Substrat
eingegangen. TMA ist ein Abbauprodukt von totem organischem Material und ist vor
allem in marinen Okosystemen weit verbreitet. In Abbildung 1 ist die Methanogenese
bei Wachstum mit TMA dargestellt. Die Methylgruppen von TMA werden Uber ein
Methyltransferase-System auf das Coenzym M ubertragen. Von hier aus teilt sich der
Stoffwechselweg in einen reduktiven und einen oxidativen Teil. Die Reduktion der
Methylgruppe mit Coenzym B als Elektronendonor fihrt zu dem ersten Endprodukt,
Methan, und dem Heterodisulfid aus Coenzym B und Coenzym M. Heterodisulfid ist
der Elektronenakzeptor einer membrangebundenen Atmungskette, die Vertretern der
Gattung Methanosarcina zur Energiegewinnung dient. Als Elektronendonatoren der
Atmungskette werden H,, FsoH, sowie reduziertes Ferredoxin verwendet (55). Bei
Wachstum auf TMA werden die Reduktionsaquivalente durch die Oxidation eines Teils
der Methylgruppen zu CO, generiert. Der Methyltransfer von Methyl-Coenzym M auf
H;MPT ist ein endergoner Schritt und wird von einer membrangebundenen
Methyltransferse katalysiert, die die noétige Energie aus einem elektrochemischen
Natriumgradienten bezieht. Gebunden an H;MPT wird die Methylgruppe Uber
Methylen- und Methenyl- zur Formylgruppe oxidiert und die Reduktionsaquivalente auf
F420 Ubertragen. F40H, wird in Ms. mazei Uber die F4y0-Dehydrogenase oxidiert und die
Elektronen in die Atmungskette eingeschleust (200). Die Formylgruppe wird schlie3lich
auf Methanofuran tbertragen und zu CO, und H, oxidiert. Dieser Prozess ist exergon
und generiert reduziertes Ferredoxin, das ebenfalls durch die Atmungskette regeneriert

wird.
1.2 Prokaryonten und reaktive Sauerstoff-Verbindungen

Sauerstoff kann ungehindert Gber Membranen in Zellen diffundieren und dort leicht mit
prosthetischen Gruppen von Enzymen reagieren. Durch diese Reaktionen entstehen
reaktive Sauerstoffverbindungen, die die eigentliche Gefahr fir die Zelle darstellen. Zu
den reaktiven Sauerstoffverbindungen gehéren Radikalverbindungen, wie Superoxid
und Hydroxyl-, Peroxyl- und Alkoxyl-Radikale, sowie nicht-Radikale, darunter
Wasserstoffperoxid, Ozon und Peroxinitrit. Reaktive Sauerstoff-Verbindungen sind
chemisch auflerst aktiv und koénnen zelluldre Bestandteile beschadigen, indem sie
Fettsauren, Zucker, DNA und Proteine modifizieren (133, 187).

Superoxid und Wasserstoffperoxid sind relativ stabile Molekile, doch Superoxid ist in
der Lage, weitere reaktive Sauerstoffverbindungen hervorzubringen. Der Transfer von
einem Elektron auf molekularen Sauerstoff bildet das Superoxid-Radikal mit einem

ungepaarten Elektron. Es existiert nur wenige Mikrosekunden und disproportioniert zu

3



molekularem Sauerstoff und Wasserstoffperoxid (11). Wasserstoffperoxid wiederum
fuhrt durch den Vorgang der Fenton-Reaktion zur Bildung von Hydroxyl-Radikalen.
Hierbei reagieren reduzierte Eisen- und Kupfer-lonen von prosthetischen Gruppen mit
Wasserstoffperoxid zu Hydroxyl-Radikalen, die chemisch auf3erst reaktiv sind (65).
Superoxid wird von einigen Flavin-haltigen Enzymen als Nebenprodukt der Reaktion
mit Sauerstoff gebildet, wie bei der Xanthin-Oxidase (113, 135). Die Hauptquelle ist
jedoch die unbeabsichtigte Auto-Oxidation von Flavin-haltigen Oxidoreduktasen. Auch
der Elektronenverlust von Membranen ist bedeutend fir die Generierung reaktiver
Sauerstoff-Verbindungen (99). In E. coli wird 0,2 % des von den Zellen konsumierten

Sauerstoffs zu Superoxid reduziert und 0,4 % zu Wasserstoffperoxid umgesetzt (96).

Prokaryonten kdnnen in aerobe, aerotolerante und anaerobe Organismen eingeteilt
werden. Mikroorganismen mit einer aeroben Atmung sind von Sauerstoff abhangig,
wahrend aerotolerante Prokaryonten meist Uber Garung Energie gewinnen. Aerobe
und aerotolerante Prokaryonten haben sich durch Anpassung ihrer zelluldren
Maschinerie und durch Enzyme, die sie vor reaktiven Sauerstoffverbindungen
schitzen, der oxygenen Lebensweise bzw. an oxische Habitate angepasst. Auf
anaerobe Organismen hingegen wirkt Sauerstoff toxisch und fihrt in bestimmten

Konzentrationen zu einer Einstellung des Wachstums.

Prokaryonten haben verschiedene Enzyme entwickelt, die vor reaktiven Sauerstoff-
Verbindungen schitzen. Katalasen wandeln Wasserstoffperoxid in Wasser und
Sauerstoff um, wahrend Superoxid-Dismutasen Superoxid zu Wasserstoffperoxid und
Sauerstoff zersetzen (Formel 2). Beide Enzyme sind unter aeroben, aerotoleranten und

anaeroben Organismen weit verbreitet (29).
(A) 2 H202 —_ 02 + 2 H20

(B) 2 02_' +2H" — H202 + 02

Formel 2: (A) Summenformeln der Reaktionen der Katalase, (B) Summenformeln der
Reaktionen der Superoxid-Dismutase.

Ein von diesen Enzymen grundsatzlich unterschiedliches Enzymsystem ist vornehmlich
bei anaeroben Organismen wie Clostridien, Sulfat-reduzierenden &-Proteobakterien
und anaeroben Archaea beschrieben worden. Es nutzt Elektronen aus dem NADH-
Pool der Zelle, um verschiedene reaktive Sauerstoffverbindungen zu eliminieren. Eine
NADH-Oxidase Ubertragt in diesem System Elektronen auf Rubredoxin (Abbildung 2).
Rubredoxin dient als Elektronendonor flr Rubrerythrin, Superoxid-Reduktase und

Flavoproteine, die die Zelle vor reaktiven Sauerstoff-Verbindungen schitzen.



Rubrerythrin beseitigt Wasserstoffperoxid, Superoxid-Reduktasen Superoxid und die
Flavoproteine molekularen Sauerstoff (89, 129, 163-165, 199).

Superoxid- " 0y (A)
Reduktase 7 H,0,
NADH- —— Rubredoxin —> Rubrerythrin “ H,0, (B)
Oxidoreduktase \ H,O
Flavoprotein 0,
H,0 (©)

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Enzymsystems zur Eliminierung reaktiver
Sauerstoffverbindungen (199). (A) Superoxid-Reduktase-Aktivitat mit Wasserstoffperoxid (H,O5)
als Produkt. (B) NADH-Peroxidase-Aktivitdt der Rubrerythrine. (C) NADH:Sauerstoff (O,)-
Oxidoreduktase-Aktivitdt der Flavoproteine. Das Produkt der beiden letzten Systeme ist
Wasser.

Friher war die Auffassung verbreitet, dass anaerobe Organismen keine effektiven
Enzyme zum Schutz vor oxidativem Stress besitzen. Die Entdeckung des oben
beschriebenen Enzymsystems hat diese Sichtweise jedoch verandert (100). In dem
anaeroben Bakterium Clostridium acetobutylicum wurde gezeigt, dass die Deletion des
Peroxid-Repressor-Gens, perR, zu einer starken Produktion der Komponenten des
Entgiftungssystems fiihrt, mit der Folge, dass C. acetobutylicum unter aeroben
Bedingungen sein Wachstum nicht komplett einstellte (88).

Methanogene Archaea werden ebenfalls als anaerobe Organismen betrachtet. Einige
Studien haben jedoch gezeigt, dass erst bei vergleichsweise hohen
Sauerstoffkonzentrationen die Methanogenese eingestellt wird (70, 192). Betrachtet
man die Okosysteme, in denen methanogene Archaea vorkommen, darunter Moore,
Reisfelder und der Verdauungstrakt von Wiederkauern, wird deutlich, dass dort haufig
oxisch-anoxische Grenzflachen auftreten. Aus diesem Grund ist es wahrscheinlich,
dass methanogene Archaea ebenfalls einen wirkungsvollen Schutzmechanismus vor

reaktiven Sauerstoffverbindungen besitzen.



Thematik dieser Arbeit

Bei Wachstum von Ms. mazei auf TMA stehen dem Organismus drei Methylgruppen
zur Verfligung, die von einem Methyltransferase-System Uber ein Corrinoid-Protein auf
den zentralen Kofaktor der Methanogenese, Coenzym M, Ubertragen werden. Die
Methyltransferasen der ersten Transferreaktion (MT1) sind Substrat-spezifisch fir TMA
und dessen Abbauprodukte. Im Genom von Ms. mazei sind verschiedene Isoenzyme
der Methyltransferasen und Corrinoid-Proteine kodiert. Die Art und Weise, wie deren
Gene reguliert werden, ist nicht bekannt. Diese Arbeit beschéftigte sich zu einem Tell

mit dieser Fragestellung.

Uber Proteine, die in methanogenen Archaea reaktive Sauerstoffverbindungen
eliminieren, ist nur wenig bekannt. Die interessanten Proteine MMDx — MM0636 von
Ms. mazei haben zum einen Ahnlichkeiten zu Enzymen, die in der Antwort der Zelle
auf Sauerstoffstress beteiligt sind, und zum anderen zu Enzymen, die am
Elektronentransport beteiligt sind. In dem zweiten Teil der Arbeit wurde die Funktion
der Proteine MMDx — MM0636 untersucht.



2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien hatten mindestens den Reinheitsgrad

p.a.
211 Gase
Bezeichnung Bezugsquelle
CO5 (99,9 %) Praxair Deutschland GmbH (Dusseldorf, Deutschland)
H, (99,9 %) Praxair Deutschland GmbH (Dusseldorf, Deutschland)
N> (99,99 %) Praxair Deutschland GmbH (Dusseldorf, Deutschland)
N,/CO (95 % / 5 %) Praxair Deutschland GmbH (Dusseldorf, Deutschland)

N,/O, (80 % / 20 %) Praxair Deutschland GmbH (Dusseldorf, Deutschland)

2.1.2 Chemikalien

Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth

(Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Schnellendorf, Deutschland) bezogen.

2.1.3 Enzyme und Proteine

Bezeichnung
Alkaline-Phosphatase (CIAP)
DNAse |

Phusion-Polymerase
T4-DNA-Ligase
DreamTag-DNA-Polymerase
RevertAid Reverse Transkriptase

Restriktionsenzyme

Superoxid-Dismutase (Rinderleber)
Thioredoxin (E. coli)

Katalase (Rinderleber)
Xanthin-Oxidase (Rindermilch)
Insulin (Rinderpankreas)
Cytochrom c (Pferdeherz)

acetyliertes Cytochrom ¢

Bezugsquelle

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Finnzymes (Hess. Oldendorf, Deutschland)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) oder
New England Biolabs (Frankfurt a. M., Deutschland)
Sigma-Aldrich, (Schnellendorf, Deutschland)
Sigma-Aldrich, (Schnellendorf, Deutschland)
Sigma-Aldrich, (Schnellendorf, Deutschland)
Sigma-Aldrich, (Schnellendorf, Deutschland)
Sigma-Aldrich, (Schnellendorf, Deutschland)
Sigma-Aldrich, (Schnellendorf, Deutschland)
Sigma-Aldrich, (Schnellendorf, Deutschland)
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(Pferdeherz)
Ferredoxin:NADP*-Ox
(Spinat)

2.1.4 Kits

Bezeichnung
GeneJet™ Plasmid Mi

InnuPrep PCRpure Kit

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

System

BCA Protein Assay Kit
RNA Clean-Up

SurePrep

Concentration Kit

idoreduktase

Bezugsquelle
niprep Kit

Sigma-Aldrich, (Schnellendorf, Deutschland)

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

Analytik Jena (Jena, Deutschland)

Promega (Mannheim, Deutschland)

Novagen (Darmstadt, Deutschland)

and

Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland)

2.2 Organismen, Vektoren, Plasmide und Oligonukleotide

2.2.1 Organisme

n

Die folgenden Organismen fanden wahrend der Arbeit Verwendung.

Stamm

E. coli DH5a

E. coli Bl21

E. coli BI21 pLys

Ms. mazei Go1l

Ms. mazei A 0633

Wolinella
succinogenes

nrf::mmO0633strep

Genotyp

F, endAl, gInVv44, thi-1, recAl, relAl,
gyrA96, deoR, nupG, ¢80dlacZAM15,
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk” mk™), A
F ompT gal dcm lon hsdSg(rs. mg.) A(DE3)

F ompT gal dcm
A(DE3) pLysS, Cm®

lon hsdSg(rs. mg.)

Wildtyp
Puro® AmmO0633-Deletionsmutante von
Ms. mazei G61

R

Kan™ mmO0633-Expressionsstamm von

W. succinogenes

Herkunft /
Referenz
(85)

Invitrogen,
Darmstadt,
Deutschland
Invitrogen,
Darmstadt,
Deutschland
DSM-Nr. 7222
(131)

Diese Arbeit

Melanie Kern,
Darmstadt,

Deutschland



2.2.2 Plasmide und Vektoren

Folgende Plasmide und Vektoren fanden Verwendung.

Plasmid / Vektor

pmmO0631-3.1

pmmO0632-3.1

pmmO0633-4.2

pET22633-1

PET220633strep-1

pmmO0634-3.1

pmmO0635-3.1

pmmO0636-3.1

pPDx-1.2

pTnror

pTrd

pJK3-A633

pASK-IBA3

pPR-IBA1

pASK-IBAS

pET22B

pECS6

Eigenschaften

Amp®, mm0631 in pASK-IBA3
Amp®, mm0632 in pASK-IBA3

AmpR, mmO0633 ohne Sequenz des Signalpeptids
in pASK-IBA4

AmpR, mmO0633 ohne Sequenz des Signalpeptids
in pET22b

AmpR, mmO0633 ohne Sequenz des Signalpeptids
mit Strep-Tag aus pASK-IBA4 in pET22b

Amp®, mm0634 in pASK-IBA3
Amp®, mm0635 in pASK-IBA3
Amp®, mm0636 in pASK-IBA3
AmpR, mmdx in pPR-IBA1

AmpR, cac2448 in pT, Strep-Tag am C-Terminus,
Clostridium- thl-Promotor, E. coli-Clostridium
Shuttlevektor

AmpR, cac2778 in pT, Strep-Tag am C-Terminus,
Clostridium- thl-Promotor, E. coli-Clostridium
Shuttlevektor

Amp®, pac-Kassette, 1 kb stromauf- und

stromabwarts gelegenen DNA von mmO0633

AmpF, TetA Promotor/Operator, Strep-Tag am C-
Terminus

AmpF, T7 Promotor/lac-Operator, Strep-Tag am C-
Terminus

Amp", TetA Promotor/Operator, Strep-Tag am N-
Terminus

Amp®, T7-Promotor/lac-Operator, pelB
Signalpeptid, His-Tag am C-Terminus

Amp®, Konstruiert von pEC66 und pACYC184 mit
den E. coli ccmABCDEFGH Genen

9

Herkunft /
Referenz
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Oliver Riebe,
Rostock

Oliver Riebe,
Rostock

Prof. Dr. U.
Deppenmeier

IBA, Gottigen,
Deutschland

IBA, Gottigen,
Deutschland

IBA, Gottigen,
Deutschland

Novagen,
Darmstadt,
Deutschland
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2.2.3 Oligonukleotide

Die verwendeten Primer

Deutschland).

