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1 Einleitung

1.1 Der Schwefelzyklus
Das Element Schwefel (Elementsymbol S) befindet sich in der sechsten Hauptgruppe des

Periodensystems und gehdrt damit zu den Chalkogenen. Der nicht metallische Feststoff kann in der
Natur sowohl in Form von organischen und anorganischen Verbindungen als auch als gediegener
Feststoff vorkommen, wobei er hinsichtlich seiner Haufigkeit in der Lithosphare den 16. Platz belegt.
Unter den anorganischen Verbindungen stellt Sulfat (SO,%) die héchstoxidierte Form dar, wéhrend es
sich bei Sulfid (S*) um die hochstreduzierte Form handelt. Neben der Bedeutung fiir die Lithosphére
wurde Schwefel zudem fir jede Art von bisher charakterisiertem Leben als essentielles
Makronahrelement nachgewiesen. Diese Wichtigkeit spiegelt sich unter anderem im Auftreten von
schwefelhaltigen organischen Verbindungen wie Aminosduren, Coenzym A, Vitamin B; oder
Liponsduren in allen drei Doménen des Lebens wider. Wahrend Eukaryoten nur zum assimilatorischen
Schwefelstoffwechsel befahigt sind, kénnen Prokaryonten dissimilatorischen Schwefelmetabolismus
betreiben (Canfield & Raiswell, 1999). Im reduktiven dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel
werden unter anoxischen Bedingungen oxidierte Schwefelverbindungen anstelle von Sauerstoff als
terminale Elektronenakzeptoren verwendet. Diesem gegenlber steht der oxidative dissimilatorische
Schwefelmetabolismus, bei dem reduzierte Schwefelverbindungen oxidiert werden, wobei die hierbei
freigesetzten Elektronen zur Gewinnung von Reduktionsaquivalenten und/oder zum Aufbau von
Ladungsgradienten genutzt werden (Dahl et al., 2008; Dahl, 2017). Die hierbei als terminale
Elektronenakzeptoren fungierenden Verbindungen sind variabel und koénnen neben Sauerstoff
beispielsweise ~ auch  oxidierte  Stickstoffverbindungen  oder  die  photosynthetische

Elektronentransportkette sein.

Durch die mikrobielle Oxidation bzw. Reduktion von anorganischen Schwefelverbindungen sind der
organische und der anorganische Schwefelkreislauf eng miteinander verknipft. Ein prominentes
Beispiel fir diese Verknupfung ist der biospharische Kreislauf der Organoschwefelverbindung
Dimethylsulfid (DMS, Abb. 1). Durch die mikrobielle Degradation von Dimethylsulfoniopropionat
(DMSP) in den oberen Meeresschichten werden jahrlich bis zu 300 Megatonnen DMS freigesetzt (de
Zwart & Kuenen, 1992; Kettle & Andreae, 2000; Curson et al., 2011). Hinzu kommen andere
Emissionsquellen wie die mikrobielle Reduktion von Dimethylsulfoxid (DMSQO) und der Abbau von
schwefelhaltigen Aminosduren sowie die Methylierung von Sulfid oder Methanthiol (MT) (Drotar et
al., 1987; Holland, 1988; Bak et al., 1992). Neben diesen natirlichen Emissionsquellen von DMS
treten beispielsweise Kléranlagen, Kompostierungsanlagen oder die Papierherstellung als

anthropogene Quellen auf (Springer, 1985; van Durme et al., 1992; Gostelow et al., 2001).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des DMS-Kreislaufs in der Biosphare. Abkiirzungen: DMS = Dimethylsulfid (CHs-S-
CH3); DMSO = Dimethylsulfoxid (CH3;-SO-CHs); DMSP = Dimethylsulfoniopropionat ((CH3),S*CH,CH,COQ"); MT =
Methanthiol (CH3-SH); MSA = Methansulfonséure (CH5-SO3H); CCN = Wolken-Kondensationskeime. Abb. veréndert nach
Kappler & Schéfer (2014).

Das aus marinen und terrestrischen Quellen emittierte DMS wird in der Atmosphéare abiotisch
abgebaut. Die hierbei entstehenden Degradationsprodukte bilden Aerosole, die als Wolken-
Kondensationskeime fungieren und DMS damit eine zentrale Rolle im Rahmen der globalen
Klimaentwicklung zukommen lassen (Charlson et al., 1987). Durch biotischen Abbau in terrestrischen
und aquatischen Habitaten werden schéatzungsweise 90 % des jahrlich gebildeten DMS vor Erreichen
der Atmosphére abgebaut (Kiene & Bates, 1990). Damit kommt der mikrobiellen DMS-Degradation
eine entscheidende Bedeutung bei der globalen Klimaentwicklung zu.

Aerobe Bakterien der Gattungen Hyphomicrobium, Thiobacillus oder Methylophaga metabolisieren
DMS und oxidieren den enthaltenen Schwefel zu anorganischen Schwefelverbindungen wie Sulfat,
Thiosulfat oder Tetrathionat (de Bont et al., 1981; Kanagawa & Kelly, 1986; Suylen et al., 1986; Cho
et al., 1991; Visscher & Taylor, 1993; Pol et al., 1994; de Zwart et al., 1996; Boden et al., 2010).
Andere Formen der DMS-Degradation bestehen in der aeroben Oxidation zu DMSO oder im
anaeroben Abbau durch Denitrifizierer, Phototrophe oder sulfatreduzierende Bakterien sowie
methanogene Archaeen (Zeyer et al., 1987; Holland, 1988; Visscher & van Gemerden, 1991; Zhang et
al., 1991; Finster et al., 1992; Visscher & Taylor, 1993; Tanimoto & Bak, 1994; Lomans et al., 1999).
Die zugrunde liegenden Stoffwechselwege sind allerdings in vielen Féllen nur unzureichend
untersucht. Wéhrend die initialen Schritte des DMS-Abbaus in Ansétzen verstanden sind und die
verantwortlichen Schliisselenzyme identifiziert werden konnten, ist fiir die Oxidation des im DMS
enthaltenen Schwefels das Gegenteil der Fall (Schéfer et al., 2010; Kappler & Schéfer, 2014; Eyice et
al., 2018).



1.2 Heterodisulfidreduktasen in methanogenen Archaeen ohne

Cytochrome
In methanogenen Archaeen stellen Heterodisulfidreduktasen (Hdr) eine essentielle Komponente im

Rahmen der Energiekonservierung dar. Hdr-Komplexe katalysieren hierbei die Reduktion des
archaealen Heterodisulfids CoM-S-S-CoB zu CoM-SH und CoB-SH, wobei CoM-S-S-CoB zuvor im
terminalen Schritt der Methanogenese von der Methyl-Coenzym-M-Reduktase gebildet wurde
(Hedderich et al., 1990; Hedderich et al., 1994; Setzke et al., 1994; Ermler et al., 1997). In Archaeen
mit Cytochromen wird die Reduktion von CoM-S-S-CoB in der Regel durch einen
membrangebundenen Hdr-Komplex vom DE-Typ (HdrDE) katalysiert (Peinemann et al., 1990). Im
Gegensatz dazu ist in Archaeen ohne Cytochrome eine l6sliche Heterodisulfidreduktase vom ABC-
Typ (HArABC) im Cytosol zu finden (Setzke et al., 1994). Zusatzlich wurde kirzlich eine homologe
Variante (HdrA2B2C2) gefunden, die sich teilweise strukturell und funktionell von HdrABC
unterscheidet (Yan et al., 2017). Der klassische HdrABC-Komplex bildet einen Superkomplex mit
einer Coenzym F4y nicht reduzierenden Hydrogenase (MVhAGD), wobei die Untereinheiten einen

Dimer aus zwei Heterohexameren bilden (Wagner et al., 2017).

CoB-S-S-CoM CoB-SH + HS-CoM

4H*

E,=-414 mV
MvhA

E,=~=500 mV 2H,
Ferredoxin,, Ferredoxin, 4

Abb. 2: Reaktion und Struktur des HdrABC-MVhAGD-Komplexes aus Methanothermococcus thermolithotrophicus.
Die jeweiligen prosthetischen Gruppen der Protomere sind graphisch dargestellt. Die FeS-Cluster sind nummeriert und den
jeweiligen Protomeren durch eindeutige Buchstaben zugeordnet. Abb. verdndert nach Wagner et al. (2017).

Ein HdrA-Protomer enthélt ein Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) sowie sechs Eisen-Schwefel-
Cluster (4Fe-4S). Die N-terminale Domane enthélt hierbei ein 4Fe-4S-Cluster, das auf ungewdhnliche
Weise Uber vier Cysteine (C386, C399, C403, C404) ligiert wird. Die Thioredoxin-Domane enthalt
ebenfalls ein 4Fe-4S-Cluster, wahrend eine inserierte und die C-terminale Ferredoxin-Doméane
zusétzlich jeweils zwei 4Fe-4S-Cluster aufweisen. HdrC besitzt eine Ferredoxin-&hnliche Doméne, die
zwei 4Fe-4S-Cluster bindet. Ein HdrB-Protomer besitzt zwei sehr &hnliche nicht-cubane 4Fe-4S-
Cluster, die wiederum jeweils aus einem 2Fe-2S- und einem 3Fe-4S-Subcluster bestehen. Diese

Subcluster teilen sich jeweils ein Eisen und einen Schwefel. Zusatzlich ist jeweils einer der Schwefel



im 3Fe-4S-Subcluster durch einen Cystein-Schwefel blockiert (Wagner et al., 2017). Wéhrend die
Zusammensetzungen von Hdr-Komplexen aus verschiedenen Untereinheiten schon bekannt waren,
herrschte lange Unklarheit (iber den genauen Reaktionsmechanismus der katalysierten Reaktion. Erst
das Konzept der Flavin-basierten Elektronen-Bifurkation ermdglichte es, die Stochiometrie der
Reaktion aufzukléren (Thauer et al., 2008; Kaster et al., 2011). Im Rahmen der Flavin-basierten
Elektronen-Bifurkation in HdrABC-MvhAGD-Komplexen wird ein Hydrid-Elektronenpaar aus der
Oxidation von Wasserstoff aufgeteilt in ein Elektron mit einem negativeren und ein Elektron mit
einem positiveren Redoxpotential im Vergleich zu dem Redoxpotential des Elektronenpaares. Durch
diesen Prozess konnen Elektronen aus der Oxidation von Wasserstoff (E,' = ca. -420 mV) mit einem
ausreichend negativen Redoxpotential generiert werden, um die endergone Reduktion von
Ferredoxinen (E,' = -500 mV) mit der gleichzeitigen exergonen Reduktion von CoM-S-S-CoB (Ey' = -
140 mV) zu betreiben (Thauer et al., 2008; Kaster et al., 2011; Buckel & Thauer, 2013, 2018). Durch
eine Kristallstruktur von HdrABC-MvhAGD konnte ein vorlaufiges Modell fur die einzelnen

Elektronentransportreaktionen aufgestellt werden (Abb. 2).

1.3 Potentielle Rolle von Heterodisulfidreduktase-ahnlichen

Komplexen im dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel
Heterodisulfidreduktasen vom ABC-Typ sind vor allem fur ihre Funktion in methanogenen Archaeen

bekannt, in denen sie mit MvhAGD oder der Formiat-Dehydrogenase Superkomplexe bilden (Thauer
et al., 2008; Costa et al., 2010). Homologe gibt es ebenfalls in verschiedenen Desulfurikanten. Fiir das
Archaeon Archaeoglobus profundus, das neben einem HdrABC-Komplex ebenfalls einen HdrDE-
Komplex besitzt, konnte gezeigt werden, dass HdrABC einen Superkomplex mit einer NiFe-
Hydrogenase bildet und durch Wasserstoff reduziert wird (Mander et al., 2004). Eine genaue
metabolische Funktion konnte den Hdr-Komplexen jedoch nicht zugewiesen werden. Im Gegensatz
hierzu stehen die HdrABC-Komplexe in verschiedenen Desulfurikanten. In Desulfovibrio vulgaris
bildet HArABC einen Superkomplex mit der NADH-Dehydrogenase FIXABCD, der essentiell fur die
NADH-Oxidation wahrend des Wachstums auf Ethanol mit Sulfat als Elektronenakzeptor ist (Ramos
et al., 2015). Grof? angelegte bioinformatische Datenbankanalysen zeigten zuséatzlich, dass hdr-
ahnliche Gencluster in Sulfurikanten in zwei der drei Domdnen des Lebens konserviert auftreten (Liu
et al., 2014; Venceslau et al., 2014; Dahl, 2015). Basierend auf Transkriptom- und Proteom-Analysen
verschiedener Acidithiobacillus spp. (Quatrini et al., 2009; Mangold et al., 2011; Chen et al., 2012;
Ehrenfeld et al., 2013; Osorio et al., 2013), die eine verstarkte Expression der hdr-&hnlichen Gene
bzw. Proteine bei Wachstum auf reduzierten Schwefelverbindungen zeigten, gilt eine Beteiligung von
Hdr-ahnlichen Komplexen am oxidativen dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel als wahrscheinlich.
Zudem konnte fir Aquifex aeolicus gezeigt werden, dass in diesem Organismus die Hdr-ahnlichen

Proteine einen membranassoziierten Komplex bilden (Boughanemi et al., 2016).

Wéhrend HdrABC-Komplexe in Methanogenen aus drei verschiedenen Protomeren bestehen, deren

Gene als ein Gencluster, aber auch vereinzelt im Genom vorliegen kénnen (Rohlin & Gunsalus, 2010),



gestaltet sich die Situation bei den Hdr-dhnlichen Komplexen anders. Mit Ausnahme einiger
grampositiver Organismen, bei denen die hdr-dhnlichen Gene in einem Cluster mit Genen fiir ein
elektronentransferierendes Flavoprotein (EtfBA) zu finden sind (Garcia Costas et al., 2017), besteht
der hdr-&@hnliche Genlokus sensu stricto aus sechs Genen (Abb. 3).
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hdrC1 hdrB1 hdrA hP hdrC2 hdrB2

Abb. 3: Der hdr-ghnliche Genlokus in Hyphomicrobium denitrificans ATCC 51888". Gezeigt werden die Gene
Hden_0689 (hdrCl) bis Hden_0694 (hdrB2). Die Lénge der Pfeile korreliert mit der L&nge der jeweiligen Gene.
Abkirzungen: hP = hypothetisches Protein.

HdrC1 und HdrC2 besitzen dhnlich wie HdrC aus Archaeen eine Ferredoxin-ahnliche Doméne und
binden  wahrscheinlich  jeweils  zwei  4Fe-4S-Cluster.  HdrB2  weist  sehr  hohe
Sequenzibereinstimmungen mit HdrB aus Methanogenen auf, inklusive der bindenden
Aminosdurereste fir die zwei nicht-cubanen 4Fe-4S-Cluster. HdrB1, das deutlich gréRer als HdrB2
ist, besitzt ebenfalls konservierte Bereiche mit Ahnlichkeiten zu HdrB. Hier sind jedoch nicht alle
cluster-bindenden Aminoséurereste konserviert. Das HdrA-Protein aus Sulfurikanten ist deutlich
kleiner als HdrA aus Methanogenen. Wahrend die inserierte und die C-terminale Ferredoxin-Doméane
mit ihren jeweils zwei 4Fe-4S-Clustern und die N-terminale Doméne mit einem 4Fe-4S-Cluster
fehlen, zeigt das Sulfurikanten-HdrA eine groRe Ahnlichkeit zur Thioredoxin-Doméane von HdrA aus
methanogenen Archaeen und weist ein Flavin-Bindemotiv sowie vier hochkonservierte Cysteine auf.
Zusétzlich finden sich in den hdr-&hnlichen Genloki von schwefeloxidierenden Mikroorganismen
Gene, die fir ein hypothetisches Protein kodieren. Diese Gene finden sich ausschlieBlich in hdr-
ahnlichen Genloki.