Bezeichnung

pPR1IMMRdF
pPR1IMMRAR

0631f
0631r

MMO0632f
MMO0632r

MO0633-1BA4f
MO0633-1BA4f
pet22633f
pet22633r
6334inpet22

0634f
0634r

MMO0635f
MMO635r

0636f
0636r

0629checkfor
0633r
0633f

pucup2
pucdown2
0633checkf

Sequenz (5'-3")

Klonierung von mmdx in pPR-IBA1
ATGGTAGGTCTCAAATGGGCGTATCCAAGAAAGGAGAAAAA
ATGGTAGGTCTCAGCGCTTTCCTCTATCAGGGTCATTTCCTC
Klonierung von mmO0631 in pASK-IBA3
ATGGTAGAAGACAAAATGACAGAGCATAAAGAAGTAATGGAAAG
ATGGTAGAAGACAAGCGCTTTTCAGAAGCTTCAGGGCTTCCC
Klonierung von mmO0632 in pASK-IBA3
ATGGTAGGTCTCAAATGATAGGAAATGAAGAAAAAATAAATAAGC
ATGGTAGGTCTCAGCGCTGGCTTTCCAGACGCATTTTTTGC
Klonierung von mmO0633 in pASK-IBA4, pET22b
ATGGTAACCTGCATTAGCGCCGCAGAGCCGAGTGGACCCGG
ATGGTAACCTGCATTATATCAATCCTTCTGAATAATCCTTCTGAAG
ATCTTGGCCAAACAAAATAACTGGGGGAA
GCTGCTCGAGATCCTTCTGAATAATCCTT
AATCTGCGGATCCGTGGAGCCACCCGCAG

Klonierung von mm0634 in pASK-IBA3
ATGGTAGAAGACAAAATGCAGGAAACCGAAGCCAAACCTAT
ATGGTAGAAGACAAGCGCTCTGCTTATGTGCTTCTCCGGATA
Klonierung von mmO0635 in pASK-IBA3
ATGGTAGAAGACAAAATGGTAGAATCGTTAGACAAACAGGTTA
ATGGTAGAAGACAAGCGCTACTCTCAGCTACCTTCTTTGCTTT
Klonierung von mmO0636 in pASK-IBA3
ATGGTAGGTCTCAAATGGAAAGCGCATACCAGAACACTGT
ATGGTAGGTCTCAGCGCTGGTCTGCATGCGGAAACTTGTG
Primer fir die reverse Transkription
TGCTATGAATGTGCCCTTGAGGGCAAAGATACGG
ATGGTAACCTGCATTATATCAATCCTTCTGAATAATCCTTCTGAA
ATGGTAACCTGCATTAGCGCCATCATATTTGCCGGACCCGCA
Screening-Primer der Ms. mazei AmmO0633-Mutante
GACCCGGACCGCCACATC

GGAGGCCTTCCATCTGTTGC

AGTTGCCGTCACGGTTGGCAG

10

stammen von Eurofins MWG Operon (Ebersberg,



0633checkr GATAAACAGGAGTTCCTATTA
Primer fur die gRT-PCR
mmO0632gPCRfor GTTGGCAGTATTCCCATGT
mmO0632gPCRrev. = CGGACCCTGCATGTTTCTAT
MM2423gPCRfor GGATATGCAGACCTCGAACC
MM2423gPCRrev = GGAGTCATCTCCCACCAGAA
MM1950gPCRfor GTAATGCAGGCTCTGGAAGC
MM1950gPCRrev. = TAGCATCCCCATGCTTTTTC
MM2557gPCRfor AATATGCGCAGCCCAAATAC
MM2557gPCRrev. = CTGCTGTGACCTGAAGTGGA
mmO0631gPCRfor AAACGCTAGGGGAACTCGAT
mmO0631gPCRrev = CGGAGCTCCTGAGGTGATAA
mmO0636gPCRfor GGAGCTTTACGAGCACCTTG
mmO0636gPCRrev = CCTCGCTCTTTCTCTCATGC

2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Zellanzucht von Ms. mazei in Flussigmedium

Als Kulturgefa3e dienten 16 ml Hungater6hrchen (Bellco Glass Inc., Vineland, New
Jersey, USA) und Miiller-Krempel-Serumflaschen (Ochs Glasgeratebau, Bovenden,
Deutschland). Als Verschlisse wurden gasdichte Stopfen aus Butylgummi bzw.
Naturkautschuk verwendet. Als Gasatmosphére diente bei der Anzucht ein N,/CO,-
Gemisch (80 % N, /20 % CO,, v/v). Als Substrat wurde TMA, Methanol oder Acetat
(90). 37<C

Komplexmedium. Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen in frisches Medium

benutzt Die Stammhaltung von Ms. mazei erfolgte bei in 5ml

Uberimpft.
2.3.2 Zellanzucht von Ms. mazei auf festem Medium

Fur die Herstellung von Agarplatten wurde Standard-Medium fir Ms. mazei mit 1,5 %
Agar (w/v) verwendet. Das Medium wurde nach dem Autoklavieren mit TMA (50 mM),
Cystein-HCI, Na,S

Kontaminationen, und Puromycin (3 pg ml™') als Selektionsmittel auf Transformanten

sowie Ampicilin (100 pg ml"), zur Vermeidung von
komplementiert. Fir die Plattierung wurden Kulturen, die sich in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden, in Verdinnungsreihen auf Agar verteilt. Die Platten
wurden dann in einen im Anaerobenzelt (Coy Laboratory Products, USA) befindlichen

Inkubator unter einer N,/CO, Atmosphére bei 37 T inkubiert.
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2.3.3 Stammkulturhaltung von  Ms. mazei

Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase waren nach Zugabe von 1 - 2 ml
Saccharose (50 %, w/v) fur 3 - 4 Wochen bei 4 T lagerfahig. Fur eine langfristige
Aufbewahrung wurden die Kulturen bei -70 T gelagert. Hierzu wurden sterile
Serumflaschen mit sterilgefiltertem H, begast und danach mit 2,5 ml Saccharose
(50 %, wiv), 100 pl Na,S (0,75 g / 50 ml) und 2,5 ml einer Ms. mazei-Kultur in der

exponentiellen Wachstumsphase beftillt.
2.3.4 Stammkulturhaltung von  Escherichia coli (E. coli)

Fur die kurzfristige Stammhaltung wurde E. coli auf entsprechenden LB-Agarplatten bei
4 C gelagert. Zur langerfristigen Lagerung wurden 900 pl Zellsuspension einer
Ubernachtkultur mit 100 ul DMSO (steril) versetzt und bei -70 T gelagert.

2.3.5 Luria Bertani- (LB-) Medium

LB-Medium wurde als Standard-Medium fir die Anzucht von E. coli verwendet (141).

Trypton 10g

Hefeextrakt 590

NaCl 5¢

ad A. dest. 1000 ml
pH 7,5

Agarplatten wurden mit LB-Medium unter Zugabe von 1,5 % (w/v) Agar hergestellt.
2.3.6 MI (maximale Induktion) -Medium

(143), modifiziert

Trypton 32¢g
Hefeextrakt 209
ad A. dest. 950 ml
20 x M9-L6sung 50 mi

20 x M9-L6sung

Na,HPO, x 2 H,0 120 g

KH,PO, 60 g
NacCl 10g
NH,CI 20 g

12



Ad A. dest. 1000 ml

Nach dem Autoklavieren wurden 100 ml mit steril-filtrierten Losungen komplementiert.

0,1 M CaCl, 100 pl
1,0 M MgSO, 100 pl
1 mM FeNH,Citrat 100 pl
Medienzusatz Endkonzentration

Anhydrotetrazyklin (AHT) 0,2 pg ml™*

Ampicillin 100 pg ml™*
Chloramphenicol 35 ug ml™
IPTG 1-0,1mM

2.3.7 Methanosarcina -Komplexmedium

Fur die Anzucht von Ms. mazei wurde modifiziertes Methanosarcina-Komplexmedium
(DSMZ-Nr.120) verwendet. Das Medium ist durch Phosphat und Carbonat gepuffert.

Bei Wachstum auf Acetat wurde die Menge des Carbonats verdoppelt.

K;HPO, 348 mg
KH,PO, 227 mg
NH,CI 500 mg
MgSO, x 7 H,O 500 mg
CaCl, x 2 H,O 250 mg
NacCl 2,25¢
NaHCO; 850 mg
NaAcetat x 3 H,O 1,658 g
Hefeextrakt 29
Casein-Hydrolysat 29
FeSO, x 7 H,O 2 mg
Resazurin 1mg

Spurenelementlésung SL6

1 ml Vitaminlésung 10 x

ad A. dest. 1000 ml

pH mit 6 M NaOH auf 8,5 einstellen

Nach Einstellen des pH-Werts auf 8,5 wurde das Medium begast (80 % N, / 20 % CO,,
v/v), um den Sauerstoffgehalt zu senken und den pH-Wert auf 7 einzustellen. Danach

wurden die Gefal3e luftdicht verschlossen und autoklaviert.
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2.3.7.1 Vitaminlsung, 10 x konzentriert

Biotin 20 mg
Folsaure 20 mg
Pyridoxin x HCI 100 mg
Thiamin x HCI 50 mg
Riboflavin 50 mg
Nikotinsaure 50 mg
Ca-Pantothenat 50 mg
Vitamin B12 1mg
p-Aminobenzoesaure 50 mg
a-Liponséaure 50 mg
ad A. dest. 1000 ml

Die Losung wurde bei -20 T gelagert.

2.3.7.2 Spurenelementlésung SL6, 10 x konzentriert  (154)

ZnS0O, 100 mg
MnCl, x 4 H,O 30 mg
H3BOs 300 mg
CoCl, x 6 H,0O 200 mg
CuCl, x 2 H,O 10 mg
NiCl, x 6 H,O 20 mg
Na,MoO, x 2 H,O 30 mg
ad A. dest. 1000 ml

Die Losung wurde bei 4 C gelagert.
2.3.8 Bestimmung des Wachstums von  E. coli und Ms. mazei

Zur Bestimmung der optischen Dichte (ODgqo) von Kulturen wurde eine Probe steril
entnommen und die optische Dichte bei 600 nm bestimmt (Photometer V550, Jasco,
Gross-Umstadt, Deutschland). Die Proben mit Methanogenen-Medium wurden vor der
Messung mit Dithionit reduziert, um eine Verfadlschung der Messwerte durch den

Redoxindikator Resazurin zu vermeiden.
2.3.9 Ermittlung von Wachstumsparametern

Die Wachstumsrate pu und die Verdopplungszeit g einer Kultur wurden aus dem Auftrag
des Logarithmus der gemessenen optischen Dichte bei 600 nm (x) gegen die Zeit (t)
bestimmt. Im Bereich des exponentiellen Wachstums ergibt sich eine Gerade, aus
deren Steigung die Wachstumsrate zu ermitteln ist. Dieser Wert dient der Berechnung

der Verdopplungszeit. Angewandt wurden die nachstehenden Formeln (172).
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Wachstumsrate: y =m/log e
Steigung: m = log X, - log X, / t-tg

Verdopplungszeit: g =In2 / p
2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolierung von chromosomaler DNA  aus Ms. mazei, modifiziert

Die Methode der DNA-Isolierung aus Ms. mazei beruhte auf der direkten Lyse der
Zellen in Reinstwasser. 5ml einer Kultur in der exponentiellen Phase wurde
abzentrifugiert und das Pellet in sterilem Reinstwasser lysiert. Die Zelltrimmer wurden
abzentrifugiert (25.000 x g; 4 C; 10 min) und der Uberstand mit der DNA bei 4 T

gelagert.
2.4.2 Praparation von Plasmid-DNA

Zur lIsolierung von Plasmiden wurde das GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas,

St. Leon-Rot, Deutschland) nach Protokoll des Herstellers eingesetzt.
2.4.3 Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung von PCR-Anséatzen wurde mit dem Wizard SV Gel und PCR Clean-up
System Kit der Firma Promega (Mannheim, Deutschland) entsprechend der Anleitung
durchgefihrt. PCR-Ansatze wurden vor der Behandlung mit
Restriktionsendonukleasen und Restriktionsansatze vor der Ligation von DNA

gereinigt.
2.4.4 lIsolierung von RNA

Die RNA von Ms. mazei wurde aus 50 ml Kulturen gereinigt. Die Zellen wurden
pelletiert (10.000 x g, 4 C) und in 5 ml TRI-Reage nt aufgenommen (Sigma-Aldrich,
Schnellendorf, Deutschland) und nach Angabe des Herstellers gereinigt.

Die RNA wurde einem DNAse I-Verdau nach Angabe des Herstellers (Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland) unterzogen und anschlieRend mit dem SurePrep RNA Clean-
up und Concentration Kit nach Angaben des Herstellers (Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland) gereinigt. Mit PCR wurde die RNA auf DNA-Kontaminationen Gberprift.
2.4.5 Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA

Die Konzentration von RNA und doppelstrangiger DNA wurde bei einer Wellenlange

von 260 nm bestimmt (Photometer V550, Jasco, Gross-Umstadt, Deutschland) (169).

Eine Absorption von 1,00 ist dquivalent zu einer Konzentration doppelstrangiger DNA
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von 50 upgmlt. Bei Vermessung der RNA betragt der Wert 40 pg ml™
Verunreinigungen der DNA durch Proteine konnten durch das Verhaltnis der

Absorption bei 260 nm zu der bei 280 nm ermittelt werden.
2.4.6 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine in vitro-Methode zur Vervielfaltigung eines
definierten Sticks DNA (146). Kurze Oligonukleotide dienen als Startmolekile fur die
Polymerase und gleichzeitig als Marker fur den zu amplifizierenden DNA-Bereich. Die
Polymerase aus Thermococcus aquaticus (Tag-Polymerase) wurde fur das Screening
von Klonen, der Uberprifung der Mutanten und der PCR auf cDNA verwendet. Fiir alle
PCR, deren Amplifikate fir Klonierungen verwendet werden sollten, wurde die
Phusion-Polymerase verwendet. Der Reaktionsansatz und das PCR-Programm
wurden nach Angabe der Hersteller der Polymerasen zusammengesetzt bzw.
programmiert. Die Nukleotide stammten von Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland).
Die Dauer der Synthesephase richtete sich nach der L&nge des erwinschten

Amplifikats und der verwendeten Polymerase.
2.4.7 Synthese von cDNA

Die reverse Transkriptase RevertAid premium (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
wurde nach Angaben des Herstellers verwendet. Eingesetzt wurden 2 bis 5 ug RNA,
20 pmol Primer, 0,5 mM dNTP, Puffer, RNase-Inhibitor und Enzym sowie DEPC-
behandeltes Wasser. Die PCR mit cDNA wurde mit der Dream-Tag-Polymerase nach

Angaben des Herstellers durchgefuhrt (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland).
2.4.8 Real-Time quantitative reverse Transkriptions -PCR

Ausgewahlte Transkripte aus dem gesamt-mRNA-Pool einer Kultur wurde durch Real-
Time quantitative reverse Transkriptions-PCR (QRT-PCR) quantifiziert. Die RNA wurde
stets von 50 ml Kulturen wie oben angegeben isoliert (Kapitel 2.4.4). Die qRT-PCR
wurde auf einem iCycler (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) mit dem Quantitect SYBR
Green Reverse Transcription-PCR Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Anleitung
des Herstellers durchgefihrt.

Die Primer fir die gRT-PCR wurden mit dem PC-Programm Primer3
(http://primer3.sourceforge.net/) generiert und ergaben zwischen 100 und 250
Basenpaare lange Amplifikate. Die Ct-Werte fur jede Reaktion wurden mit der iCycler
Software berechnet. Kontrollreaktionen ohne reverse Transkriptase wurden

durchgefuhrt, um zu verifizieren, dass die Ansatze keine genomische DNA enthalten.
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Die Bestimmung der relativen cDNA-Menge der Prdparation wurde durch eine
Normalisierung der Signale lber einen Abgleich mit den Expressionswerten eines
Referenzgens erreicht.

Das Gen der Glyceraldehyde-Dehydrogenase (gap) wurde als Standard verwendet, da
es ein Zentral-Gen des Stoffwechsels ist. In verschiedenen Studien wurde keine
differenzierte Transkript-Menge von gap gefunden, weder in Expressionsstudien von
Ms. mazei bei Wachstum auf verschiedenen Substraten, noch bei geringen oder hohen
Satzkonzentrationen oder bei geringem oder hohen Stickstoffgehalt (93, 155, 195).
Zusatzlich wurde das Gen mm2536, das das Protein L21e der 50S ribosomalen
Untereinheit codiert, als Standard verwendet. Die Ct-Werte (Threshold-Cycle-Werte
oder Schwellenwert-Zyklen) mit diesem Standard waren mit den Ct-Werten des
zweiten Standards, gap, vergleichbar. Die Spezifitat jeder Reaktion wurde durch
Analyse der Schmelzkurven bestimmt. Die ACt-Werte wurden mit der relativen
Transkript-Menge von gap als Standard berechnet (Ctgen — Ctyap). Die Transkriptions-

Raten wurden aus den ACt-Werten mit der Formel 2*2°* berechnet.