Untersuchungen der erweiterten Umgebung hdr-ahnlicher Genloki fuhrten zur Identifizierung von
Genen, die hochkonserviert zusammen mit Genen fur Hdr-&hnliche Proteine auftreten (Liu et al.,
2014; Venceslau et al., 2014; Dahl, 2015) (Abb. 4).
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Abb. 4: Vergleich der konservierten Bereiche im erweiterten hdr-&hnlichen Genlokus von Organismen der Familien
Acidithiobacillaceae (Acidithiobacillus caldus SM-1, A), Ectothiorhodospiraceae (Thioalkalivibrio sp. K90mix, B),
Sulfolobaceae (Metallosphaera cuprina Ar-4, C) und Aquificaceae (Hydrogenobacter thermophilus TK-6, D). Die
Genprodukte der jeweils konservierten Gene der erweiterten Hdr-Genloki wurden annotiert. Pfeile verbinden orthologe Gene.
Bei den aufgefiihrten Annotationen handelt es sich um automatische Annotationen. Die Abb. wurde erstellt unter
Verwendung von Bildmaterial von KEGG.

Neben den eigentlichen hdr-&hnlichen Genloki sensu stricto umfassen die hochkonservierten
erweiterten hdr-d8hnlichen Genloki (sensu lato) mindestens noch ein Gen, das fiir ein
Lipoatbindeprotein (LbpA), sowie ein weiteres, das fur ein DsrE3-Protein kodiert. Zusatzlich findet
sich ein Gencluster, das fir Enzyme kodiert, die an der Biosynthese von lipoatbindenden Proteinen
beteiligt sein kénnten (radical SAM-Proteine, Lipoat-Protein-Ligase). Wahrend lbpA und dsrE3 in fast
allen sequenzierten Organismen mit hdr-&hnlichem Genlokus in der direkten genetischen Umgebung
der hdr-&hnlichen Gene zu finden sind, liegen die Gene fiir die potentiellen Biosynthese-Proteine in

seltenen Féllen an einer anderen Stelle im Genom (Cao et al., 2018).

Durch die Vielzahl an Daten aus Omics-Untersuchungen hat sich das Modell eines am
dissimilatorischen Schwefelmetabolismus beteiligten Hdr-dhnlichen Komplexes in der Literatur
etabliert. Da eine grole Mehrheit an Organismen mit hdr-dhnlichen Genen extremophil und h&ufig

auch obligat chemolithoautotroph ist sowie in vielen Fallen keine genetischen Systeme vorhanden



sind, mangelt es an geeigneten Modellorganismen. Entsprechend steht der Nachweis der tatsachlichen

Funktion von Hdr-adhnlichen Komplexen noch aus.

1.4 Das Bakteriengenus Hyphomicrobium
Bakterien aus dem Genus Hyphomicrobium gehdren zur Familie der Hyphomicrobiaceae, die in die

Klasse der Alphaproteobacteria einzuordnen ist. Der erste beschriebene Organismus dieses Genus ist
Hyphomicrobium vulgare (Stutzer & Hartleb, 1898). Zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit
besteht das Genus geméal der Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI)
aus 115 verschiedenen Arten, von denen insgesamt 18 sequenziert sind. Die verschiedenen Arten sind
ubiquitér verbreitet. Spezies des Genus Hyphomicrobium sind obligat chemoorganotroph sowie
fakultativ methylotroph und kénnen reduzierte C1-Verbindungen wie Methanol, methylierte Amine,
methylierte Schwefelverbindungen, halogenierte Methylenverbindungen oder Formaldehyd als
Substrate zum Wachstum verwenden (Harder & Attwood, 1978; Rainey et al., 1998). Ferner umfasst
das Substratspektrum dieser Organismen C2-Verbindungen wie Ethanol oder Acetat. Einige Vertreter
des Genus kdnnen zudem Pektin metabolisieren (Urakami et al., 1995) oder aber kurzkettige Alkohole
mit einer Kettenldnge von C3-C6 (Harder & Attwood, 1978). Als terminaler Elektronenakzeptor wird
Sauerstoff oder Nitrat genutzt (Attwood & Harder, 1972). Der Aufbau von Biomasse erfolgt tiber den
Serin-Weg (Meiberg & Harder, 1978). Unter Laborbedingungen wachsen die Zellen bei neutralem
oder leicht alkalischem pH bei Temperaturen zwischen 25 °C und 37 °C optimal (Attwood & Harder,
1972). Die Zellen sind entweder stdbchenformig mit spitzen Enden, oval oder bohnenférmig, haben
einen Durchmesser von 0,5-1 pm und eine Lange von bis zu 3 um. An ihren Enden produzieren sie
mono- oder bipolar filamentdse Pseudohyphen von variabler L&nge. Organismen aus diesem Genus
unterliegen einem obligaten biphasischen Lebenszyklus und vermehren sich durch Hyphenknospung
(Abb. 5).
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Abb. 5: Schematische Darstellung des biphasischen Lebenszyklus von Spezies aus dem Genus Hyphomicrobium. Abb.
verdndert nach Harder & Attwood (1978).



Eine motile Tochterzelle (ein bis drei polare oder subpolare Flagellen) verliert im Verlauf des
Tochterzellen-Zyklus ihr Flagellum (Abb. 5, links). Die Zelle heftet sich an eine Oberflache und bildet
durch polares Wachstum eine Pseudohyphe aus, an deren Ende eine motile Tochterzelle gebildet wird.
Durch eine asymmetrische Teilung wird die Tochterzelle abgeschniirt und geht in den Tochterzellen-
Zyklus uber, wahrend die Mutterzelle am Ende der Pseudohyphe eine neue Tochterzelle ausbildet
(Leifson, 1964; Attwood & Harder, 1972; Harder & Attwood, 1978).

Organismen aus dem Genus Hyphomicrobium bzw. einzelne Gencluster oder Enzyme aus Organismen
finden vielfaltige Anwendung in biotechnologischen Prozessen. So werden beispielsweise
Ganzzellkatalysatoren ebenso fir die Reinigung von Luft von geruchsintensiven methylierten
Schwefelverbindungen genutzt (Pol et al., 1994) wie fir die Reinigung von Industrieabwassern aus
der Produktion von Halbleitern oder LCD-Anzeigen (Murakami-Nitta et al., 2002; Murakami-Nitta et
al., 2003). Zudem gibt es Prozesse, bei denen Hyphomicrobium spp. zur Denitrifizierung von Ab- und
Trinkwasser eingesetzt werden (Nyberg et al., 1992; Liessens et al., 1993) oder aber zur Remediation
von Abwaéssern, die halogenierte Methylenverbindungen enthalten (McDonald et al., 2001). Ein
Beispiel fiir die gezielte Nutzung eines Enzyms aus Hyphomicrobium spp. ist die Verwendung der
Methanthioloxidase aus Hyphomicrobium EG als Zusatzstoff fir Mittel zur Unterstlitzung der
Mundhygiene und zur Reduzierung von Mundgeruch (US-Patent US20150147365A1). Ferner werden
Hyphomicrobium spp. bzw. Gencluster aus selbigen zur industriellen Produktion von
Pyrrolochinolinchinon verwendet (US-Patent US20130337511A1).

1.4.1 Dissimilatorischer Schwefelstoffwechsel im Bakteriengenus
Hyphomicrobium
Spezies des Genus Hyphomicrobium sind dafiir bekannt, einen oxidativen dissimilatorischen

Schwefelmetabolismus zu betreiben (Rainey et al., 1998; Schéfer et al., 2010; Kappler & Schéfer,
2014). Als Substrate kdnnen hierbei unter anderem anorganische reduzierte Schwefelverbindungen
wie Sulfid oder Thiosulfat dienen. Einige Stdmme verwerten zusétzlich organische
Schwefelverbindungen wie Dimethylsulfon (DMSQO,), Dimethylsulfoxid (DMSO), Dimethylsulfid
(DMS) oder Methanthiol (MT) (Tab. 1).