2.4.8.1 qRT-PCR des Operons mmdx — mmO0636

Zum einen wurde die Expression des Operons mmdx — mm0636 mittels qRT-PCR
untersucht. Hierzu wurde die Transkriptionsrate einer Wildtyp Ms. mazei-Kultur, die mit
Sauerstoff geschockt wurde, mit einer Wildtyp-Ms. mazei Kultur ohne Sauerstoffschock
verglichen. Eine Kultur in der exponentiellen Wachstumsphase wurde fir 5 min bei
37 T mit kdnstlicher Luft (20% O,, 80% N,) begast und danach durch aerobe
Zentrifugation bei 4 T pelletiert. Der Wildtyp ohn e Sauerstoffschock wurde anaerob
bei 4 T zentrifugiert. Die Zellpellets wurden sofo rt mit TRI-Reagent versetzt (Kapitel
2.4.4) und die RNA aufgereinigt.

2.4.8.2 gRT-PCR der Methyltransferasegene

Das zweite Experiment mit qRT-PCR diente zur Analyse der Transkription der
Methyltransferasegene. Hierzu wurden TMA-gewachsenen Kulturen bei optischen
Dichten von 0,5 bis 2,2 geerntet und die RNA der jeweiligen Kulturen zur
Transkriptquantifizierung in gqRT-PCR -Experimenten eingesetzt. Um das Problem der
Kreuz-Hybridisierung zwischen hoch homologen Genen der Methyltransferasen zu
Uibergehen, wurden Gen-spezifische Primer fir gqRT-PCR Experimente entworfen.
Zuerst wurden homologe Gene mit dem Programm ClustalW miteinander verglichen
und Regionen, die maximale Unterschiede zeigten, fur Primergenerierung verwendet.
Das Annealing der einzelnen Primer und der mdglichen Kombinationen der einzelnen

Primer wurde in gRT-PCR mit chromosomaler DNA oder Plasmiden, die die
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korrespondierenden Gene tragen, Uberprift. Die Kombinationen aus spezifischen
forward und reversen Primern erzeugten mit der gRT-PCR Signale, die zu mindestens
siebenfach hoheren Ct-Werten fiUhrten, als die Kombination von Primern fir
unterschiedliche, homologe Gene.

Die in diesem Versuch verwendeten Primer sind demnach als Gen-spezifisch unter
den gRT-PCR Bedingungen anzusehen und verursachen keine, das Experiment
beeintrachtigenden, Kreuzreaktionen mit homologen Genen. Um der Frage
nachzugehen, ob es Unterschiede in der Effizienz der Reaktionen von Ziel- und
Referenzgenen gab, wurden die Experimente mit den Methyltransferasegenen mit
einem zweiten Primerpaar fur die mtt-, mtb- und mtm-Gene wiederholt. Die hier
verwendeten Primer banden an eine andere Position in dem Gen, als die zuvor
verwendeten. Die Ct-Werte in dem Kontrollexperiment waren mit dem Ct-Werten aus
dem ersten Experiment fast identisch, was auf eine vergleichbare Effektivitat der

reversen Transkriptasereaktion und DNA-Amplifikation Uber PCR schliel3en lasst.
2.4.9 Enzymatische Modifikation von DNA

2.4.9.1 Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukl easen

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen wurde
stets nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt (Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland und New England Biolabs, Frankfurt a. M., Deutschland). Die

Restriktionsansatze wurden durch Agarose-Gelelektrophorese tberpriift.

2.4.9.2 Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphat  ase

Vektoren kdnnen vor der Ligation mit alkalischer Phosphatase (FastAP) behandelt
werden, um die Wahrscheinlichkeit der Rezirkularisierung zu vermeiden. Die alkalische
Phosphatase katalysiert die Hydrolyse der Phosphatgruppen am 5-Ende der DNA.
Den Restriktionsansatzen wurden nach dem Verdau 2,5 U alkalische Phosphatase

zugegeben und der Ansatz 30 min bei 37 T inkubiert .

2.4.9.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Als Ligation bezeichnet man die Verknipfung des 3'-Hydroxy- und des 5'-Phosphat-
Endes einer Ribonukleinsdure durch das Enzym T4-DNA-Ligase. Vektor- und Insert-
DNA wurden im Verhaltnis 1:3 oder 1:1 in einem Gesamtvolumen von 8l in
Reinstwasser eingesetzt. Die Ligationsreaktion erfolgte entweder fiir 2 h bei 37<C oder
tber Nacht bei 4C.
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2.4.10 Visualisierung von DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese diente der Auftrennung von DNA Fragmenten (169).

Die Agarose-Konzentration im Gel betrug 1 % in TAE-Puffer (w/v), die Proben wurden
vor dem Auftragen mit Beschwererlosung (Roth, Karlsruhe, Deutschland) versehen.
Zur GrolRenbestimmung von DNA wurde der 1 kb DNA-Marker GeneRuler (Fermentas,
St. Leon-Rot, Deutschland). Der Elektrophorese-Puffer bestand aus 1 x TAE-Puffer.

Die angelegte Spannung war konstant zwischen 80 und 110 Volt.

TAE-Puffer

TRIS 40 mM
EDTA 10 mM
Essigsaure 20 mM

pH mit HCI auf 8,5 einstellen
2.4.11 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Fur die Praparation kompetenter Zellen wurden 250 ml LB-Medium bei 37C und
180 U min™* im Schuttelinkubator bis zu einer ODgy von 0,4 bis 0,6 gezogen und
abzentrifugiert (10 min, 7.000xg, 4%€C). Die Zellen wurden in 80 ml
Transformationspuffer vorsichtig resuspendiert, 10 min auf Eis inkubiert und erneut
abzentrifugiert (10 min, 7.000 x g, 4C). Das Pellet wurde vorsichtig in 15 - 20 ml TB
aufgenommen und DMSO in einer Endkonzentration von 7 % hinzugegeben. Es folgte
eine 10-mindtige Inkubation auf Eis und das Abflllen von Aliquots, die in flissigen

Stickstoff schockgefroren und bei -70C gelagert wu rden.

Transformationspuffer
PIPES 10 mM
CaCl, 15 mM
KCI 250 mM
MnCl, 55 mM
pH 6,7
SOB-Medium
Trypton 20,09
Hefeextrakt 509
NacCl 0,58 g
KCI 0,199
A. dest. 990 ml
MgCl, 1 M 10 ml
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2.4.12 Transformation von E. coli durch Hitze-Schock

Ein Aliquot kompetenter E. coli-Zellen wurde mit dem Ligationsansatz vermischt und
fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fur 45 sek bei 42C und 5-
minutiger Inkubation auf Eis wurden 500 pl steriles LB-Medium hinzugegeben und die
Kultur fir 30 — 60 min bei 37C und 180 U min™ inkubiert. Fir die Selektion
transformierter Klone mit Hilfe der vektorbasierenden Resistenz wurden 50 - 100 pl des

Transformationsansatzes auf LB-Agarplatten mit Antibiotikum ausplattiert.
2.4.13 Liposomen-vermittelte Transformation von Ms. mazei

Alle Schritte wurden in der einem Anaerobenzelt nach der Methode von Ehlers et al.
(2005) durchgefihrt (62). Kulturréhrchen mit 5 ml Methanogenium-Medium wurden mit
Ms. mazei angeimpft und bei 37 bis zu einer OD ¢y = 0,8 angezogen. Die Zellen
wurden abzentrifugiert (10.000 x g, 20 min) und das Zellpellet in Bicarbonat/Sucrose-
Losung resuspendiert. 2 ug der zu transformierenden DNA wurden in 48 ul
Bicarbonat/Sucrose-Losung gelést und anschlieBend mit dem zuvor in 70 pl
Bicarbonat/Sucrose-Lésung gelésten 30 ul DOTAP-Reagenz vermischt.  Zur
Ausbildung des DNA-Liposomenkomplexes wurde die Mischung fur 1h bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die resuspendierten Ms. mazei-
Zellen mit der DNA-Liposomenmischung vereint. Nach einer 5 - 6 stiindigen Inkubation
bei Raumtemperatur wurden 5 ml Methanogenium-Medium, versetzt mit 0,5 M
Sucrose, der Zellmischung zugefiigt und diese fur 12 - 16 h inkubiert. AnschlieRend
wurde frisches Methanogenium-Medium (5 ml) mit 0,5 M Sucrose beimpft und, zur
Selektion von Puromycin-resistenten Klonen, mit 3 pg ml™ Puromycin versehen. Trat

sichtbares Wachstum auf, wurde die Kultur ausplattiert.

Bicarbonat/Sucrose-Ldsung

Sucrose 0,85 M
Na,COs 42¢gL”
DTE 5 mM
Resazurin 1mgmlt

2.4.14 Generierung einer Knockout-Mutante von  Ms. mazei

Zur Generierung von Deletionsmutanten wurde der Suizidvektor pJK3 verwendet, der

die im Genom stromaufwarts (upstream) und stromabwaérts (downstream) liegenden

DNA-Sequenzen des zu deletierenden Gens enthélt. Beide Sequenzen werden in

gleicher Orientierung mit einem Resistenzmarker verbunden, der die Resistenz gegen

Puromycin kodiert. Der Deletionsvektor wurde linearisiert und mittels Lipsomen-
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vermittelter Transformation in Ms. mazei-Zellen eingebracht. Hier wird durch den
Vorgang der doppelt-homologen Rekombination das zu deletierende Gen aus dem
Genom entfernt und anstelle des intakten Gens die Puromycin-Resistenzkassette (pac)
eingefigt. Die Puromycin-Resistenz wird durch eine Puromycin-Acetyltransferase von
Streptomyces alboniger vermittelt. Eine starke Expression des pac-Gens wird durch
den Promoter PmcrB der Methyl-CoM-Reduktase aus Ms. mazei garantiert.

Nach erfolgter Transformation wurde ein Klon ausgewahlt und mittels PCR Uberprift.

Die Mutante wurde durch Sequenzierung der Amplifikate bestatigt.
2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Produktion von Proteinen

2.5.1.1 Heterologe Proteinproduktion

In dieser Arbeit wurden folgende E. coli-Stamme verwendet: E. coli DH5aq, E. coli BL21
und E. coli BL21(pLys). Folgende Vektor-Systeme kamen zur heterologen Expression
in E.coli zum Einsatz: das pASK-IBA und pPR-IBA System (IBA, Gottingen,
Deutschland) sowie das pET-System (Novagen, Darmstadt, Deutschland). Die pASK-
IBA-Vektoren besitzen einen Tetrazyklin-Operator und einen konstitutiv vorhandenen
Repressor, der durch Anhydrotetrazyklin inaktivierbar ist. Der Tet-Promotor ermdglicht
die Expression unabhéngig von der T7-Polymerase. Das pET und das pPR-IBA
System besitzen den T7-Promotor und Lac-Operator. Der T7-Promotor ist nur in E. coli
BL21 funktional. Der Lac-Repressor ist durch IPTG inaktivierbar, wobei es ohne
Induktion durch IPTG zu einer Basalexpression kommt. Das Medium wurde mit
Antibiotikum und Mineralsalzen komplementiert und mit der Vorkultur 1% (v/v)
angeimpft. Die Proteinproduktion wurde bei einer ODgqo von 0,6 — 1,2 durch die Zugabe
von Anhydrotetrazyklin (0,2 pg ml*) oder IPTG (Konzentration je nach Versuch
variabel) induziert. Es folgte eine Inkubation von 4 h oder tber Nacht bei 28 . Zur
Zellernte wurden die Zellen abgekihlt und abzentrifugiert (7.000 x g, 15 min, 4C).

Die Proteine, die in dieser Arbeit produziert wurden, binden mehrere unterschiedliche
Kofaktoren. Um wahrend der Produktion in E. coli einen Mangel an Eisen, Schwefel
oder Flavinen zu vermeiden, wurde den Kulturen je nach Kofaktor des produzierten

Proteins Eisen, Schwefel oder Flavin zugegeben.

MMDx 40 pg ml™* FeNH,-Citrat
MMO0631 40 pg ml™* FeNH,-Citrat, 1 mM Cystein
MMO0632 1 mM Cystein, 0,1 mg ml™ FeNH,-Citrat,

0,1 mg mI™* FeSO, x 7 H,0
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MMO0633 100 pM Aminolavulinsdure

MMO0634 0,1 mg mI"* FeNH,-Citrat,0,1 mg mI™* FeSO, x 7 H,0,
1 mM Cystein, 50 pg mI™ Riboflavin

MMO0635 50 pg ml™* Riboflavin

MMO0636 40 pg ml™* FeNH,-Citrat

2.5.1.2 Anaerobe heterologe Proteinproduktion

Proteine mit Eisen-Schwefel-Clustern sind héaufig sauerstoffempfindlich. Aus diesem
Grund wurden Proteine mit diesem Kofaktor unter anaeroben Bedingungen produziert
und gereinigt. Die Kulturen wurden wie oben beschrieben angeimpft und bis zu einer
ODgoo VOn etwa 1,2 bei 37 € inkubiert. Danach wurde die Proteinproduktion induziert
und Zusétze zugegeben. Die Kultur wurde durch N,-Begasung anaerobisiert und mit
einem Gummistopfen luftdicht verschlossen. Nach der Produktion erfolgte sowohl die

Zellernte, als auch der Zellaufschluss unter anaeroben Bedingungen.

2.5.1.3 Produktion von MM0633 in  Wolinella succinogenes

Der Organismus W. succinogenes eignet sich besonders fiir die Produktion von c-Typ-
Cytochromen (108). Der in dieser Arbeit verwendete Expressions-Stamm von
W. succinogenes tragt im Genom anstelle des nrfA-Gens das Gen mmO0633 aus
Ms. mazei mit der Sequenz des Strep-Tags und der Sequenz des Signalpeptids von
nrfA (M. Kern, Technischen Universitat Darmstadt, Deutschland). Das Gen wurde in
einer fur W. succinogenes optimalen Codon-Folge synthetisiert (Geneart, Regensburg,
Deutschland) und in den Vektor pnrf kloniert. Der resultierende Vektor wurde durch
Transformation in W. succinogenes eingebracht, wo das Gen Uber den Vorgang der
doppelt-homologen Rekombination in das Genom inseriert wurde.

W. succinogenes wurde in dieser Arbeit auf Nitrat-Medium wie in der Literatur
beschrieben angezogen (107), 5 - 10 Liter wurden geerntet und mit der French-Press
aufgeschlossen. Das Protein MM0633 war in W. succinogenes in der Membranfraktion
zu finden. Daher musste die Membranfraktion mit Detergenzien behandelt werden, um
das Protein in Losung zu uberfihren. Hier kamen die Detergenzien Triton X100 (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) und Dodecylmaltosid (Gylcon, Luckenwalde, Deutschland)

zum Einsatz.

2.5.1.4 Produktion von Proteinen aus  Clostridium acetobutylicum

Die Vektoren pTrd und pTnror wurden von Dr. O. Riebe (Universitat Rostock,
Deutschland) zu Verfigung gestellt. Die Protein-Produktion und -Reinigung geschah

wie in der Literatur beschrieben (163).
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2.5.2 Zellaufschluss

2.5.2.1 Zellaufschluss durch Ultraschall

E. coli-Zellen wurden aerob durch Ultraschall (Ultraschallgerat UP 200s, Hielscher

GmbH, Teltow, Deutschland) aufgeschlossen (0,5 min ml =

resuspendierte Zellen).
Das Zelllysat wurde fiir 15 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vom

Pellet abgetrennt, das unldsliche Bestandteile enthalt.

2.5.2.2 Zellaufschluss durch French-Press

Die Zellsuspension wurde in die vorgekihlte French-Press-Druckzelle geflllt und die
Zellen durch einen AuRendruck von. ca. 6900 kPa (ca. 1000 Psi) aufgeschlossen. Das
entspricht einem Innendruck von ca. 110300 kPa (ca. 16000 Psi). Zellen von
Ms. mazei wurden im Anaerobenzelt in die French-Press-Druckzelle gefllt, und nach
dem Aufschluss in anaeroben Gefal3en aufgefangen. W. succinogenes-Zellen wurden
aerob aufgeschlossen. Die lysierten Zellen wurden in anaeroben Hungateréhrchen
aufgenommen. Zellsuspensionen von W. succinogenes und E. coli konnten in einem

Durchgang aufgeschlossen werden.

2.5.2.3 Zellaufschluss durch Lysepuffer

Der Zellaufschluss durch Lysepuffer wurde durchgefiihrt, um Proteine anaerob
aufzureinigen. Die anaerob geernteten Zellen wurden in anaerobisiertem Puffer W
(Kapitel 2.5.3) mit 5 mM DTE resuspendiert und mit dem Lysereagenz B-Per (Thermo-
Scientific, Bremen, Deutschland) nach Angaben des Herstellers versetzt. Der
Suspension wurde eine kleine Spatelspitze Lysozym, 0,5 — 1 U DNAse proml
Zellsuspension und Protease Inhibitor Cocktailset (nach Angabe des Herstellers)
zugegeben. Die Zellsuspension wurde in Zentrifugenrohrchen tberfuhrt, die luftdicht
verschlieBbar waren, und auf3erhalb des Anaerobenzelts fir 30 min gekihlt unter
leichtem Schiitteln inkubiert. Danach konnten die Zelltrimmer durch Zentrifugation

(15 min bei 12.000 x g) von den l6slichen Proteinen abgetrennt werden.
2.5.3 Reinigung von Proteinen

Proteine, die mit einem Strep-Tag versehen waren, wurden nach Anweisung des
Herstellers (IBA, Goéttingen, Deutschland) aufgereinigt. Zum Losen von Zellpellets und
als Waschpuffer wurde Puffer W verwendet, als Elutionspuffer diente Puffer W mit
2,5 mM Desthiobiotin (Puffer E).

Puffer W
100 mM Tris-ClI

23



150 mM NaCl
pH 8 mit HCI einstellen

Das Protein MM0633 wurde auch mit His-Tag aufgereinigt. Die Reinigung geschah
nach Angabe des Herstellers der Nickel-Cellulose (Roth, Karlsruhe, Deutschland). Als
Puffer diente K-Phos-Puffer (20 mM, pH 7,4) mit 0,5 M NaCl. Zur Elution diente
Imidazol in einem Stufengradient von 0 — 500 mM. Gereinigte Proteine wurden durch
Entsalzen mittels PD-10 Séulen (GE-Healthcare, Freiburg, Deutschland) von Imidazol
befreit (Kapitel 2.5.6).

2.5.3.1 Proteinreinigung unter anaeroben Bedingunge n

Sauerstoffempfindliche Proteine wurden im Anaerobenzelt aufgereinigt. Die Reinigung
geschah wie oben beschrieben, mit anaerobem Puffer. N,-begaster Puffer W (Kapitel
2.5.3) und Puffer E (Kapitel 2.5.3) wurden mit 5 mM DTE versetzt. Fur anaeroben
Puffer ohne DTE wurde Puffer W mit N, begast und Uber Nacht gedffnet im
Anaerobenzelt inkubiert. Enzyme, die in Puffer E mit DTE aufgenommen wurden,
wurden in Glasbehaltnissen aliquotiert, mit Gummistopfen verschlossen und in kleinen
Serumflaschen verschlossen. Die Serumflaschen enthielten Katalysator und H,, um

eventuell eindringenden Sauerstoff zu entfernen.

2.5.3.2 Reinigung von Ferredoxin aus  Clostridium pasteurianum

Ferredoxin kann aus Clostridium pasteurianum durch eine aerobe Reinigung isoliert
werden (142). Eine Kultur von C. pasteurianum DSM 525 in der spaten exponentiellen
Phase und mit einem Volumen von 8 L wurde geerntet und in 200 ml Wasser (4 C)
aufgenommen. 200 ml kaltes Aceton wurde zugegeben und der Ansatz fir 15 min in
einem Eisbad unter Rihren inkubiert. Die unldslichen Bestandteile der Losung wurden
durch Zentrifugation fir 15 min bei 7000 x g und 4 < pelletiert und der Uberstand auf
eine Anionenaustauschséaule aufgetragen (DEAE-Cellulose, 2,5 x 8 cm, aquilibriert mit
50 % (v/v) Aceton). Das gefarbte Ferredoxin bildete einen braunen Ring am oberen
Ende der Saule. Gebundenes Ferredoxin wurde durch 200 mM Tris-HCI Puffer
(pH 8,0) gewaschen, bis keine Flavine mehr im Durchfluss erschienen. Mit 500 mM
Tris-HCI Puffer (pH 8,0) wurde das Ferredoxin eluiert, mit Vivaspin 500
Zentrifugationsréhrchen (Sartorius, Gottingen, Deutschland) eingeengt, aliquotiert und

bei - 70 T gelagert.
2.5.4 Praparation der Membranfraktion von  Ms. mazei

Alle Reinigungsschritte der Membranpréparation wurden in einem Anaerobenzelt

durchgefuhrt. Zwei bis vier Liter einer exponentiell wachsenden Ms. mazei-Kultur
24



wurden in der exponentielle Phase durch Zentrifugation in Gas-dichten
Zentrifugenbechern (3000 x g, 30 min) geerntet.

Anschlieend wurde das Zellpellet in K-Phos-Puffer (40 mM, pH 7,0) mit 5 mM DTE
und 1 pg mi* Resazurin resuspendiert und fiir 30 min bei 4 T mit einer geringen
Menge DNAse | inkubiert. Nach einer Ultrazentrifugation (90 min, 150,000 x g) wurde
das Membranpellet mit K-Phos-Puffer (20 mM, pH 7.0), 20 mM MgSO,, 500 mM
Saccharose, 5mM Dithioerythritol und 1 pgml* Resazurin resuspendiert. Die
Ultrazentrifugation wurde wiederholt und das Pellet in den oben beschriebenen Puffer
aufgenommen (300 ul / L Kultur). Die Membranfraktion wurde durch die Aktivitat der
CO-Dehydrogenase, die nur im Cytoplasma vorkommt, auf cytoplasmatische

Rickstande untersucht.
2.5.5 Detektion von Proteinen

2.5.5.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem Bradford-Reagenz (Sigma-Aldrich,
Schnellendorf, Deutschland) bestimmt. Das Testprinzip beruht auf einer Verschiebung
des Absorptionsmaximums des Farbstoffs Coomassie-Brillant-Blau G-250 in saurer
Losung durch Bindung an positiv geladene Aminosauren (28). Die Probe wurde mit
0,98 ml Bradford-Reagenz versetzt und 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die
Messung der Extinktion erfolgte bei 595 nm. Proben wurden stets mit einer
Doppelbestimmung untersucht und mit BSA-Kalibrierungskurven zwischen 0 — 1 mg

ml™ verglichen

2.5.5.2 Proteinbestimmung mit Bicinchoninsaure

Der Proteinbestimmungs-Assay mit 2,2'-Bichinolin-4,4'-dicarbonsdure (BCA-Test)
zeichnet sich durch seine Unempfindlichkeit gegentiber Detergenzien aus, die Ldsung
reagiert jedoch mit DTE und DTT (182). Der BCA-Test kam insbesondere bei kleinen
Proteinen zum Einsatz, die mit Bradford nur schlecht detektiert werden kdnnen. Der
Test wurde in Mikrotiterplatten nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die
Eichkurve wurde mit Rinderserumalbumin (BSA) im Bereich von 0 — 1 mg ml*

aufgenommen. Fir alle Proben wurde eine Doppelbestimmung durchgefihrt.

2.5.5.3 Proteinbestimmung tber die Absorption bei 2 80 nm

Die Methode basiert auf der Absorption von UV-Licht durch aromatische
Proteinseitenketten, hauptsachlich der Tryptophan- und Tyrosin-Reste und zu

geringen Anteilen der Disulfidbricken.
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Der molare Absorptionskoeffizient der Proteine wurde (ber die Extinktions-

Koeffizienten fur Tryptophan, Tyrosin und der Disulfide berechnet:
€280 = (5500 x nTrp) + (1490 x nTyr) + (125 x nS-S)

nTrp: Anzahl der Tryptophanreste, nTyr: Anzahl der Tyrosinreste nS-S: Anzahl der
Disulfidbindungen.
Die Proteinkonzentration wurde nach Messung der Absorption bei 280 nm uber das

Lambert-Beer‘'sche Gesetz bestimmt.

2.5.5.4 Diskontinuierliche SDS-PAGE

Die SDS-PAGE (Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) trennt
Proteine nach ihrem Molekulargewicht auf (118). Die Acrylamid-Endkonzentration des
Trenngels variierte ja nach GrofRe des untersuchten Proteins zwischen 12,5 % (w/v)
und 18 % (w/v). Das Sammelgel enthielt immer 5% (w/v) Acrylamid. Als
Elektrophoresekammern dienten vertikale Mini-Gel-Kammern (BioRad, Muinchen,
Deutschland). Vor dem Auftrag der Proben wurden diese 1:1 mit 2 x Probenpuffer
(120 mM Tris/HCI, pH 6,8; 20 % (v/v) Glycerin; 10 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 4 % (v/v)
SDS; 0,1 % (w/v) Bromphenolblau) versetzt und fir 5 min bei 95T denaturiert. Nach
dem Auftragen der Proben (10 mA pro Gel) erfolgte die Auftrennung im Trenngel (15-
20 mA pro Gel). Das Molekulargewicht der denaturierten Proteine wurde mit Hilfe des
parallel aufgetragenen GréfRenstandards bestimmt. Bei kleinen Proteinen kam eine
Proteinleiter mit kleinen Markerproteinen zum Einsatz (Fermentas, St.Leon-Rot,
Deutschland).

Acrylamid-Lésung Rotiphorese  Gel 40 (Roth, Karlsruhe,
Deutschland)

Trenn-Puffer Tris 22,779
A. dest. ad 100 ml
pH 8,45 mit HCI einstellen

Tris-Puffer Tris 3M
SDS 0,4 %
pH 8,45 mit HCI einstellen

Sammel-Puffer Tris 7579
A. dest. ad 100 ml
pH 6,8 mit HCI einstellen

SDS-Ldsung SDS 0,5%

Ammoniumpersulfat-Lésung (APS) APS 10 %

Elektroden-Puffer Tris 3,09
Glycin 14,4 ¢
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SDS 10g
A. dest. ad 1000 ml
pH 8,3

Das Trenn-Gel wurde wie folgt aus den oben beschriebenen Lésungen hergestellt:
Rotiphorese Gel 40: 1,5 bis 2,7 ml (10 % bis 18 % -Endkonzentration); SDS-L6sung:
1,2 ml; Trenn-Puffer: 1,2 ml; ad A. dest. 6 ml, mit 5 ul TEMED und 30 pl APS pro Gel
wurde die Polymerisation gestartet. Das Sammel-Gel wurde wie folgt aus den oben
beschriebenen Ldsungen hergestellt: Rotiphorese Gel 40: 0,25ml (5%-
Endkonzentration); SDS-Ldsung: 0,4 ml; Sammel-Puffer: 0,4 ml; ad A. dest. 2 ml. Mit
5 pl TEMED und 30 pl APS pro Gel wurde die Polymerisation gestartet. Das Trenn-Gel
fur die Analyse kleiner Proteine enthielt Ethylenglycol (30 %) und 18 %Acrylamid.

2.5.5.5 Silberfarbung

Die Silberfarbung ist eine sehr sensitive Methode, um Proteine in Acrylamid-Gelen

anzufarben. Es wurden 0,5 — 2 ug Protein aufgetragen, aufgetrennt und wie im

Folgenden beschrieben angefarbt (21).

Fixierer Methanol 500 ml

Eisessig 120 ml

Formaldehyd 37% (v/v) 0,5 mi

A. dest. ad 1000 ml
Waschlésung Ethanol 250 ml

A. dest. ad 500 ml
Natriumthiosulfatlésung Na,S,03 x 5 H,O 0,29

A. dest. ad 1000 ml
Impragnier-Lésung AgNO; 29

Formaldehyde 37% (v/v) 0,75 ml

A. dest. ad 1000 ml
Entwickler-Lésung Na,CO, 60 g

Formaldehyd 37% (v/v) 0,5 ml

Na,S,03 x 5 H,0 4mg

A. dest. ad 200 ml
Stoppl6ésung EDTA 18,6 g

A. dest. ad 1000 ml

Als erster Schritt wurden Proteine durch Inkubation des Gels mit Fixierlosung im Gel
fixiert. Anschlieend wurde das Gel 3 x 1 min in Wasser gewaschen und fir 1 min mit

Natriumthiosulfatlésung tberschichtet. Nach dreimaligem Waschen fir 20 sek in H,O
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wurde das Gel fur 20 min in Impragnierldsung inkubiert. Darauf wurde es erneut
zweimal fur 20 sek in H,O gewaschen und in Entwicklerldsung tberfuhrt, worin die
Silberionen in basischer Lésung durch Formaldehyd zu elementarem Silber reduziert
und als Banden sichtbar werden. Bevor das Gel in die Stopp-L6sung gegeben wurde,

wurde es kurz gewaschen.

2.5.5.6 Ham-Farbung von Cytochromen

Cytochrome konnen mit einer Ham-Peroxidase-Aktivitdtsfarbung nachgewiesen
werden, die auch nach Auftrennung unter denaturierenden Bedingungen erhalten
bleibt. Das Protein wurde vor dem Auftragen auf die SDS-PAGE nicht gekocht und mit
Probenpuffer ohne B-Mercaptoethanol versetzt. Das SDS-Gel wurde in drei Teilen
3,3'5,5-Tetramethylbenzidin (6,3 mM in MeOH) und sieben Teilen Na-Acetat-Puffer,
(0,25 M, pH 5) fur 1 h im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit 0,1 % v/v, 30 %
H,O, gestartet.

2.5.5.7 Western-Blot

Towbin-Puffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol,
ad 1000 ml A. dest., pH 8,3

PBS-Puffer 140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,
1,8 mM KH,PO,4 ad 1000 ml A. dest., pH 7,3

PBS-Tween-Puffer PBS-Puffer mit 0,1 % v/v Tween 20

Nachweisreagenz 4-Chloro-1-Naphthol 3 % w/v in Methanol

H,0, H,0, (30 %)

Proteine, die tUber eine SDS-PAGE aufgetrennt werden, kdnnen nach dem Transfer auf
eine Nitrocellulosemembran Uber einen spezifischen Antikérper nachgewiesen werden.
Der Strep-Tag wurde durch einen monoklonalen Antikdrper (IBA, Gottingen) detektiert,
der mit einer Meerrettichperoxidase gekoppelt war. Die Nachweisreaktion machte sich
die Umsetzung von Wasserstoffperoxid und 4-Chloro-1-Naphthol als Substrate der
Peroxidase zu Nutze.

Die Blotmembran aus Nitrocellulose (4,5 um, [BioRad, Miinchen, Deutschland]) wurde
zur Aktivierung der Proteinbindestellen 15 min in  Towbin-Puffer &quilibriert.
AnschlieBend wurde der Blot in folgender Reihenfolge auf der Anode des Semi-Dry
Blotgerats (Biozym, Oldendorf, Deutschland) aufgebaut: drei Towbin-Puffer-getrénkte
Whatman-3MM-Papiere, Nitrocellulosemembran, Polyacrylamidgel, drei Towbin-Puffer-
getrankte Whatman-3MM-Papiere. Nach dem Transfer der Proteine (15 V, 15 min),
wurde die Membran in PBS-Tween Puffer mit 5 % Milchpulver oder 2 % BSA fir eine
Stunde inkubiert. Anschiel3end folgten 3 Waschschritte (je 5 min) mit PBS-Tween
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Puffer und die Inkubation mit dem Antikorper, der in 20 ml PBS-Puffer nach Angaben
des Herstellers verdinnt wurde. Uberschiissiger Antikorper wurde durch 2
Waschschritte (je 5 min) mit PBS-Tween Puffer und einen Waschschritt mit PBS-Puffer
entfernt. Fur die Farbereaktion wurde das Gel im Dunkeln in 20 ml PBS-Puffer mit
200 pl 4-Chloro-1-Naphthol und 20 pl H,O, versetzt.

2.5.6 Einengen und Entsalzen von Proteinen

Proteine wurden in kleinem Mal3stab durch Zentrifugieren mit Vivaspin 500
Zentrifugationsrohrchen (Sartorius, Gottingen, Deutschland) nach Angabe des
Herstellers eingeengt. Mit dieser Methode konnte unter anaeroben Bedingungen der
Puffer, in dem ein Protein gelost war, ausgetauscht werden. Durch wiederholtes
Einengen und Auffillen mit frischem Puffer wurde die Praparation gewaschen. In der
Regel wurde eine 250 pl Proteinprobe auf 50 pl eingeengt und drei Mal auf 200 pl
aufgefullt. Verunreinigungen wurden so 125-fach verdinnt.