Tab. 1: Exemplarische Schwefelstoffwechsel im Genus Hyphomicrobium. Abkilrzungen: DMSO, = Dimethylsulfon;
DMSO = Dimethylsulfoxid; DMS = Dimethylsulfid; MT = Methanthiol; H,S = Dihydrogensulfid; TS = Thiosulfat; SO,* =
Sulfat; EMS = Ethylmethylsulfid; DES = Diethylsulfid. Die Angaben zu involvierten Enzymen beziehen sich auf
nachgewiesene Enzymaktivitaten in zellfreien Extrakten oder substratabhéngigen Sauerstoffverbrauch.

Organismus Substrate Endprodukte Enzyme Sequenziert

Hyphomicrobium  DMSO, DMS, SO~ nicht untersucht nein (Murakami-Nitta

denitrificans WU- EMS, DES et al., 2002)

1Q 17

Hyphomicrobium  DMSO, DMS, S0,” MT-Oxidase, ja, Sequenz nicht ~ (Suylen et al.,

EG MT, TS, H,S DMSO- offentlich 1986; Suylen &
Reduktase Kuenen, 1986;

Suylen et al.,

1987; Hatton et
al., 1994)




Organismus
Hyphomicrobium
S

Substrate
DMSO, DMS,
MT

SO,

Endprodukte

Enzyme

DMSO-
Reduktase, DMS-
Monooxygenase,
MT-Oxidase

Sequenziert
nein

(de Bont et al.,
1981)

Hyphomicrobium
S1

DMSO,, DMSO,
DMS

DMSO,-
Reduktase, DMSO
-Reduktase,
DMS-
Monooxygenase,
MT-Oxidase

nein

(Borodina et al.,
2000)

Hyphomicrobium
sulfonivorans

DMSO,, DMSO,
DMS

S0,%

DMSO-
Reduktase, DMS-
Monooxygenase,

ja, Sequenz nicht
offentlich

(Borodina et al.,
2002; Boden et
al., 2011)

Schwefel-
Dioxygenase,
APS-Reduktase

Hyphomicrobium  DMSO, DMS, S0,~
VS H,S, TS

DMSO- nein
Reduktase, DMS-
Monooxygenase,
MT-Oxidase

(Pol et al., 1994)

Die Umsetzung von reduzierten organischen Schwefelverbindungen durch Hyphomicrobium spp.
erfolgt nach einem konservierten Muster (Abb. 6).

0
]
H,C-S-CH, (DMSO)
NADH + H* Co,
NAD H.0 NADH + H*
H,C-S-CH, (DMS) NAD®
NADH + H* HCOOH
NAD* NADH + H*
NAD"
HCHO
0. | ,H0
H,0,
Assimilation Uiber
9 .
H,S den Serin-Pathway
‘ P
[ ]
H,S0, Biomasse

Abb. 6: Vereinfachte Darstellung des oxidativen dissimilatorischen Schwefelmetabolismus in Hyphomicrobium spp..
Abkiirzungen: DMSO = Dimethylsulfoxid; DMS = Dimethylsulfid; MT = Methanthiol; H,S = Dihydrogensulfid; H,SO, =
Schwefelsdure; Abb. verdndert nach de Bont et al. (1981).
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DMSO, oder DMSO wird zunachst zu DMS reduziert. Eine DMS-Monooxygenase setzt dann
ebenfalls unter Verbrauch von Reduktionsédquivalenten DMS zu Methanthiol um, wobei bei diesem
Schritt Formaldehyd gewonnen wird. Dieses wird entweder zur Energiegewinnung zu CO, oxidiert
oder zum Aufbau von Zellmasse tber den Serin-Weg assimiliert. Das verbleibende Methanthiol wird
nachfolgend von einer Methanthioloxidase zu einem weiteren Formaldehyd und Sulfid umgesetzt. Da
die Methanthioloxidase als weiteres Produkt Wasserstoffperoxid freisetzt, weisen zellfreie Extrakte
von Hyphomicrobium spp., die auf DMSO,, DMSO oder DMS kultiviert wurden, haufig eine erhohte
Katalaseaktivitat auf (de Bont et al., 1981; Suylen et al., 1986; Pol et al., 1994; Borodina et al., 2000;
Eyice et al., 2018). Die Oxidation des reduzierten Schwefels zu Sulfat ist groBtenteils unklar. Fir die
Hyphomicrobium-Stamme VS und EG ist die Bildung von Thiosulfat als Intermediat wahrend der
Oxidation von Sulfid beschrieben (Suylen et al., 1986; Pol et al., 1994), allerdings konnte eine
abiotische Thiosulfatbildung (Chen & Morris, 1972) nicht ausgeschlossen werden. In zellfreien
Extrakten von Hyphomicrobium sulfonivorans wurde Aktivitat von Schwefel-Dioxygenase und APS-

Reduktase nachgewiesen (Borodina et al., 2002).

Die verfugbaren Daten wurden mit Hyphomicrobium-Stammen erhoben, deren Genomsequenzen nicht
verfiighar sind (Tab. 1). So kdnnen die nachgewiesenen Enzyme bzw. deren Aktivitdten nur in

wenigen Fallen den entsprechenden Genen zugeordnet werden (Kappler & Schafer, 2014).

1.5 Der Organismus Hyphomicrobium denitrificans X'
Der Organismus Hyphomicrobium denitrificans X' (in der Literatur auch als Hyphomicrobium

denitrificans Urakami et al., Hyphomicrobium denitrificans ATCC51888", Hyphomicrobium
denitrificans NCIMB 11706, Hyphomicrobium denitrificans DSM1869', Hyphomicrobium
denitrificans TK0415" zu finden) ist der Typstamm fiir die Art Hyphomicrobium denitrificans
(Urakami et al., 1995). Er wurde 1973 in den Niederlanden aus einer Anreicherungskultur fur
methylotrophe Bakterien isoliert (Harder et al., 1973) und in der Literatur bis zur Klassifizierung als
Typstamm im Jahr 1995 als Hyphomicrobium X beschrieben. Falschlicherweise wird
Hyphomicrobium denitrificans X sowohl in der Literatur (Deligeer et al., 2002; Yamaguchi, 2003;
Yamaguchi et al., 2003; Xie et al., 2004; Nojiri et al., 2005; Nojiri et al., 2007) als auch in groRen
Datenbanken (PDB IDs 5B1J, 3EF4, 2DV6, 2D0W, 2D0V, 2D0V) mit Hyphomicrobium denitrificans
A3151 gleichgesetzt. Letzterer wurde jedoch 1988 in Japan isoliert (Aida & Nomoto, 1988) und ist

somit lediglich ein nah verwandter Stamm von Hyphomicrobium denitrificans X".

Hyphomicrobium X ist ein gramnegatives stdbchenformiges Alphaproteobakterium. Die Zellen haben
einen Durchmesser von 0,3-0,6 um bei einer Lange von 1-3 um und kénnen mono- oder bipolar

unseptierte Pseudohyphen mit einem Durchmesser von 0,3-0,4 um ausbilden.

Als fakultativ methylotrophes Bakterium kann Hyphomicrobium X mit C1-Verbindungen wie

Methanol, Formaldehyd oder methylierten Aminen als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle
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wachsen, ebenso wie mit C2-Verbindungen wie Ethanol oder Acetat (Harder et al., 1973). Zudem
wird Pektin verwertet, wahrend Methan nicht als Substrat genutzt werden kann (Urakami et al., 1995).
Der Organismus ist mesophil (pH-Optimum 6-8, Temperatur-Optimum 30 °C, kein Wachstum in
Gegenwart von 3 % (m/v) NaCl im Medium) und bildet innerhalb von 3-6 Tagen glanzende, glatte
Kolonien mit einem Durchmesser von 1-2 mm auf Agarplatten mit Methanol. Das Wachstum erfolgt
obligat als Atmung. Hierbei dient Sauerstoff oder Nitrat als terminaler Elektronenakzeptor. Eine
Gérung ist nicht beschrieben (Harder & Attwood, 1978). Als Chinon bildet der Organismus Ubichinon
(95,6 % Q-9, 3,5 % Q-8, 0,9 % Q-11) (Urakami & Komagata, 1986). Die Gene fir die Synthese von
Menachinon oder Methylmenachinon besitzt Hyphomicrobium X nicht. Da der Organismus aufgrund
eines inkompletten Pyruvatdehydrogenase-Komplexes nicht zur Verwertung von langkettigen
Kohlenstoffverbindungen fahig ist, erfolgt der Aufbau von Biomasse Uber den Serin-Weg (Harder et
al., 1973).