Zur Entsalzung von Proteinen wurden PD-10 Saulen (GE-Healthcare, Freiburg,
Deutschland) eingesetzt. Das sind mit Sephadex geflllte, vorgepackte Saulen, die das
Protein tber den Molekularsiebeffekt von Salzen im Puffer trennen. Die PD-10 S&ulen

wurden wie vom Hersteller angegeben verwendet.
2.5.7 Rekonstitution von Proteinen

2.5.7.1 Rekonstitution von MM0632

MMO0632 wurde nach dem Zellaufschluss und der Abtrennung der Zelltrimmer im
l6slichen Zelliberstand durch die Zugabe von 1mM FeCl; und 1mM Na,S sowie 10 mM
Dithiothreitol fir 30 min auf Eis rekonstituiert (modifiziert nach Hamann et al., 2007)
(84). Unlésliche Komponenten wurden anschliel3end durch Zentrifugation (12.000 x g,
20 min) unter anaeroben Bedingungen entfernt. Die affinitAitschromatographische
Proteinreinigung geschah anaerob wie in Kapitel 2.5.3.1 beschrieben. Das gereinigte
Protein wurde durch in Vivaspin 500 Zentrifugationsrohrchen (Sartorius, Gottingen,
Deutschland) oder PD-10 Saulen (GE-Healthcare, Freiburg, Deutschland) mit
anaeroben Puffer W mit 5 mM DTE (Kapitel 2.5.3) gewaschen (Kapitel 2.5.3.6) und die

finale Proteinkonzentration auf 1,5 bis 2 mg mI™ eingestellt.

2.5.7.2 Rekonstitution von MM0636

MMO0636 wurde nach der affinitatschromatographischen Reinigung rekonstituiert. Das
Protein in Puffer E (Kapitel 2.5.3) wurde mit der 50-fachen molaren Menge DTT

versetzt, danach die 8-fache molare Menge FeCl; zugegeben und der Ansatz fiir 1 h
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auf Eis in einem Anaerobenzelt inkubiert modifiziert nach Cicchillo et al. (2004) (43).

Nach der Rekonstitution wurde das Protein mit PD-10 Saulen entsalzt (Kapitel 2.5.6).
2.5.8 Gelfiltrationsanalyse von Proteinen

Bei der Gel-Chromatographie werden Proteine der GroRRe nach aufgetrennt. Die
Retention von globuléaren Proteinen in der Gel-Matrix nimmt mit abnehmender GroRRe
der Proteine zu. Durch den Vergleich der Retentionszeit eines Proteins mit
Eichproteinen kann das Molekulargewicht eines Proteins oder der Oligomerisierungs-
Zustand bestimmt werden.

Eine Sephadex 75 Chromatographiesaule (Amersham Bioscienes, Piscataway, USA)
wurde mit den Referenzproteinen Cytochrom c¢ (12,4 kDa), Myoglobin (17,8 kDa),
Chymotrypsin (25 kDa) und Albumin (43 kDa) kalibriert. Das Ausschlussvolumen der
Saule (vp) betrug 43 ml. Das Gesamtvolumen (v;) betrug 126 ml. Der
Verteilungskoeffizient wurde mit dem Elutionsvolumen v, nach folgender Formel
berechnet: Kay = (Ve — Vo) / (V; — Vo). Die Kalibriergerade wurde durch Auftragen der Kay-
Werte und der logarithmierten Molekulargewichte der Kalibrierproteine erstellt. Vor der
Gelfiltrationsanalyse wurde die Saule mit Puffer W (Kapitel 2.5.3) aquilibriert. Die
Elution erfolgte isokratisch mit einer Flussrate von 0,5 ml min™. Der Proteingehalt

wurde bei 280 nm verfolgt und 1 ml Fraktionen gesammelt.

2.5.9 Herstellung einer Kaliumsuperoxid-Losung

Wasserfreies DMSO wurde unter Begasung mit Argon mit Kaliumsuperoxid versetzt (1-
2 mM) (127). Die Suspension wurde zu einer Probe von rekonstituierten MM0632
gegeben, die in Puffer ohne DTE gel6st war und das UV/vis-Spektrum von MM0632
photometrisch berfolgt.

2.5.10 Enzymtests

2.5.10.1 MMO0631: Disulfid-Reduktase-Aktivitat

Die Disulfid-Reduktase-Aktivitdat von MM0631 wurde in einem Triibungstest mit Insulin
als Substrat bestimmt. Insulin besteht aus zwei Peptidketten, die durch intermolekulare
Disulfidbriicken kovalent verbunden sind. Durch Anséduerung mit HCI und
anschlieRender Rucktitration mit NaOH geht das Insulin vollstandig in Lésung, so dass
die entstandene Losung klar ist (91, 123). Werden die intermolekularen Disulfidbriicken

gespalten, fallt das Insulin aus und die Ldsung tribt sich. Diese Tribung kann
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photometrisch bei 650 nm verfolgt werden (V550 Photometer, Jasco, Gross-Umstadt).
Disulfid-Reduktasen katalysieren diese Reaktion mit DTT als Elektronendonor. Die
Reaktion von DTT mit Disulfiden des Insulins ist wesentlich langsamer als die Katalyse
durch Disulfid-Reduktasen.

Insulin Stock-Lésungen wurden mit einer Konzentration von 10 mg ml™* in 50 mM Tris
pH 8 angesetzt, durch Zugabe von 0,05 M HCI auf pH 2 gebracht und sofort mit 0,05 M
NaOH auf etwa pH 8 titriert. Die Lésung wurde vor der Messung frisch angesetzt.

Der Test wurde in einer 0,5 cm Kivette unter anaeroben Bedingungen durchgefihrt.
Vor dem Test wurde die Kivette mit N, begast und mit einem Gummistopfen
verschlossen. Als Reaktionspuffer diente K-Phos-Puffer (40 mM, pH 7), mit 1 mM
EDTA, der vor der Zugabe von 0,33 mM DTT mit N, begast wurde. Vor jedem Versuch
wurde der Puffer frisch angesetzt. Die Disulfid-Reduktase-Aktivitdt von MM0631 wurde
in einem Test mit 400 ul Endvolumen bei Raumtemperatur gemessen. Zu dem
vergebenen Puffer mit DTT wurde 0,13 mM Insulin gegeben und die Tribung bei
650 nm verfolgt. Nach Bestimmung der Eigenreaktion von DTT und Insulin wurde die
Disulfid-Reduktase-Aktivitat von MM0631 durch Zugabe von 0 bis 25 uM MMO0631
gemessen. Thioredoxin (Sigma-Aldrich, Schnellendorf, Deutschland) diente als
Positivkontrolle. Zur Auswertung wurde die Tribung bei 650 nm (V550 Photometer,

Jasco, Gross-Umstadt) gegen die Zeit aufgetragen.

2.5.10.2 MMO0632: Cytochrom c-Test

Die Superoxid-Reduktase-Aktivitat von MM0632 wurde in einem Cytochrom c-Test
bestimmt. Als Superoxid-Quelle wurde eine Xanthin-Oxidase eingesetzt, die Xanthin
mit Sauerstoff zu Harnstoff, Wasserstoffperoxid und Superoxid umsetzt. Der Test
macht sich die Eigenschaft von Superoxid zunutze, Cytochrom c zu reduzieren und die
Eigenschaft von Cytochrom c, Elektronen an Superoxid-Reduktasen abzugeben. In
einer ersten Phase wurde Cytochrom c reduziert, was photometrisch durch einen
Anstieg bei 550 nm verfolgt werden konnte (V550 Photometer, Jasco, Gross-Umstadt).
In der zweiten Phase verwendete die zugegebene Superoxid-Reduktase Elektronen
von Cytochrom c zur Reduktion von Superoxid. Die Aktivitat der Superoxid-Reduktase
bewirkte eine Verringerung der Cytochrom c-Reduktionsrate.

Der Cytochrom c-Test wurde urspringlich fur Superoxid-Dismutasen entwickelt.
Superoxid-Dismutasen reduzieren das Superoxidmolekil nicht, daher kann die
Absorptionsrate bei 550 nm im Cytochrom c-Test mit Superoxid-Dismutasen nicht
negativ werden. Das ist ein bedeutender Unterschied zu Superoxid-Reduktasen, die, in

geeigneter Menge zugesetzt, das Cytochrom c¢ vollstdndig oxidieren kénnen. Ein
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U Aktivitdt wurde definiert als die Menge an Enzym, welche eine 50 %ige Inhibition der
Reduktion von Cytochrom c verursacht.

Das durch die Xanthin-Oxidase und Superoxid-Reduktase entstandene
Wasserstoffperoxid wurde durch 250 U Katalase eliminiert, so dass die Enzyme keinen
Schaden nahmen. Der Test wurde in 1,5 ml Kivetten unter aeroben Bedingungen
durchgefuhrt. Als Puffer diente Puffer W (Kapitel 2.5.3), der 250 U ml* Katalase,
0,2 mM Xanthin und 40 uM Cytochrom c enthielt. Die Menge an Xanthin-Oxidase
wurde bei jeder Messung so angepasst, dass die Rate der Cytochrom c-Reduktion
0,0025 + 0,001 min™ entsprach. Nach einer Minute Inkubation wurde MMO0632

zugegeben.

2.5.10.3 MMO0632: Rubredoxin-Oxidase-Aktivitat

Die Enzyme Ferredoxin:NADP*-Oxidoreduktase oder NADH:Rubredoxin-
Oxidoreduktase reduzieren Rubredoxin und Desulforedoxin. NADH:Rubredoxin-
Oxidoreduktase und Rubredoxin stammten aus C. acetobutylicum. MMO0632 besitzt
eine Rubredoxin-Oxidase- und Superoxid-Reduktase-Aktivitat. In aerobem 50 mM
MOPS-Puffer wurde Superoxid durch das Xanthin/Xanthin-Oxidase System generiert.
Die Aktivitat wurde photometrisch anhand der Absorption von NADPH oder NADH bei
340 nm an einem V550 Photometer (Jasco, Gross-Umstadt, Deutschland) ermittelt.
Der Test enthielt folgende Komponenten: 50 mM MOPS-Puffer (pH 7,5), 100 — 250 uM
NADPH, 500 Uml* Katalase, 0,2 mM Xanthin, 7 ug mlI* Xanthin-Oxidase, 6 pM
Rubredoxin oder 0 - 12 puM Desulforedoxin, 2 yM MM0632 und 0,06 uM
Ferredoxin:NADP*-Oxidoreduktase oder 0,05 uM NADH:Rubredoxin-Oxidoreduktase.

Superoxid-Dismutase (60 U) wurde als Kontrolle verwendet.

2.5.10.4 MMO0632: Detektion der Wasserstoffperoxid-B  ildung

Wasserstoff wurde nach der Methode von Seaver und Imlay (2001) mit der
Meerrettich-Peroxidase detektiert, die 10-Acetyl-3,7-Dihydroxyphenoxazin (Ampliflu
Red, Sigma-Aldrich, Schnellendorf, Deutschland) zum Farbstoff Resofurin umsetzt
(174). Einem Reaktionsansatz von 250 pl wurde 100 pl einer 0,2 mM Ampliflu Red-
Stammlésung in K-Phos-Puffer (50 mM, pH 7,8) und 10 pl einer 0,2 mgml*
Meerrettich-Peroxidase Stammldsung zugegeben. Nach Zugabe des Xanthin-Oxidase-
Systems (Kapitel 2.5.9.2) stellte sich eine Grundaktivitat ein. AnschlieRend wurde das
Superoxid-Reduktase-Systems zugegeben: 250 uM NADH, 0,06 uM
NADPH:Ferredoxin-Oxidoreduktase, 2 uM Rubredoxin aus C. acetobutylicum, 4 pM
MMO0632.
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2.5.10.5 MMO0632: Superoxid-Dismutase-Aktivitat

Superoxid-Dismutase-Aktivitat wurde mit dem Xanthin/Xanthin-Oxidase System und
Nitrotetrazoliumblau detektiert. Superoxid, generiert durch die Xanthin-Oxidase
(0,2 mM Xanthin, 3,5ug ml? Xanthin-Oxidase), reduziert Nitrotetrazoliumblau zu
blauem Formazan, das bei 560 nm detektiert wurde. Der Test wurde in einem Volumen
von 3 ml in K-Phos-Puffer (40 mM, pH 7), pH 7,6, durchgefihrt. Die Aktivitat von einem
U wurde definiert als Enzymmenge, die notwendig ist, um die Nitrotetrazoliumblau-

Reduktion um 50 % zu inhibieren.

2.5.10.6 MMO0633: Test mit Hydroxy-Phenazin

Beide Messungen wurden mit einer anaerobisierten Kiivette mit K-Phos-Puffer (40 mM,
pH7) mit 5mM DTE an einem TIDAS-Photometer (Spectralytics, Essingen,
Deutschland) durchgefiihrt. Hydroxy-Phenazin wurde unter Ausschluss von Sauerstoff
mit Wasserstoff und Platin als Katalysator Gber Nacht reduziert. Der Wasserstoff kann
durch Austausch der Atmosphare mit Stickstoff und das Platin durch Sedimentation
entfernt werden. In diesem Test diente Hydroxy-Phenazin als Elektronendonor und
MMO0633 als Akzeptor.

2.5.10.7 MMO0633: Test mit Membranen und alternative n

Elektronenakzeptoren

Eine Probe des Kofaktors Fj, wurde mit Stickstoff begast, mit Natriumborhydrid
reduziert, dann mit Salzsaure auf pH 1 angeséauert und sofort mit 1 M Natriumhydroxyd
auf pH 7 eingestellt. Reduziertes F4,0 wurde in eine anaerobe Klvette mit K-Phos-
Puffer (40 mM, pH7) mit 5mM DTE dberfuhrt. Dem Test wurden 2 - 5yl
Membranenpraparation und alternative Elektronenakzeptoren (2 mM) zugegeben. Als
Positivkontrolle dienten 5 pl Methylviologen (30 mM) / Metronidazol (50 mM), womit
die Aktivitat der F40-Dehydrogenase gemessen wird. Die Aktivitat wurde bei 420 nm

verfolgt.

2.5.10.8 MMO0633, MM0634, MM0635: Reduktion durch Fe rredoxin:NADP *-

Oxidoreduktase

Die Reduktion von MM0633, MM0634 und MM0635 wurde anhand der Absorption der
Flavine verfolgt (TIDAS-Photometer, Spectralytics, Essingen, Deutschland). Der
Enzymtest enthielt folgende Komponenten: NADPH (250 uM), Ferredoxin:NADP®-

Oxidoreduktase, Ferredoxin aus Clostridium pasteurianum in Puffer W (Kapitel 2.5.3).
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2.5.10.9 MMO0634 und MM0635: Reduktion durch CO-Dehy drogenase

Die Reduktion von MM0634 und MM0635 wurde anhand der Absorption der Flavine
verfolgt  (TIDAS-Photometer,  Spectralytics, Essingen, Deutschland). Die
Elektronentransportkette nutzte CO, CO-Dehydrogenase von Moorella thermoacetica
und Ferredoxin aus C. pasteurianum, um die Proteine MM0634 und MMO0635 zu
reduzieren. Hier wurde K-Phos-Puffer (40 mM, pH7) mit 5mM DTE verwendet,
MMO0635/MM0634 und Ferredoxin zugegeben und der Ansatz 1 min mit CO (5% CO,
95 % N,) begast. Gestartet wurde die Reaktion durch die Zugabe der CO-

Dehydrogenase.

2.5.11 Analyse der Kofaktoren von Proteinen

2.5.11.1 Eisenbestimmung

Zur Bestimmung von Nicht-Ham-Eisen wurden die folgenden Ldsungen verwendet
(71).

HCI 1%
Ammoniumacetat 75%
Ascorbinsaure 4%
SDS 25%

Ferrozin (3-(2-Pyridyl)-5,6-bis(4-phenylsulfonat)- 1,5 %

1,2,4-Triazin, Dinatriumsalz)

Die Reaktion basiert auf dem Losen des Eisens aus dem Protein unter sauren
Bedingungen, Reduktion durch Ascorbinsdure und Komplexbildung mit Ferrozin, was
eine photometrische Bestimmung erlaubt. Alle Lésungen wurden vor Gebrauch frisch
angesetzt. Die Probe mit einem Volumen von 100 pl wurde mit 100 pl 1 % HCI versetzt
und 30 sek bei 25.000 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Ansatz fir 10 min bei
80 € inkubiert und danach auf Raumtemperatur abgekhlt. Dann wurden
nacheinander folgende Losungen zugegeben: 500 ul Ammoniumacetatlésung, 100 pl
Ascorbinsaure, 100 pl SDS-Lésung und 100 ul Ferrozin. Die Proben wurden 5 min bei
25.000 x g zentrifugiert und die Absorption bei 593 nm bestimmt. Als Standard wurde
Ammoniumeisensulfat verwendet und eine Standardreihe im Bereich von 0 — 60 nmol

angefertigt.