Im Zusammenhang mit Studien zum Kohlenstoffmetabolismus von Hyphomicrobium X wurde ein
System zum Einbringen von Plasmiden in den Organismus mittels Elektroporation oder Konjugation
entwickelt (Dijkhuizen et al., 1984; Gliesche, 1997). Ferner ist fur den Organismus eine
biotechnologische Anwendung beschrieben, bei der die Methanol-Dehydrogenase als zellfreies

biologisches Sensorsystem zur Detektion von Methanol verwendet wird (Argall & Smith, 1993).

Der Organismus wurde 2010 durch das US DOE Joint Genome Institute komplett sequenziert
(Referenz-Sequenz NC_014313.1). Das Genom mit einer GrofRe von 3,64 MBp kodiert gemaR
automatischer Annotation flr 3.542 Gene (3.473 Proteine). GemaR Datenbank-Analysen (Venceslau et
al., 2014) enthalt das Genom von Hyphomicrobium X die Gene fir einen Hdr-dhnlichen Komplex, der
in Verdacht steht, in Prozesse des oxidativen dissimilatorischen Schwefelmetabolismus involviert zu
sein (Quatrini et al., 2009). Laut Literatur kann der Organismus weder auf methylierten
Schwefelverbindungen wachsen noch Thiosulfat als zusétzliche Energie- und Elektronenquelle in

Gegenwart einer reduzierten Kohlenstoffverbindung verwerten (Suylen et al., 1986).

1.6 Der Organismus Hyphomicrobium denitrificans EG
Der Organismus Hyphomicrobium denitrificans EG wurde 1986 aus einem Abwasserfilter einer

Papiermuhle in den Niederlanden mittels einer Anreicherungskultur fur DMSO verwertende Bakterien
isoliert (Suylen & Kuenen, 1986). Vom Westerdijk Fungal Biodiversity Institute wird der Organismus
als Stamm der Art H. denitrificans (Hyphomicrobium denitrificans EG) gefuhrt. Der Organismus ist
ein stdbchenférmiges Bakterium, dessen Zellen einen Durchmesser von 0,4-0,7 um bei einer Lange
von bis zu 1,2 pm aufweisen. Als mesophiles Bakterium wéchst Hyphomicrobium EG bei 30 °C in
einem pH-Bereich von 6,5-9,0 mit einem Optimum bei 7,0-7,5. Der Organismus wachst aerob mit
DMSO, DMS, Formaldehyd, Methylamin, Dimethylamin oder Trimethylamin als Kohlenstoff- und

Energiequelle. Ein Wachstum mit Methanol, Ethanol oder Acetat ist ebenso wenig mdglich wie ein
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anaerobes Wachstum mit Nitrat als terminalem Elektronenakzeptor oder eine Gérung (Suylen &

Kuenen, 1986). Der Aufbau von Biomasse erfolgt tber den Serin-Weg.

Der Organismus ist fahig, einen oxidativen dissimilatorischen Schwefelmetabolismus zu betreiben,
wobei sowohl methylierte Schwefelverbindungen wie DMSO, DMS oder Methanthiol zu Sulfat
oxidiert werden als auch anorganische Schwefelverbindungen wie Thiosulfat oder Sulfid (Suylen &
Kuenen, 1986) (Tab. 1). In diesem Zusammenhang wurde Hyphomicrobium EG als Modellorganismus
zur Untersuchung der Oxidation von methylierten Schwefelverbindungen etabliert. Im Rahmen dieser
Untersuchungen konnten sowohl die Methanthioloxidase (Suylen et al., 1987) als auch die DMSO-
Reduktase (Hatton et al., 1994) aus dem Organismus aufgereinigt und Kinetisch charakterisiert
werden. Die dazugehdrenden Proteinsequenzen sind zum Zeitpunkt der ersten Aufreinigung
unbekannt gewesen, ebenso wie die Enzyme, die den Schwefelanteil aus den methylierten
Schwefelverbindungen oxidieren (Abb. 6). Fir die Methanthioloxidase des Organismus konnten spéter
im Rahmen einer Dissertation die N-terminale Aminosduresequenz des Proteins ermittelt und der

kodierende Abschnitt im Genom identifiziert werden (Kassel-Cati, 1999).

In kontinuierlichen Kulturen konnte gezeigt werden, dass der Organismus reduzierte anorganische
Schwefelverbindungen als zuséatzliche Energiequellen wéhrend eines heterotrophen Wachstums mit
einer reduzierten Kohlenstoffverbindung nutzen kann. Die zusétzliche Oxidation der anorganischen
Schwefelverbindung flihrt in diesem Zusammenhang zu einer signifikanten Zunahme des
Gesamtproteins und des Gesamtkohlenstoffs pro Liter Kultur im Vergleich zu einer Kontrolle ohne
Schwefelverbindung (Suylen et al., 1986). Zudem kann in zellfreien Extrakten ein substratabhangiger
Verbrauch von Sauerstoff nicht nur fir DMSO, DMS und Methanthiol sondern auch fiir Sulfid und
Thiosulfat gezeigt werden. Fir Sulfit hingegen ist dies nicht der Fall (Suylen et al., 1986; Suylen &
Kuenen, 1986).

Im Jahr 2012 wurde Hyphomicrobium EG von dem niederlandischen Unternehmen Koninklijke DSM
N.V. im Rahmen einer Patententwicklung (US-Patent US20150147365A1) sequenziert, die
Methanthioloxidase identifiziert und als Zusatzstoff fiir Produkte zur Reduzierung von Mundgeruch
verwendet. Jedoch sind weder die Sequenz des Proteins noch die des Genoms in einer frei

zugénglichen Datenbank hinterlegt worden.
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1.7 Zielsetzungen der Arbeit
Obgleich eine Beteiligung von Hdr-dhnlichen Proteinen am oxidativen dissimilatorischen

Schwefelstoffwechsel von Prokaryoten bereits seit 2009 postuliert wird (Quatrini et al., 2009), steht
ein experimenteller Nachweis der in vivo Funktion von Hdr-ahnlichen Komplexen noch aus. Um diese
groe Wissenslicke zu schlieBen, sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit das
Alphaproteobakterium Hyphomicrobium denitrificans X" als neuer Modellorganismus zur Erforschung
der Rolle von Hdr-&hnlichen Proteinen etabliert werden. Dazu musste ein genetisches System fiir den
Organismus etabliert werden, das die Deletion von Genen sowie deren Komplementationen in trans
ermoglicht.  Zudem sollten Protokolle zur Untersuchung des oxidativen dissimilatorischen
Schwefelstoffwechsels entwickelt werden. Diese Protokolle konnten dann als Grundlage zur
phénotypischen Charakterisierung von generierten Mutanten-Stdmmen dienen. Zudem galt es, (ber
Proteom-basierte ~ Ansdtze  weitere Schliisselenzyme aus dem dissimilatorischen
Schwefelmetabolismus von Hyphomicrobium X zu identifizieren. Um zusétzlich zu den Erkenntnissen
aus der Arbeit mit einem Modellorganismus weitere Informationen zu den Hdr-&hnlichen Komplexen
auf Ebene der einzelnen Proteine zu erhalten, sollten diese rekombinant in Escherichia coli produziert
werden. Die aufgereinigten rekombinanten Proteine wirden dann durch spektroskopische und
kristallographische Methoden weiter analysiert.

Ferner sollte mit H. denitrificans EG ein weiterer Organismus aus dem Genus Hyphomicrobium

hinsichtlich seines dissimilatorischen Schwefelmetabolismus untersucht werden.
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2.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialien
Plastik- und Glas-Verbrauchsmaterialien sowie Chemikalien wurden von den Firmen Alfa Aesar

(Haverhill/lUSA), AppliChem (Darmstadt/Deutschland), Biotium (Ko6ln/Deutschland), Eppendorf
(Hamburg/Deutschland), GE Healthcare (Little Chalfont/GroBbritannien), Glasgeratebau Ochs

(Bovenden/Deutschland), IBA

BioTAGnology

(Gottingen/Deutschland), Kavalierglass

(Séazava/Tschechien), Merck (Darmstadt/Deutschland), New England Biolabs (Ipswich/USA), Roche

(Mannheim/Deutschland), Roth

(Karlsruhe/Deutschland),

Sarstedt  (NUmbrecht/Deutschland),

Sartorius (Géttingen/Deutschland), Schott (Mainz/Deutschland), Sigma-Aldrich (St. Louis/USA),
Thermo Fisher Scientific (Rockford/USA) und VWR (Darmstadt/Deutschland) bezogen.

2.2 Gerate

Tab. 2: Verwendete Laborgeréte einschlieRlich Herstellerangaben.

Gerétetyp Hersteller

Akta Purifier (FPLC)

GE Healthcare (Little Chalfont/GroRbritannien)

Anaerobenzelt

Coy Laboratory Products (Grass Lake/USA)

Bandelin Sonopuls UW 2070

Bandelin electronic (Berlin/Deutschland)

BioPhotometer D30 (Nano Drop)

Eppendorf (Hamburg/Deutschland)

Bio-Rad gene pulser Il (Elektroporator)

Bio-Rad (Miinchen/Deutschland)

GENESYS 20 Visible (Spektrophotometer)

Thermo Fisher Scientific (Rockford/USA)

Horizon 50 (Horizontale Gelelektrophoresekammer)

Biometra (Gottingen/Deutschland)

Mini Trans-Blot Cell (SDS-PAGE-Kammer)

Bio-Rad (Miinchen/Deutschland)

Minitron (Schiittelinkubator)

Infors HT (Bottmingen/Schweiz)

My Cycler (PCR-Maschine)

Bio-Rad (Miinchen/Deutschland)

PerkinElmer Clarus 480 (Gaschromatograph)

PerkinElmer (Waltham/USA)

SONIFIER Cell-disruptor B15 (Ultraschall-Desintegrator)

Branson (Danbury/USA)

Specord 210 (UV/Vis-Spektralphotometer)

Analytik Jena (Jena/Deutschland)

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell

Bio-Rad (Munchen/Deutschland)

2.3 Enzyme

Tab. 3: Verwendete Enzyme einschlief3lich Herstellerangaben.

Enzym Hersteller

Antarktische Phosphatase

New England Biolabs (Ipswich/USA)

Deoxyribonuklease |

Sigma-Aldrich (St. Louis/USA),

Klenow Fragment

Thermo Fisher Scientific (Rockford/USA)

Lysozym

Roth (Karlsruhe/Deutschland)

Phusion High-Fidelity DNS Polymerase

New England Biolabs (Ipswich/USA)

Proteinase K

Roth (Karlsruhe/Deutschland)

Q5 High-Fidelity DNS Polymerase

New England Biolabs (Ipswich/USA)

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs (Ipswich/USA)

Ribonuklease A

Roth (Karlsruhe/Deutschland)

T4 DNS Ligase

New England Biolabs (Ipswich/USA)
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2.4  Antikorper und Antiseren
Tab. 4: Verwendete Antikdrper und Antiseren einschlieBlich Herstellerangaben.

Antikdrper/Antiserum Verwendung Hersteller
Maus a-Liponséure (13C5) Monoklonaler Antikorper gegen Santa Cruz Biotechnology
Liponsdure aus Maus (Dallas/USA)
StrepMAB-Classic Monoklonaler Antikdrper gegen Strep-  IBA BioTAGnology
tag Il aus Maus (Géttingen/Deutschland)
Strep-Tactin-HRP-Konjugat Strep-Tactin mit gekoppelter HRP- IBA BioTAGnology
Peroxidase (Gottingen/Deutschland)
Ziege a-Kaninchen 1gG (ganzes Molekiil), HRP-Peroxidase konjugierter Sigma-Aldrich (St. Louis/USA)
HRP-Konjugat polyklonaler Antikérper gegen
Kaninchen-1gG aus Ziege
Ziege a-Maus IgG, HRP-Konjugat HRP-Peroxidase konjugierter Merck (Darmstadt/Deutschland)
polyklonaler Antikdrper gegen Maus-
1gG aus Ziege
a-Digoxigenin-AP Alkalische Phosphatase konjugierter (Roche, Mannheim/Deutschland)
Antikorper gegen Digoxigenin
a-HdrA-Antiserum Antiserum aus Kaninchen, die gegen Eurogentec (Luttich/Belgien)

rekombinantes HdrA (Hden_0691)
immunisiert wurden

a-LbpA-Antikdrper Polyklonaler Antikdrper aus Eurogentec (Luttich/Belgien)
Kaninchen, die gegen zwei Peptide von
LbpA (Hden_0696, Peptid
1:WSSVKPTLTPGAEVA, Peptid 2:
INDSLVSNPQIANQD) immunisiert
wurden

2.5 Standards
Die in Abb. 7 dargestellten Elektrophorese-GroRenstandards wurden verwendet. Zur Bestimmung des

Proteingehalts von Proteinldsungen wurde ein 2-mg/mL-Standard von Thermo Fisher Scientific
(Rockford/USA) genutzt.

kDa
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Abb. 7: Verwendete Elektrophorese-GroRenstandards. A) GeneRuler 1 kB DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific
Rockford/USA), B) PageRuler Prestained 10-180 kDa (Thermo Fisher Scientific Rockford/USA), C) Color Prestained
Protein Standard, Broad Range 11-245 kDa (New England Biolabs Ipswich/USA). Abb. entnommen aus
http://iww.thermofisher.com/order/catalog/product/SM0312  (A), https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/CCG/product-
images/F102591~p.eps-650.jpg (B) und https://www.neb.com/products/p7712-color-prestained-protein-standard-broad-
range-11-245-kda (C).
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2.6 Plasmide

Tab. 5: Verwendete Plasmide einschlieRlich Quellenangaben und Daten zu auf den Plasmiden kodierten Merkmalen.

Name Merkmale Referenz
pASKIBA3+ Ap", tet, Strep®-tag (C-terminal) IBA BioTAGnology
(Gottingen/Deutschland)
pASKIBA3+Ahdr Ap", Tc®, Xhol/Xbal-Fragment von diese Arbeit
PET-22bAhdrTc in Xhol/Xbal von
pASKIBA3+
pASKIBA3+HdenHdr ApF, Xbal/Kpnl-Fragment der PCR auf  diese Arbeit
die Gene Hden_0688 bis Hden_0696 in
Xbal/Kpnl von pASKIBA3+
pASKIBA3+Rif Ap", Rif*, enthalt das Rifampin- diese Arbeit
Resistenz-Gen arr-2 aus S. enterica
LT2 Stamm TT23430 (Slechta et al.,
2003) in Smal von pASKIBA3+
pASKIBA3+TK900635 ApR, Xbal/Eco47111-Fragment der PCR  diese Arbeit

auf hp (TK90_0635) in Xbal/Eco47lII
von pASKIBA3+

PBBRIMCS-2

Mob*, rep, Km", lacZ’

Kovach et al. (1995)

pBBRIMCS-3

Mob*, rep, Tc®, lacZ’

Kovach et al. (1995)

pBBR1p264

Mob*, rep, KmR, lacZ’, pBBRIMCS-2
(Kovach et al., 1995) mit der 5-UTR
von Gox0264

Kallnik et al. (2010)

pBBR1p264HdenHdr

Km~, Dral/Kpnl-Fragment der PCR
auf die Gene Hden_0688 bis
Hden_0696 in EcoRV/Kpnl von
pBBR1p264

diese Arbeit

pBBR1p264HdenHdrRif

KmR, Rif*, Rifampin-Kassette aus
pASKIBA3+Rif ausgeschnitten mit
Smal und eingefiigt in
pBBR1p264HdenHdr via Notl und
Klenow fill in

diese Arbeit

pBBR1p264HdenHdrTc

KmR, TcR, pHP45Q-Tc Tetracyclin-
Kassette ausgeschnitten mit Smal und
eingefiigt in pBBR1p264HdenHdr via
Vspl und Klenow fill in

diese Arbeit

PET-22b(+)