2.5.11.2  Schwefelbestimmung

Die Eisen-Schwefel-Zentren der Proteine wurden mit Essigsaure hydrolysiert und der

Schwefel als Schwefelwasserstoff freigesetzt. Schwefelwasserstoff wurde als Zinksulfid
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gebunden und in  Anwesenheit von Fe**-lonen  mit N,N"-Dimethyl-1,4-
phenylendiammoniumdichlorid zu Methylenblau umgesetzt (16, 46). Methylenblau
besitzt ein Absorptionsmaximum bei 670 nm und kann somit nach photometrischer
Messung zur quantitativen Bestimmung des Schwefelgehalts herangezogen werden.
Alle verwendeten Losungen wurden in Reinstwasser angesetzt. Die Eichgerade wurde
mit einer frisch angesetzten Na,S-Eichlosung erstellt. Dazu wurde ein Sulfidkristall in
Wasser, dessen pH-Wert auf pH9 gebracht wurde, gewaschen, trockengetupft,
gewogen und in 50 ml (N»-begaster) 0,1 M NaOH-L6sung gegeben. Durch Verdiinnung
in 50 ml (N,-begaster) 0,1 M NaOH-L6sung wurde die Standardldsung hergestellt. Aus
dieser wurden die Proben der Standardreihe im Bereich von 0 bis 100 nmol Schwefel
pro 100 ul hergestellt.

Test LOsungen:

Lésung A 2 % Zinkacetat-Losung
Lésung B 0,2 % N,N"-Dimethyl-p-phenylendiammoniumchlorid in 3,75 M H,SO,
Lésung C 10 % NH4Fe(S0O,), x 12 H,O

Zu 100 pul der Losung A wurden vorsichtig 100 ul der Probe bzw. des Sulfid-Standards
hinzugegeben. Lésung B und Losung C wurden im Verhaltnis von 20:1 gemischt, und
dann je 100 ul zum Reaktionsansatz zugegeben. Nach 30 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde der Ansatz mit Wasser auf 1 ml aufgeflllt, 5min bei
25.000 x g zentrifugiert und der Uberstand bei einer Wellenlange von 670 nm

vermessen.
2.5.11.3 Flavinbestimmung

2.5.11.4  Flavin-Praparation

Die Flavine wurden durch Féllung der Proteine mit Trichloressigsaure freigesetzt (3).
Die Proteinproben wurden mit eiskaltem TCA versetzt (5 % Endkonzentration). Nach
15 min Inkubation auf Eis wurden die prazipierten Proteine durch Zentrifugation bei
25.000 x g fur 15 min pelletiert.

2.5.11.5 Quantifizierung von Flavin-Kofaktoren

Die Absorption der Proben wurde bei 450 nm gemessen und der Flavingehalt tber das
Lambert-Beer'sche Gesetz mit dem Extrinktionskoeffizienten fir FMN (11.3 mM™* cm™)

berechnet.
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2.5.11.6  Kofaktorbestimmung mittels HPLC

Die Flavinkofaktoren wurden mit einer HPLC (Knauer Smartline) mit einer Reversed-
Phase C-18 Saule (Varian Microsorb-MV, 250 x 4.6 x 1/4) analysiert. Die Flussrate
betrug 0,75 ml min? mit einem linearen Gradienten von 0-100% Methanol in
Ammonium-Acetat-Puffer (50 mM, pH 6,0). Flavine wurden bei 436 nm detektiert (32).
FAD (Retentionszeit 11,5min) und FMN (Retentionszeit 18,0 min) wurden als

Standards verwendet.
2.5.12 Chemischer Nachweis von TMA, DMA und MMA

Von mit TMA als Substrat gewachsenen Kulturen wurden 1 ml-Proben zu
unterschiedlichen Zeitpunkten enthommen und die Zellen durch eine Paraffindl-
Zentrifugation von dem Medium getrennt. Den Proben wurde 200 ul Paraffindl zusetzt
und nach 2 min Zentrifugation bei 25.000 x g wurde der Uberstand abgenommen.
Standardkurven wurden fir alle Bestimmungen von 0 bis 50 mM aufgenommen, wobei

Standardmedium zur Verdiinnung verwendet wurde.

Der TMA-Gehalt wurde mit Folin-Ciocalteu Phenol-Reagenz bestimmt (94). Proteine in
dem Zelliberstand wurden durch TCA gefallt (100 pl Probe + 20 pl 10 % TCA, 5 in
Inkubation, 5 min 25.000 x g). Zu 50 pl Zelliberstand wurde 783 ul A. dest. 125 pl
Na,CO3 (20% [w/v]), und 42 ul Folin-Ciocalteu Phenol-Reagenz gegeben. Nach 30 min
Inkubation wurde die Absorption bei 745 nm gemessen. Auch héhere DMA- oder

MMA-Konzentrationen interferierten nicht mit der TMA-Bestimmung.

DMA wurde mit der Kupfer-Dithiocarbamat-Methode analysiert (61). 100 pl des
Zelliberstands wurden in 400 ul A. dest. verdinnt, 50 ul der Losung A wurde
zugegeben (Ammonium-Acetat (20 g), CuSO, (0.2 g), NaOH (10 g), und NH4OH
(20 ml), ad 100 ml A. dest). Danach folgte die Zugabe von 500 pl Kohlenstoff-Disulfid in
Benzen (5% [v/v]) und 50 ul Essigsaure (30% [v/v]), worauf die Lésung gemixt und fr

1 min bei 25.000 x g zentrifugiert wurde. Die Absorption wurde bei 430 nm gemessen.

Das MMA im Uberstand reagiert mit Acetylaceton und Formaldehyd in Acetatpuffer
(pH 5,6) zu N-Methyl-2,6-Dimethyl-3,5-Diacetyl-1,4-Dihydropyridin, das photometrisch
bei 410 nm bestimmt werden kann (198). Zu 50 pl der Probe wurde nacheinander
200 pl Na-Acetat (100 mM, pH 5,6), 300 pl Acetylaceton/Formaldehyd-L6sung (4 ml
Acetylaceton, 10 ml Formaldehyd (30 %), 136 ml A. dest.) und 450 pl Aceton gegeben
und der Ansatz 5 min bei 95 T inkubiert, auf Eis a bgekihlt und die Absorption bei

410 nm gemessen.
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2.6 Bioinformatische Methoden

Sequenzalignments wurden mit ClustalWwW und COBALT durchgefihrt (119, 151). Fir
die Datenbankrecherchen wurden verschiedene BLAST-Programme verwendet (Basic
Local Alignment Search Tool) (6). Transmembrandomanen wurden mit Memsat3 und
Signalpeptide mit dem Programm SignalP 3.0 analysiert (17, 112). Die nicht-
redundanten Proteindatenbanken wurden tber die Internetseiten von KEGG und NCBI

abgerufen (http://www.genome.jp/kegg/, http://www.ncbi.nim.nih.gov/).
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Substratumsetzung in Methanosarcina

mazei

Methanproduzenten kdnnen in die hydrogenotrophen Methanarchaea, die strikt auf
Wasserstoff und CO, oder Formiat angewiesenen sind, und in die methylotrophen
Methanarchaea eingeteilt werden. Die methanogenen Organismen mit der grof3ten
metabolischen Vielseitigkeit gehéren der Gattung Methanosarcina an. So kdnnen
Ms. mazei und mehrere andere Methanosarcina-Stamme neben  einer
hydrogenotrophen Wachstumsweise auch methylierte C;-Verbindungen wie
Methylamine, Methanol oder Acetat als Substrate verwenden (56). Ms. mazei kann die
Methylamine TMA, DMA und MMA verwerten, die zu den Endprodukten CH,, CO, und
NH; umgesetzt werden. TMA wird dabei sequenziell demethyliert (Abbildung 3).

4TMA+2H0 5 4 DMA + CO, + 3 CH,
4DMA+2H0O0 —mo ——> 4 MMA + CO, + 3 CH,

4 MMA+2H,0 —— 4 NH; + CO, + 3 CH,
Abbildung 3: Reaktionsfolge des Abbaus von Methylaminen.

In dem zentralen Stoffwechselweg der Methanogenese werden von vier Methylgruppen
drei zu CH, reduziert, wodurch das Heterodisulfid als Elektronenakzeptor der
Atmungskette gebildet wird. Eine Methylgruppe wird zu CO, oxidiert, um reduzierte
Elektronendonatoren zu generieren. Die membrangebundenen Komponenten der
Atmungskette katalysieren den Elektronentransport von reduzierten
Elektronendonatoren auf das Heterodisulfid, der schlieflich zum Aufbau eines
Protonen-Gradienten fihrt (55). Das Membranpotential wird anschlie@end von der
A1A-ATP-Synthase zur ATP-Synthese genutzt.

Der Abbau von methylierten Aminen wird durch die Ubertragung der Methylgruppe auf
ein Corrinoid-haltiges Tragerprotein initiilert (Abbildung 4). Dieser Methyltransfer wird
durch eine Substrat-spezifische Methyltransferase 1 (MT1) katalysiert. Die MT1 fur
TMA ist durch das Gen mttB kodiert, die MT1 fir DMA durch das Gen mtbB und die
MT1 far MMA durch das Gen mtmB. Jede der drei MT1-Typen Ubertragt die
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Methylgruppe auf ein spezielles Corrinoid-Protein, das fur die jeweilige MT1 spezifisch
ist und durch die Gene mttC, mtbC und mtmC kodiert wird. Der Corrinoid-Kofaktor ist
dem Vitamin B, ahnlich und bildet eine Kohlenstoff-Kobalt Verbindung mit der
transferierten  Methylgruppe aus. Eine einzige Methylcobalamin:Coenzym M-
Methyltransferase (MT2), kodiert durch das Gen mtbA, (bertragt die an die
verschiedenen Corrinoid-Proteine C gebundene Methylgruppen auf HS-CoM
(Abbildung 4), von wo aus die Methylgruppe tber den fir alle Substrate gemeinsamen
Stoffwechselweg zu CO, oxidiert oder zu CH, reduziert werden kann. Die Ubertragung
der Methylgruppe von Methylaminen in den zentralen Stoffwechselweg der
Methanogenese erfordert folglich die koordinierte Aktivitat von drei Proteinen und

insgesamt zwei Methyltransferase-Reaktionen (37, 66, 67).

Substrat:Corrinoid- Corrinoid-Protein  Corrinoid:Coenzym M
Methyltransferase (Protein C) Methyltransferase
(Protein B) (Protein A)
Substrat =————= Methyl-Corrinoid = — Methyl-S-CoM
MT1 MT2

Abbildung 4: Ubertragung von Methylgruppen auf HS-CoM.

Die an dem Methyltransfer auf Coenzym M beteiligten Enzyme werden nach folgender
Konvention benannt: Die ersten beiden Buchstaben, mt, stehen fir die Funktion, den
Methyl-Transfer. Der dritte Buchstabe bezeichnet das Substrat: m fir MMA, b fir DMA,
und t fur TMA. Der letzte Buchstabe zeigt die Funktion des Peptids an, B steht fir die
Substrat-spezifische Methyltransferase, C fir das Corrinoid-Protein und A fir das CoM-
methylierende Protein. Der Funktion des Proteins wird die Nummer des Isoenzyms

nachgestellt.

Die Aminosauresequenzen der Methyltransferasen MT1 und MT2 zeigen keine
bedeutenden Ahnlichkeiten. Interessanterweise sind jedoch multiple, hoch homologe
Kopien von MT1 und dem Corrinoid-Protein C in dem Genom von Ms. mazei und
anderen Methanosarcina-Arten kodiert (58, 75, 130). Von den TMA-spezifischen
Proteinen MttB und MttC sind zwei Isoenzyme vorhanden (MttBC-1 und MttBC-2), die
Enzyme fiur die DMA-Verstoffwechselung sind in drei Kopien zu finden (MtbBC-1,
MtbBC-2 und MtbBC-3), und zwei Kopien existieren von MMA-verwertenden Enzymen
(MtmBC-1 und MtmBC-2).
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3.1.1 Analyse des TMA-Verbrauchs und der DMA- und M MA-Bildung von

wachsenden Zellen

Es war noch nicht bekannt, welche Rolle die verschiedenen Isoenzyme der MT1- und
Corrinoid-Enzyme bei der Metabolisierung von TMA (bernehmen. Die Mdglichkeit
bestand, dass einigen Isoenzymen eine vorherrschende Rolle zukommt, oder die Gene
abhangig von der Wachstumsphase oder anderen externen Stimuli reguliert werden.
Zur Klarung dieser Frage war es zunachst wichtig zu untersuchen, auf welche Weise
der TMA-Abbau vollzogen wird. Bei Wachstum von Ms. mazei mit TMA werden durch
die Methyltransfer-Reaktionen nacheinander DMA und MMA gebildet. Es ist jedoch
noch ungeklart, ob die Zellen das TMA-Molekul sofort zu CH,4, CO, und NH; abbauen,
oder ob ein sukzessiver Abbau mit einer Anhéaufung der Zwischenprodukte DMA und
MMA im Medium erfolgt.

Daher wurden Wachstumsexperimente mit TMA als Substrat durchgefihrt. Die
Wachstumsparameter von Ms. mazei wurden durch regelméafiges Messen der
optischen Dichte bestimmt. Zudem wurden die Konzentrationen von TMA und der
Abbauprodukte DMA und MMA im Kulturiiberstand zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Pelletierung der Zellen ermittelt. Der TMA-Verbrauch und die DMA- und MMA-Bildung
wahrend des Wachstums sind in Abbildung 5 dargestellit.
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Abbildung 5: TMA-Verbrauch und DMA- sowie MMA-Bildung bei Wachstum von Ms. mazei mit
TMA; ¢ MMA; 0 DMA; m TMA.

Die anfangliche TMA-Konzentration von 50 mM in dem Medium nahm kontinuierlich

ab, bis das TMA vollstandig verbraucht war und die Kulturen eine finale ODgqo VOn 2,2
40



erreicht hatten. Die Untersuchung des Kulturiiberstandes auf das erste
Zwischenprodukt, DMA, ergab, dass es in der frihen Wachstumsphase gebildet wurde.
DMA wird demnach aus den Zellen in das Medium transportiert. Die Konzentration von
DMA stieg in den Kulturen ab einer ODgoo von etwa 0,3 bis zu einer Konzentration von
7,5mM an. Die DMA-Konzentration blieb bei diesem Wert konstant, bis die spate
exponentielle Phase bei einer ODgy von etwa 1,7 erreicht wurde. Ab dieser
Wachstumsphase ging die detektierte DMA-Menge im Uberstand zuriick und war ab
einer ODgy von 2 auf null gesunken. Die Zellen gaben interessanterweise auch grof3e
Mengen MMA in das Medium ab. Die Konzentration des letzten Zwischenprodukts
nahm nahezu Uber die komplette exponentielle Wachstumsphase bis auf eine
Konzentration von 35 mM zu, was etwa zwei Dritteln der gesamten konsumierten
Menge an TMA entsprach. Als die Kultur eine ODgg von 2 erreichte, nahm die im
Medium nachzuweisende Mengen an MMA ab und war mit dem Beginn der stationaren
Phase nicht mehr nachzuweisen. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass
Ms. mazei groRe Mengen des intermedidren Methylamins DMA und im noch gré3eren
Maf3stab MMA in das Medium abgibt und erst in der spaten Phase des Wachstums

wieder in die Zelle transportiert und zu CH, und CO, umsetzt.
3.1.2 Analyse des Transkriptionsprofils der Methylt ransferase-Gene

Der TMA-Verbrauch und die Bildung der Intermediate spiegelt die Aktivitat der TMA-,
DMA- und MMA-spezifischen Methyltransferasen und Corrinoid-Proteine wider. Durch
die Quantifizierung der mRNA dieser Proteine sollte analysiert werden, ob das
Expressionsprofil der Gene der TMA-, DMA- und MMA- spezifischen MT1 und
Corrinoid-Enzyme dem Bild entsprach, das durch die chemische Produktanalyse
gewonnen wurde. AufRerdem wurde untersucht, welche Rolle den einzelnen
Isoenzymen beim Wachstum auf TMA zukommt. Zu diesen Zwecken wurde Gesamt-
RNA aus Ms. mazei-Kulturen zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Wachstums isoliert
und die relative Transkriptzahl der entsprechenden Gene durch gRT-PCR-Experimente
ermittelt. Als Referenz dienten zwei konstitutiv exprimierte Gene, das Gen der
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, gap (mm2782), und das Gen der grof3en

ribosomalen Untereinheit, Isu (mm2536).