ApR, T7 Promotor, lac Operator, C-
terminales His-tag, pelB leader

Merck KGaA (Darmstadt/Germany)

PET-22bAhdr

ApF, 2,01 kB Xhol/Ncol SOE-
Fragment der via PCR amplifizierten
Region um Hden_0691 und
Hden_0692 mit einer Deletion von 801
Bp im 3’- bzw. 5’-Bereich dieser Gene,
in Xhol/Ncol von pET-22b (+)

diese Arbeit

PET-22bAhdrTec

ApR, TcR, pHP45Q-Tc Tetracyclin-
Kassette in pET-22bAhdr via HindIII

diese Arbeit

PET-22bASQR

Ap~, 2,01 kB Xbal/Notl SOE-
Fragment der via PCR amplifizierten
Region vor Hden_0718 und hinter
Hden_0721 mit einer kompletten
Deletion der Gene (3767 Bp), in
Xbal/Notl von pET-22b (+)

diese Arbeit

PET-22bASQRKmM

Ap®, Km®, pHP45Q-Km Kanamycin-
Kassette in pET-22bASQR via BamHI

diese Arbeit

PET-22bASQRRIif

ApR, RifY, Rifampin-Kassette aus
pASKIBA3+Rif ausgeschnitten mit
Smal und eingefiigt in pET-22bASQR
via BamHI und Klenow fill in

diese Arbeit

pPET-22bHden0691

Ap®, Ndel/HindI11-Fragment der PCR
auf hdrA (Hden_0691) in Ndel/HindlIl1l
von pET-22b (+)

diese Arbeit

pET-22bHden0692

ApR, Ndel/HindI11-Fragment der PCR
auf hp (Hden_0692) in Ndel/HindllI
von pET-22b (+)

diese Arbeit
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NET Merkmale Referenz
pET-22bHdenHdr Ap®, Xbal/Notl-Fragment der PCR auf  diese Arbeit
die Gene Hden_0688 bis Hden_0696 in
Xbal/Notl von pET-22b (+)
pEX-A258-Knockin ApF, 2122 Bp Insert mit Teilen der diese Arbeit
Sequenz von hdrB1 (Hden_0690) mit
fusioniertem C-terminalem Strep-tag,
hdrA (Hden_0691) mit N-terminalem
His-tag und Ncol-Schnittstelle in der
nicht kodierenden Region zwischen
Hden_0690-Hden_0691 in
Xbal/Hindll1l von pEX-A258

pHP45Q-Km Ap", Km® Fellay et al. (1987)
pHP45Q-Tc Ap®, Tc® Fellay et al. (1987)
pk18mobsacB Km~, Mob*, sacB, oriV, oriT, lacZa Schafer et al. (1994)
pk18mobsacBAhdr Xbal/Pstl-Fragment von diese Arbeit
pASKIBA3+Ahdr in Xbal/Pstl von
pk18mobsacB
pk18mobsacBAlbpA Km", 2,01 kB Sphl/Xbal SOE- diese Arbeit

Fragment der via PCR amplifizierten
Region vor und hinter Hden_0696 mit
einer Deletion von 435 Bp vom IbpA
(Hden_0696) Fragment eingefigt in
Sphl/Xbal von pk18mobsacB
pkl8mobsacBAIbpATc Tc®, pHP45Q-Tc Tetracyclin-Kassette  diese Arbeit
ausgeschnitten mit Smal und eingefugt
in pk18mobsacBAIlbpA via Bglll und
Klenow fill in
pkl8mobsacBAtsdA Km"~, Mob*, sacB, oriV, oriT, lacZa, diese Arbeit
2,01 kB Sphl SOE-Fragment der via
PCR amplifizierten Region vor und
hinter Hden_2748 mit einer Deletion
von 996 Bp vom tsdA (Hden_2748)
Fragment eingefiigt in Sphl von
pk18mobsacB
pk18mobsacBAtsdATc KmR, Tc®, pHP45Q-Tc Tetracyclin- diese Arbeit
Kassette ausgeschnitten mit Smal und
eingefigt in pk18mobsacBAtsdA via

Smal
pk18mobsacBKnockin KmR, Xbal/HindIl1-Fragment von diese Arbeit
pEX-A258-Knockin in pK18mobsacB
pk18mobsacBKnockinTc KmR, Tc®, pHP45Q-Tc Tetracyclin- diese Arbeit

Kassette ausgeschnitten mit Smal und
eingefiigt in pk18mobsacBKnockin via
Afel

2.7 Oligonukleotide

Tab. 6: Verwendete Oligonukleotide einschliellich Sequenz- und Schmelzpunktangabe. Die jeweiligen
Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonukleasen in den Primern sind fett geschrieben, die schneidende
Restriktionsendonukleasen in Klammern angegeben. Alle aufgefiihrten Primer wurden im Rahmen dieser Arbeit geplant und
von der Firma Eurofins (Nantes, Frankreich) bezogen.

Name Sequenz von 5' nach 3" Tm

[°C]

SOE-PCR AtsdA

Fwd 3'AtsdA TCGCTCCATGAAGTACTTCTGATTTCGGCAGCTACTCGC (Xmnl) 76
Rev 3'AtsdA TAATAAGCATGCGCAGCCGCGTCTGCT (Sphi) 74
Fwd 5'AtsdA AATTAAGCATGCCGCGGAATGCGACAGC (Sphi) 73
Rev 5'AtsdA GCGAGTAGCTGCCGAAATCAGAAGTACTTCATGGAGCGACCCCC (Xmnl) 80
SOE-PCR Ahdr

Fwd_3'Ahdr TGTGAACAAGCCGGAAAGCTTGAGGAGATTGGAGGCATCGA (Hindlll) 78
Rev 3'Ahdr AAAAAACCATGGTGAAGCGCGGCTC (Ncol) 70
Fwd 5'Ahdr AAGGCACTCGAGGATCTATGACGACG (Xhol) 69
Rev 5'Ahdr GCCTCCAATCTCCTCAAGCTTTCCGGCTTGTTCACACTATC (Hindlll) 76
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Name Sequenz von 5' nach 3" Tm
o ________________[C]l
SOE-PCR Asgr

Fwd_3'Asqr AAAGCGGCCGCATCGACTTTCAGGAAGCT (Notl) 75

Rev_3'Asgr ACCCGGAATTTTATCGGATCCTTTTGGGGAACCAGAGGCAG (BamHI) 77

Fwd 5'Asqr AAATCTAGAAGCGATTCTTCGGCTTGAGC (Xbal) 69

Rev_5'Asqr TCTGGTTCCCCAAAAGGATCCGATAAAATTCCGGGTTTGTT (BamHI) 75

SOE-PCR AlbpA

Fwd_3'AlbpA AAAATCTAGAGCGATCGCTCGATGGAAAA (Xbal) 68

Rev_3'AlbpA CAATATCGGAGTGAACTATGCCCGGGTGAGCTTCTACGGCCGCTCTTA (Smal) 80

Fwd_5'AlbpA AAAAGCATGCCACCAAGGGACGGCTCGCT (Sphl) 77

Rev_5'AlbpA TAAGAGCGGCCGTAGAAGCTCACCCGGGCATAGTTCACTCCGATATTG (Smal) 80

Klonierung

Hden 0691

Fwd Hden0691 AAATTTCATATGAAGCCGATCCTGG (Ndel) 63

Rev_Hden0691 AAATTTAAGCTTTTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCACTCGGCCGCCTCCCTC 82
(HindIll)

Klonierung

Hden_0692

Fwd_Hden0692 TGGGTCATATGGTGCTCAGCGTAGCAAC (Ndel) 72

Rev_Hden0692 ACAAAAAGCTTTTTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAATGAATATGCTTGATCGCGA 79
(HindIll)