Die Gene der MT1-Enzyme und der dazu gehdrigen Corrinoid-Proteine sind in dem
Genom von Ms. mazei stets direkt hintereinander kodiert. Fir mehrere MT1-Enzyme
und Corrinoid-Proteine aus Ms. barkeri wurde nachgewiesen, dass die entsprechenden
Gene ein Operon bilden, daher kann auch bei Ms. mazei davon ausgegangen werden,

dass diese Gene co-transkribiert werden (153). Daruber hinaus bilden in Ms. mazei die
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Gene mttBC1 (TMA-abhangiger Methyltransfer) und mtbBC1l (DMA-abhéngiger
Methyltransfer), die in unmittelbarer Nachbarschaft zusammen mit dem Permease-Gen
mttP1 lokalisiert sind, ein polycistronisches Transkript. Fur die homologen Gene aus
Ms. barkeri wurde nachgewiesen, dass sie ein Operon bilden (153). Da die beiden
Gene mttC1 und mtbC1 aus Ms. mazei bei allen getesteten Wachstumsbedingungen
eine sehr ahnliche Expression zeigten, kann angenommen werden, dass sie ebenfalls

in einem Operon organisiert sind (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Organisation der Gene fir den Methyltransfer von TMA, DMA und MMA auf
Coenzym M. Im Folgenden sind die Gennummern angegeben: mtbCl, MM1687; mttB1,
mm1688/mm1689; mttC1l, mm1l690; mttP1l, mm1691/mm1692; mtbB1l, mm1693/mm1694;
mttP2,  mm2045/mm2046; mttC2, mm2047; mttB2, mm2048/mm2049; mtbB2,
mm2050/mm2051; mtbC2, mm2052; mtbC3, mm2961; mtbB3, mm2962/mm2963; mtbP,
mm2964; mtmC2, mm3334; mtmB2, mma3335; mtmP, mm1434/mm1435; mtmB1,
mm21436/mm1437; mtmC1, mm1438; mtbA, mm1439. Schwarze horizontale Pfeile zeigen die
Orientierung und La&nge der Gene; die Umrandungen markieren Operonstrukturen.

Die kodierenden Bereiche der Isoenzyme zu diesen Proteinen, also mtbBC2, mttBC2,
und mtbP2, bilden dementsprechend ebenfalls ein Operon. Die dritten Isoenzyme der
DMA-verwertenden Enzyme, MtbBC3, sind mit einer Permease MtbP, die
wahrscheinlich DMA-Abhéngig ist, in einem Gencluster kodiert. Das Schema, dass sich
die Gene fiur die MT1-Enzyme und Corrinoid-Proteine in einem Operon befinden, setzt
sich bei den MMA-spezifischen Enzymen fort, wobei nur die Gene des Isoenzyms
MtmBC1 mit einer Permease MtmP1 in einem Operon kodiert sind, wahrend das

Operon mtmBC2 keine Permease enthélt. Die Operon-Struktur der Gene der MMA-
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spezifischen Enzyme wurde in Ms. barkeri experimentell bestatigt (153). Das Gen
mtbA bildet eine monocistronische Transkriptionseinheit.

Die gRT-PCR-Analyse der Methyltransferase-Gene ergab zum Teil eine nur sehr
geringe Kopienzahl der Transkripte. Die Transkriptmenge der Gene mtbC2, mttB2,
mttC2, mtbC2 und mttC2, war verglichen mit den Zentralgenen gap und Isu sehr
gering. Diese Gene zeigten auch keine abgestufte Expression in Abhéngigkeit von der
Wachstumsphase, das heif3t in der friihen, mittleren und spéaten exponentiellen Phase
waren die Transkriptmengen gleich. Die Transkripte des Operons mtmBC2 waren
ebenfalls kaum nachzuweisen. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen von
Veit et al. (2006) Uberein, die zeigten, dass das Operon mttmBC2 nur unter Stickstoff-
limitierenden Bedingungen exprimiert wird (195).

Die gRT-PCR Experimente zeigten jedoch auch intensiv regulierte Gene (Abbildung 7).
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Transkriptionsrate (Methyltransferase-Gen / gap)

Abbildung 7: Relative mMRNA-Menge von Genen TMA-gewachsener Zellen zu unterschiedlichen
Wachstumsphasen. ACt-Werte wurden mit der relativen Haufigkeit der mRNA von gap als
Standard berechnet. Hellgraue Balken zeigen das Transkriptionslevel der Gene in der frihen
bis mittleren exponentiellen Phase (ODgy = 0,5 — 1,7). Dunkel graue Balken zeigen das
Transkriptionslevel in der spaten exponentiellen Phase (ODggg = 2).

So wurden in der frihen bis spéat-exponentiellen Phase des Wachstums grofRe Mengen
polycistronischer mMRNA der Gene mtbC1, mttB1, mttC1, mtbB1, mttC1 nachgewiesen,
die fur die Methyltransferasen und Corrinoid-Proteine der TMA- und DMA-Verwertung,

sowie eine Permease kodieren. In den Zellen war etwa 10 Mal so viel mRNA dieses
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Operons enthalten als von den Zentralgenen gap und Isu. In der spaten exponentiellen
Phase (ODgg = 2) sah das Transkriptionsmuster anders aus. Hier war die Expression
des vormals stark exprimierten Operons mttBC1 etwa um den Faktor 100 reduziert,
wahrend die relative Menge der Transkripte von mtbBC3 (mm2961 — mm1438) um den
Faktor 100 gesteigert war. Die Kopienzahl der mRNA des Operons mtmBC1 (mm1434
— mm21438) war in der spaten exponentiellen Phase funf Mal so hoch wie in der friihen
und mittleren exponentiellen Phase. Interessanterweise befindet sich in allen Operons,
fur die hier eine Wachstumsphasen-abhangige Regulation gefunden wurde, also
mttBC1-mtbBC1, mtmBC1 mtbBC3, auch ein Gen einer Permease.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Ms. mazei TMA stufenweise abbaut und
MMA erst verstoffwechselt, wenn TMA und DMA verbraucht sind. Die Transkriptions-
Analyse hat gezeigt, dass in der spaten Wachstumsphase die Gene fur die Isoenzyme
MtbBC3 und MtmBC1 fir die DMA- und MMA- Verwertung verstarkt transkribiert
wurden, wahrend die Gene fir die zuvor bevorzugten MttBC1/MtbBC1 Isoenzyme flr

die TMA und DMA-Umsetzung herunterreguliert waren.
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3.2 Untersuchungen zum Gencluster mm0629 — mm0636 und der
korrespondierenden Proteine als potentielle Schutzfaktoren

vor Sauerstoffradikalen in Ms. mazei

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Untersuchung von Proteinen, deren Gene in
dem Genom von Ms. mazei in dem Gencluster mm0629 — mm0636 in derselben
Leserichtung organisiert sind (58). Mit Hilfe von Computerprogrammen wurden die
Gene bzw. die abgeleiteten Aminosauresequenzen naher untersucht. Es zeigte sich,
dass fast alle Proteine Motive aufwiesen, die an der Koordination von prosthetischen
Gruppen (Eisen- und Eisenschwefel-Cluster, Flavine und Hamgruppen) beteiligt sind.
Zudem hatten Transkriptom-Analysen ergeben, dass diese Gene bei Wachstum auf
Acetat vermehrt exprimiert werden (93). Es lag daher die Vermutung vor, dass die
Proteine am Elektronentransport bei der Acetatverwertung beteiligt sind. Eine weitere
Hypothese war, dass die Genprodukte eine Schutzfunktion vor Sauerstoff und dessen
Radikalen ausiiben konnten. Da beide der zuvor dargestellten zellularen Funktionen
bislang wenig untersucht waren, sollten die Eigenschaften der Proteine MM0629 —

MMO0636 néher charakterisiert werden.

Im den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse fir die einzelnen Proteine
behandelt. Die verschiedenen Proteine sollten in Escherichia coli (E. coli) heterolog
produziert werden, um sie fur eine in vitro Untersuchung zuganglich zu machen. Die
Untersuchung sollte letztlich Aufschluss (ber die Funktion der Proteine in Ms. mazei

liefern.
3.2.1 Transkriptionsanalyse des Operons mm0629 — mm0636

In einem ersten Experiment wurde Uberprift, ob die Gene zusammen in einem Operon
transkribiert werden, oder ob es sich um mehrere Transkriptionseinheiten handelt. Fur
diese Analyse wurde der mRNA-Pool von mit TMA-gewachsenen Kulturen isoliert und
Uber eine reverse Transkription cDNA synthetisiert. Hierbei wurden die Gen-
spezifischen Primer verwendet, die auch fir die Klonierung der Gene eingesetzt

wurden.

Mit der cDNA als Matrize wurden PCR-Reaktionen durchgefihrt. Die Vorwarts- und
Ruckwarts-Primer wurden so gewahlt, dass die Amplifikate zwei oder mehrere Gene
uberspannten (Abbildung 8 A). Wenn aus dem Genombereich von mm0629 — mm0636

durch die Transkription eine einzige polycistronische mRNA gebildet wird, misste sich
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fur jede Primerkombination ein Produkt nachweisen lassen. Sollte jedoch mehr als ein
Operon vorhanden sein, kdnnte eine Gen-Uberspannende PCR nicht gelingen. In
Abbildung 8 sind das Gencluster und die Primer dargestellt, mit denen PCR-Produkte

nachgewiesen wurden.
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Mmdx mm0629 mmO0630 mm0631 mm0632 mmO0633 mm0634 mm0635 mm0636 mmO637 mm0638
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Primer der | Primer der PCR mit | Bezeichnung der | GroRRe des
cDNA- cDNA als Matrize PCR Amplifikats
Synthese
0632r 0631f / 0632r 1 1100 Bp
0629f / 0632r 2 1750 Bp
0633r 0633f / 0633r 3 1350 Bp
0632f / 0633r 4 1950 Bp
0634r 0633f / 0634r 5 2250 Bp
0634f / 0634r 6 687 Bp
0635r 0634f / 0635r 7 1427 Bp
0636r 0635f / 0636r 8 1200 Bp

Abbildung 8: Analyse der Operonstruktur mittels reverse Transkription und PCR. A: Die
Abbildung zeigt das Gencluster mmdx — mm0638 und das Schema darunter die amplifizierten
cDNA-Bereiche. Die Primer sind als Pfeile gekennzeichnet. B: Auflistung der Primer, die fur die
Erstellung von cDNA verwendet wurden. Bei der Synthese von cDNA wurde der Bereich
stromabwaérts von der Primer-Position revers transkribiert. AuRerdem sind die Primer der PCR
auf cDNA angegeben, die in Teil A als Pfeile gezeigt sind. Dartber hinaus ist die Bezeichnung
der PCR-Reaktionen angegeben, die in Abbildung 9 dargestellt sind, und die Grolle des
erwarteten Amplifikats.
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Abbildung 9: Amplifikate nach PCR mit cDNA als Matrize. Die Primer und die erwarteten
GroRen der Amplifikate sind in Abbildung 8 aufgefiihrt: (1) 0631f / 0632r, (2) 0629f / 0632r,
(3) 0633f / 0633r, (4) 0632f / 0633r, (5) 0633f / 0634r, (6) 0634f / 0634r, (7) 0634f / 0635r,
(8) 0635f / 0636r, (9) 1 kb-Marker.

Abbildung 9 zeigt, dass mit jeder Primerkombination ein Amplifikat gewonnen wurde.
Daraus liel3 sich zunachst schlussfolgern, dass es in Ms. mazei zu einer Expression
der Gene kam. Daruber hinaus zeigte das Experiment, dass die Gene mm0629 —
mmO0636 in einem Operon organisiert sind. Von den Genen mm0637 und mm0638
konnte keine mMRNA nachgewiesen werden. Die Transkription des Genclusters stoppt
demnach nach dem Gen mmO0636. Bei der genauen Analyse der Gensequenz viel auf,
dass die Gene mm0637 und mmO0638 Bruchstiicke eines vormals gréReren offenen
Leserasters sind, in dessen Sequenz im Laufe der Evolution des Stammes ein
Stoppcodon entstanden ist. In Ms. acetivorans ist das homologe Gen als Ganzes
vorhanden, und nicht in zwei Leserastern gespalten (75). Daher sind die Proteine
MMO0637 und MMO0638 in Ms. mazei wahrscheinlich nicht funktional und die

entsprechenden Gene werden auch nicht transkribiert.
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3.2.2 Untersuchung des Proteins MMDx

3.2.2.1 Sequenzvergleich von MMDx

Neben dem Genom von Ms. mazei sind noch die Genome von M. acetivorans und
Ms. barkeri aus der Gattung Methanosarcina bekannt (58, 75, 130). Bei
Ms. acetivorans und Ms. barkeri beginnt das hier untersuchte Operon mmO0629 —
mmO0636 nicht mit dem zu mmO0629 homologen Gen, sondern mit einem kleinen
offenen Leseraster, der fur ein Desulforedoxin kodiert. Bei der Untersuchung des
Operons in Ms. mazei wurde in der entsprechenden Region ebenfalls dieses 126
Basenpaare grolRe Gen gefunden. Offensichtlich wurde es bei der automatischen
Annotierung des Ms. mazei-Genoms Ubersehen, wahrscheinlich bedingt durch die

geringe Lange des Gens.

Die Annotierung des 4.1 Mega-Basenpaare umfassenden Genoms von Ms. mazei
ergab 3,371 offene Leseraster, wobei in nur 75,15 % der Sequenz Informationen
kodiert sind (58). Der Anteil an Protein-kodierenden Genen konnte nach einer Studie
von Jager et al. (2009) um 1,3% nach oben korrigiert werden, nachdem das
Transkriptom von Ms. mazei analysiert und 40 neue offene Leseraster durch die
Sequenzierung von cDNA entdeckt wurden (98). In dieser Studie wurden die
Transkriptionsstartpunkte von 876 mRNAs gefunden, darunter befand sich auch das
Transkript des hier untersuchten Operons, dessen Transkriptions-Startpunkt an der
Basenposition 760.420 liegt. Der Beginn des in Ms. mazei neu identifizierten Gens fir
das Desulforedoxin lag an Basenposition 760.519 und damit hinter dem
Transkriptionsstartpunkt des Operons. Das neue Gen ist somit Bestandteil des
untersuchten Operons und wird fortan als mmdx bezeichnet. Die Nukleotid- und

Aminoséauresequenz ist in Abbildung 10 dargestellt.

GIG GEC GTA TCC AAG AAA GGA GAA AAA TAC CTC TGC GAG ATC TGC GGT
M G v S K K G E K Y L C E I C G

AAT GAG GIC ACC GTA ACA AAA GIC GGA GGC GGA ACG CTIT GIT TGC TGr
N E V T Vv T K V 66 G G T L Vv C C

GGG GAG GAA ATG ACC CTG ATA GAG GAA TAA
G E E M T L | E E Stopp

Abbildung 10: Die Nukleotidsequenz von mmdx ist in der 5 — 3 Richtung abgebildet. Die
Aminosauren sind unter dem ersten Nukleotid der Codons im Einbuchstabencode angegeben.
Das Startcodon besteht aus der Nukleotidfolge GTG, das Stoppcodon TAA wurde mit Stopp
bezeichnet.

48



MVDx
MA4664
Mrah_1514
Dx
Ddes_2010
AF0833

MVDX e i
MAABB4  mm e iiiiiaoo..
-
DX e e
Ddes_2010 GYLI KVGSVAEPVEEKEW EW EL L ADGRSYTKFLKPGDAPEAFFAI DASKVTAREYSNL 118
AF0833 KVYVKVGSVAGPVEEQRY! EW EVI DDGCVHRKQLKPGDEPKAEFTVVEDRVSARAYENI 118

MDX ~ eeeeee-
MAA664  cee-eo--
Mrah_1514 ----o---
Dx e
Ddes_2010 GHVWKAEN 126
AF0833 GLWSG 125

Abbildung 11: Alignment der Aminosauresequenzen von Desulforedoxin aus Ms. mazei und
homologen Proteinen oder Protein-Doméanen. Die Genbank-Zugangshnummern sind im
Folgenden aufgefihrt. MA4664: Methanosarcina acetivorans C2A, Desulforedoxin
(NP_618606); Mmah_1514:  Methanohalophilus mahii DSM 5219  Desulforedoxin
(YP_003542655); Dx: Desulfovibrio gigas Desulforedoxin  (1IDXG_A); Ddes_2010:
Desulfovibrio desulfuricans, Desulfoferrodoxin (YP_002480584); AF0833:
Archaeoglobus fulgidus DSM 4304, Desulfoferrodoxin (NP_069667). Vier Cysteine binden das
[Fe(SCys)4]-Zentrum in einem CXXCX;5CC-Motiv. Sie sind durch drei Pfeile gekennzeichnet.
Die Aminosauren des [Fe(NHis),(SCys)]-Zentrums am C-Terminus der Desulfoferrodoxine aus
D. desulfuricans und A. fulgidus sind schwarz hervorgehoben.

Wie das Alignment in Abbildung 11 zeigt, war MMDx zu 83 % identisch mit dem
homologen Protein aus Ms. acetivorans und zu 73 % identisch zu dem Protein aus
Methanohalophilus mahii. Die Desulforedoxine aus methanogenen Archaea weisen
eine hohe Ahnlichkeit zu Desulforedoxin aus Desulfovibrio gigas auf. So ist die
Aminosaure-Sequenz von MMDx zu 55 % mit dem D. gigas Desulforedoxin identisch
(33). Die vier Cysteine, die zur Ligation des [Fe(SCys),]-Zentrums von Desulforedoxin
nétig sind, sind vollstandig in den Sequenzen konserviert. Ein Vergleich des Proteins
mit weiteren Aminoséuresequenzen aus der NCBI-Proteindatenbank zeigte, dass
MMDx der N-terminalen Doméane von Desulfoferrodoxinen sehr ahnlich war (Abbildung
11). Desulforedoxine sind kleine Elektronen-Ubertragende Proteine mit einem
[Fe(SCys)4]-Zentrum. Desulfoferrodoxine haben eine sehr &hnliche Bezeichnung wie
die Desulforedoxine, sind jedoch anders aufgebaut. Die Desulfoferrodoxine aus

A. fulgidus und dem &-Proteobakterium Desulfovibrio desulfuricans besitzen die
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Desulforedoxin-ahnliche Domane an ihrem N-Terminus, dem sich am C-Terminus eine
zweite Domane mit einem fiur Desulfoferrodoxine typischen [Fe(NHis)4(SCys)]-Zentrum
anschlief3t. Auf die Desulfoferrodoxine (Superoxid-Reduktasen vom Typ II) wird in der
vorliegenden Arbeit in dem Abschnitt der Ergebnisse von MM0632 (Kapitel 3.2.4)
ausfihrlich eingegangen.

Desulforedoxine sind den Rubredoxinen sehr &hnlich, da beide Proteine ein
[Fe(SCys)4]-Zentrum binden. Desulforedoxine (4-5kDa) sind noch kleiner als
Rubredoxine (6-8 kDa) und besitzen ein verschiedenartiges Cystein-Motiv und damit
auch unterschiedliche spektroskopische Eigenschaften, was beide Proteine als

eigenstandige Proteinklassen kennzeichnet (18).

3.2.2.2 Charakterisierung des rekombinanten Protein s MMDx

Das Gen mmdx wurde mittels PCR amplifiziert und in den Vektor pPR-IBA1 Kkloniert. In
diesem Vektor liegt das Gen unter der Kontrolle des T7-Promotors und wird am C-
Terminus mit der Sequenz des Strep-Tags fusioniert. Ein Kontrollverdau und die
Sequenzierung des Konstrukts bestatigten den Erfolg der Klonierung. Die Expression
des Gens wurde in E. coli BL21 durch 0,1 mM IPTG induziert und die Kultur tber
Nacht bei 28T inkubiert. Ms. mazei-Desulforedoxin wurde affinitatschromatographisch
aufgereinigt. Das Protein wies eine rote Farbe auf, wenn es aerob gereinigt wurde. Bei
der anaeroben Reinigung war das Protein farblos, was darauf hindeutet, dass es im

reduzierten Zustand vorlag.

Die Uberpriifung der Praparation mittels SDS-PAGE bestitigte die Reinheit des
Proteins (Abbildung 12 B). Nach einer Silberfarbung war nur eine einzige deutliche
Bande zu erkennen, allerdings entsprach die anhand der Markerproteine errechnete
GroRRe nicht der theoretischen Grol3e des Proteins. Fiur das 42 Aminosduren grof3e
Desulforedoxin wurde eine molekulare Masse von 4,3 kDa vorausgesagt, wobei der
Strep-Tag die Masse um etwa 1 kDa auf 5,5 kDa erhoht. In einer SDS-PAGE lief das
Protein eine Strecke, die einem Protein von etwa 14 kDa entsprach. Es wurden
verschiedene alternative Protokolle getestet, die speziell fur die GroRenbestimmung
von kleinen Proteinen geeignet waren. In diesen Anséatzen wurde das Protein bis zu 30
min bei 95 T gekocht oder mit B-Mercaptoethanol versetzt, um es komplett zu
denaturieren und zu reduzieren. Anstelle von SDS wurde Lithiumdodecylsulfat (LDS)
verwendet. Die Versuche anderten jedoch nichts an dem Migrationsverhalten des
Desulforedoxins bei einer LDS/SDS-PAGE. Der Transfer des Proteins auf eine

Tragermembran durch einen Western-Blot scheiterte ebenfalls. Nur nach einem
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direkten Transfer des Proteins auf eine Nitrocellulosemembran (Dotblot) konnte der

Nachweis des Strep-Tags mit einer Antikorperfarbung erbracht werden.
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Abbildung 12: SDS-PAGE-Analyse von heterolog produzierten Desulforedoxin. (A ) Dotblot von
MMDx und Nachweis durch eine Antikorper-Farbung des Strep-Tags: (1) 1ug BSA als
Negativkontrolle; (2) 2 ug MMDx. (B) SDS-PAGE (18 %) von MMDx und Nachweis durch
Silberfarbung. Die Markerbanden (ungefarbte Proteinleiter mit kleinen Proteinen) haben von
oben nach unten folgende GroRRen: 30 kDa, 25 kDa, 20 kDa, 15 kDa, 10 kDa, 5 kDa.

Da das Protein ohne Kontaminationen aufgereinigt und der Strep-Tag nachgewiesen
werden konnte, und das Protein zudem eine charakteristische Absorption aufwies,
konnte davon ausgegangen werden, dass das Desulforedoxin erfolgreich produziert
wurde. Wahrscheinlich ist die SDS-Bindefahigkeit des Proteins so geschaffen, dass die
Ladung und damit die zuriickgelegte Strecke des Proteins im SDS-Gel zu gering war,
wie es auch fur andere Proteine in der Literatur beschrieben ist (74). Eventuell bewirkte
die geringe Grolle, dass das Protein mit einem Western-Blot nicht nachgewiesen

werden konnte.

In Abbildung 13 ist das UV/Vis-Spektrum des aerob gereinigten Proteins dargestellt.
Das Spektrum zeigte ein Maximum bei 370 nm und eine breite Absorption im Bereich
von 450 bis 650 nm mit einem weiteren Maximum bei 510 nm. Die Absorption bei 370

und 500 nm verschwand langsam, wenn das Desulforedoxin mit DTE inkubiert wurde.
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Abbildung 13 zeigt das Spektrum von Desulforedoxin zu Beginn der Reaktion und 9

und 28 min nach der Zugabe von DTE.
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Abbildung 13: UV/Vis-Spektrum von Desulforedoxin (6 mg ml™). Dargestellt ist das UV/Vis-
Spektrum nach Oxidation durch Wasserstoffperoxid (1), sowie neun Minuten (2) und 28 Minuten
(3) nach der Zugabe von 5 mM DTE. Das eingefligte Spektrum zeigt das Differenzspektrum des
oxidierten minus reduzierten Zustands.

Eine Anaerobisierung des Puffers durch N,-Begasung oder enzymatisch Umsetzung
des Sauerstoffs genigte auch schon zur Ausbleichung des Spektrums. Wurde das
starke Reduktionsmittel Natriumdithionit zugegeben, blich das Enzym in
Sekundenbruchteilen aus. Von Rubredoxin aus Clostridium formicaceticum ist bekannt,
dass es als effektiver Elektronenakzeptor fir die CO-Dehydrogenasen aus
Acetobacterium woodii und Moorella thermoacetica fungieren kann, wahrend flr
Desulforedoxin diese Reaktion noch nicht nachgewiesen wurde (161). In dieser Arbeit
wurde versucht, einen Elektronentransport von CO Uber die CO-Dehydrogenase aus
Moorella thermoacetica auf Desulforedoxin zu etablieren. Die Aktivitat sollte Gber die
Absorption des Desulforedoxins bei 510 nm verfolgt werden. Dieser Test erwies sich
als schwierig, was hauptsachlich durch die schnelle Reduktion von Desulforedoxin

durch DTE im Reaktionsansatz verschuldet wurde.
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Die CO-Dehydrogenase benotigt fur ihre Aktivitat reduzierte, anaerobe Bedingungen.
Nach dem Transfer des Enzyms in den Reaktionsansatz und zu Beginn der aktiven
Phase des Enzyms war das Desulforedoxin bereits reduziert, und die Reduktionsrate
durch CO und CO-Dehydrogenase konnte nicht bestimmt werden. Da Desulforedoxin
auch unter anaeroben Bedingungen schon ausblich, brachte auch der Ersatz des DTE
durch ein Sauerstoff eliminierendes Enzymsystem aus Glucose (3 mM) und
Glukoseoxidase (4 U ml™Y), die Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid umsetzt, und Katalase
(250 U mI") keine Verbesserung. Die Elektroneniibertragung von der CO-

Dehydrogenase auf MMDx konnte somit nicht nachgewiesen werden.

In einem zweiten Enzymtest wurde die NADH:Rubredoxin-Oxidoreduktase eingesetzt.
Dieses Enzym konnte MMDx reduzieren. In dem Test wurde MMO0632 und das
Superoxid generierende System aus Xanthin und Xanthin-Oxidase als
Elektronenakzeptor fir MMDx verwendet. So konnte nachgewiesen werden, dass
MMO0632 als nativer Elektronenakzeptor fir MMDx in Ms. mazei fungiert. Dies war der
erste Nachweis einer Interaktion der Proteine, die in dem Operon mmdx — mm0636
kodiert sind. MM0632 gibt die Elektronen an Superoxid weiter, so dass in diesem Test
eine Elektronentransportkette von drei Enzymen mit NADH als Donor und Superoxid
als Akzeptor etabliert werden konnte. In Kapitel 3.2.4 wird ausfihrlich auf die Funktion

von MM0632 in diesem Test eingegangen.
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3.2.3 Untersuchung des Proteins MM0631

3.2.3.1 Sequenzvergleich von MM0631

Das Protein MMO0631 ist ein kleines Protein mit 115 Aminosauren und einem
Molekulargewicht von 12,5 kDa. Die Sequenz enthélt vier Cysteine, wovon sich Cysag
und Cysi; relativ nah an den Enden der Polypeptidkette befinden. Zwei weitere
befinden sich in einem charakteristischen Cg;XXC-o-Motiv.

Abbildung 14 zeigt einen Sequenzvergleich zwischen MMO0631, den homologen
Proteinen aus Ms. barkeri und Ms. acetivorans, und dem Protein AhpD aus
Mycobacterium tuberculosis. Die Proteine aus Methanosarcina-Arten wiesen
untereinander eine hohe Sequenzidentitat von 91 % und 83 % auf. Durch eine BLAST-
Analyse wurde zudem eine hohe Ahnlichkeit zwischen den drei Proteinen aus
Methanosarcina-Arten und Alkylhydroperoxidasen aus zahlreichen Bakterien
festgestellt. Das Protein AhpD aus M. tuberculosis ist ein klassischer Vertreter der
Familie der Alkylhydroperoxidasen, die primér als Disulfid-Reduktasen fungieren (87).
Das Alignment der Aminosduresequenz von AhpD und Proteinen aus methanogenen
Archaea zeigte, dass AhpD wesentlich gréRer war als die anderen Proteine. Der N-
terminale Bereich von AhpD enthielt einen Abschnitt, der sich bei den Proteinen aus
Ms. mazei, Ms. acetivorans und Ms. barkeri nicht fand, und in der Mitte von AhpD war
ein Abschnitt von 33 Aminoséauren vorhanden, der bei den tbrigen Proteinen fehlte.
Der Vergleich von MM0631 und AhpD zeigte eine Sequenzidentitat von 30 %, wobei
die groRte Ahnlichkeit am C-Terminus bestand, wo sich auch das aktive Zentrum von
AhpD befindet. Im Abschnitt von 55 Aminosduren um das aktive Zentrum von AhpD
waren die beiden Proteine zu 36 % identisch.

Das aktive Zentrum von AhpD wird von einem CXXC-Motiv gebildet, die beiden
Cysteine des Motivs waren bei allen Sequenzen konserviert (Abbildung 14). Uber das
CXXC-Motiv ist AhpD in der Lage, einen Dithiol-Disulfid-Austausch zwischen den
Cysteinen des aktiven Zentrums und den Cysteinen eines Zielproteins zu katalysieren.
Die Thiolreste der Cysteine von AhpD kdnnen Elektronen an eine Disulfidbricke im
aktiven Zentrum des Zielproteins AhpC abgeben (110). AhpC besitzt zwei Cysteine,
zwischen denen nach der Reduktion von Peroxiden eine Disulfidbriicke gebildet wird.
Es wurde gezeigt, dass AhpC und AhpD Komponenten einer Antwort von
M. tuberculosis auf oxidativen Stress sind, wobei die Peroxidase AhpC nach reduktiver
Eliminierung von toxischen Peroxiden durch AhpD regeneriert wird. Die katalytische
Disulfidbriicke von AhpD wiederrum wird durch ein System aus Liponamid und einer

Liponamid-Reduktase zu einem Dithiol reduziert (110). Neben der Disulfid-Reduktase-
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Aktivitat ist fir AhpD auch eine geringe Peroxidase-Aktivitdt beschrieben worden, die

namensgebend fir die Familie der Alkylhydroperoxidasen war.

MVDB31  cmmemmmee oo MTEHKEVMVES| GKKMGFK- - PNI LETLGELDP 30
Moar _A2454 - ceoeieeieiioiooo. MADHKTVTES| EKKMGFK- - PQI LETLEELDP 30
MA3736 ~  ce-emmmmemememeeooaooooes MTEHEEI LESMGEKMGFT- - PQVLETLGDLDP 30
AhpD MBI EKLKAALPEYAKDI KLNLSSI TRSSVL DQEQLWGTLLASAAATRNPQVLADI GAEAT 60
NI
MVD631 EFLGKYRRCDGK- - = - = = < = < = === == mmmmomoeocomao o LLSDGALPAKTKI LM 57
Moar _A2454  EFLSKYRRCDGK- - = - = = < =« =< = === <= os e mcococaooo LLADGALPAKTKI LM 57
MA3736 EFLHKYRRCDHK- - = - = = < = < = == s e e e omoeocoe oo | LTDGALPSKVKI LM 57
AhpD DHL SAAARHAAL GAAAI MGVNNVFYRGRGFL EGRYDDLRPGLRWNI | ANPGI PKANFELW 120
MVD631 ALAVWASK(SESETVAQUKSAL NHGVTKEEI NETMVEVI FI TSGAPAVAACREALKLLK- - 115

Mbar _A2454 ALAVWASKJSEARTVAQVKSALNHGVTKEEI MEAVEVI FI TSGAPAVAACREALKLLK- - 115

MA3736 ALAVWASK(SESETVAQVKSALKNGATKEEI METMEVI FI TSGAPAVAACRNALKM.KDM 117
AhpD SFAVSAI NGESHSL VAHEHTL RTVGVDREAI FEALKAAAI VSGVAQALATI EALSPS- - - 177
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Abbildung 14: Alignment der Aminosauresequenzen von MM0631 und verwandten Proteinen.
Dargestellt sind MMO0631 von Ms. mazei, die homologen Proteine aus Ms. barkeri
(Mbar_A2454) und Ms. acetivorans (MA3736) sowie AhpD von M. tuberculosis. Die Cysteine
des aktive