Klonierung

TK90 0635

Fwd_TK90 0635 TGCGGTCTAGATGCGCTGGTTTC (Xbal) 69

Rev_TK90 0635 TCGTTCAGCGCTATGCAGCGACG (Eco47lIl) 71

Klonierung

Hden_0688-

Hden_0696

Fwd_HdenHdr AAAAATTTAAAGGAGGTGGCATTGGCCGA (Dral) 69

Fwd_HdenHdrll AAAAATCTAGAGGAGGTGGCATTGGCCGA (Xbal) 71

rev_HdenHdr AAAAGGTACCTCAGCCGCAACCTGCGAAA (Kpnl) 73

Rev_HdenHdrStrep TTTTGGTACCTTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCCGCAACCTGCGAAACCTT 83
(Kpnl)

Rev_HdenHdrStrepll TTTTGCGGCCGCTTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCCGCAACCTGCGAAACCTT 86
(Notl)

Klonierung rif®

Fwd_rifR AAAAAACCCGGGCACCAAACACCCCCCAA (Smal) 76
Rev rifR AAAAAACCCGGGCACACAACCACACCACA (Smal) 74
Klonierung tet®

Fwd_tetR TCCTAAGCTTTAATGCGGTAGTTTATC (HindlIl) 63
Fwd_tetRII TTAAACCCGGGTAAGAAACCATTATTATC (Smal) 63
Rev_tetR TTTTTAAGCTTGTCGTGCCAGCTGC (Hindlll) 68
PCR zur

Genotypisierung

Rev tetR Ko CTCCGCAAGAATTGATTGGCTC 64
Fwd_Genotyp EG AACGGCGTTACGTCCAACTATCG 67
Rev_Genotyp EG CCAGGCACCACAAGAAA 58
Fwd Knockin screen TGATGAGACGGATCAGACGAGCTG 67
Rev Knockin screen TCATCGCGGCTGCATTGGCCT 71
Fwd_degen HdrB1 CTTTGGCATCACAAGAGCTG 61
Rev degen HdrB1 ATCCACTGGTTCTTATCGA 57
Fwd php45Km ACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTC 69

Rev_php45Km GTCAAGAAGGCGATAGAAGGC 62
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Tab. 7: Verwendete Bakterienstamme.

Bakterienstamme
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Bakterienstamme

Relevanter Genotyp oder

Referenz

Escherichia coli-Stamme

Beschreibung

E. coli NEB 10p

A(ara-leu) 7697 araD139 fhuA
AlacX74 galK16 galE15 el4-
$80dlacZAM15 recAl relAl endAl
nupG rpsL (SmF) rph spoT1 A(mrr-
hsdRMS-mcrBC)

New England Biolabs (Ipswich, USA)

E. coli BL21(DE3)

F ompT hsdSg(re'mg’) gal dem (DE3)

Novagen (Darmstadt/Deutschland)

E. coli BL21 (DE3) AiscR

F ompT hsdSg(re'mg’) gal dcm
AiscR::Kan (DE3)

Akhtar & Jones (2008)

Hyphomicrobium denitrificans-
Stamme

H. denitrificans ATCC 51888"

Cm~, Wildtyp

Urakami et al. (1995)

H. denitrificans Sm200

SmR, Streptomycin resistente
Spontanmutante von H. denitrificans
ATCC 51888"

diese Arbeit

H. denitrificans Ahdr

SmR, TcR, Hden_0691-
Hden 0692::QTet (in Sm200)

diese Arbeit

H. denitrificans AhdrAsqr

Sm®, Tc®, Rif*, Hden_0718-
Hden_0721::Rif (in Ahdr)

diese Arbeit

H. denitrificans Ahdr*

SmR, Tc®, Rif*, Komplementation von
H. denitrificans Ahdr mit dem Plasmid
pBBR1p264HdenHdrRif

diese Arbeit

H. denitrificans hdr™

TcR, H. denitrificans ATCC 51888"
mit dem Plasmid
pBBR1p264HdenHdrTc

diese Arbeit

H. denitrificans AlbpA

Sm", in frame Deletion von IbpA
(Hden_0696) in H. denitrificans
Sm200

diese Arbeit

H. denitrificans AtsdA

SmR, in frame Deletion von tsdA
(Hden_2748) in H. denitrificans
Sm200

diese Arbeit

H. denitrificans knock-in

SmR, hdrB1 (Hden_0690) mit
fusioniertem C-terminalem Strep-tag,
hdrA (Hden_0691) mit N-terminalem
His-tag und Ncol-Schnittstelle in der
nicht-kodierenden Region zwischen
Hden_0690-Hden_0691 durch in frame
Rekombination mit dem Plasmid

diese Arbeit

pk18mobsacBknockinTc
H. denitrificans EG CmR, Wildtyp Suylen & Kuenen (1986)
2.9 Kits

Tab. 8: Verwendete Kits.

Name Verwendung Hersteller

First-DNA all-tissue Kit Extraktion von genomischer DNS fur GEN-IAL GmbH
Southern-Blot-Experimente (Troisdorf/Deutschland)

GeneJET Gel Extraction Kit Aufreinigung von DNS aus Thermo Fisher Scientific
Agarosegelen (Rockford/USA)

GeneJET Plasmid Miniprep Kit Préparation von Plasmiden aus Thermo Fisher Scientific
Bakterienzellen (Rockford/USA)

Pierce BCA Protein Assay Kit Bestimmung des Proteingehalts von Thermo Fisher Scientific
Proteinlésungen (Rockford/USA)

SignalFire ECL reagent Chemolumineszenz-basierende Cell Signaling Technology (Danvers,
Immunodetektion einzelner Proteine USA)

Simplex Easy DNA-Extraktionskit Extraktion von genomischer DNS fiir GEN-IAL GmbH
PCR (Troisdorf/Deutschland)
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2.10 Software und Internet-Tools
Tab. 9: Verwendete Software und Internet-Tools.

Software und Internet-Tool | Hersteller

Adobe Illustrator

Adobe Systems

Adobe Photoshop

Adobe Systems

AMPHIPASEEK

https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_amphipaseek.html

BIOCYC http://biocyc.org/

BioEdit http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
BRENDA https://www.brenda-enzymes.org/

Citavi 5 Swiss Academic Software

Clone Manger 9

Sci-Ed Software

Clustal Omega

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

DISULFIND http://disulfind.dsi.unifi.it/

EMBL-EBI https://www.ebi.ac.uk/

EMBOSS Needle https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/
ExPASy https://www.expasy.org/

GeneDoc http://iubio.bio.indiana.edu/soft/molbio/ibmpc/genedoc-readme.html
GNU Image Manipulation Program 2.6 GNU General Public License

Inkscape Inkscape Community

IrfanView http://www.irfanview.de/

KEGG Genome http://www.genome.jp/kegg/genome.html
MEGA 6 http://www.megasoftware.net/

MOTIF Search http://www.genome.jp/tools/motif/

NCBI Genome http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome

NCBI Standard Protein BLAST

http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins

Office 2010

Microsoft

OperonDB http://operondb.cbcb.umd.edu/cgi-bin/operondb/operons.cgi
Origin 8 Originlab

Pfam https://pfam.xfam.org/

Pfam http://pfam.sanger.ac.uk/

Phobius http://phobius.sbc.su.se/

PRED-TAT http://www.compgen.org/tools/PRED-TAT/

ProtParam http://web.expasy.org/protparam/

PYMOL https://pymol.org/2/

R https://www.r-project.org/

SignalP 4.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

SMART http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1
SWISS-MODEL http://swissmodel.expasy.org

TatP http://lwww.cbs.dtu.dk/services/TatP/

TatP 1.0 Server

http://www.cbs.dtu.dk/services/TatP/

TMHMM Server v. 2.0

http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/

TMpred http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html
Unicorn 5.0 GE Healthcare
UniProt http://www.uniprot.org/

WInASPECT 2.2

Analytik Jena




21

3 Methoden

3.1. Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Kaultivierung von Escherichia coli
Der Organismus Escherichia coli wurde fiir allgemeine Klonierungsarbeiten und fur die Amplifikation

von fertigen Plasmiden (E. coli NEB 10, Tab. 7) sowie fiir die rekombinante Produktion heterologer
Proteine (E. coli BL21(DE3) und E. coli BL21 (DE3) AiscR, Tab. 7) genutzt.

3.1.2 Herstellung von chemisch kompetenten E. coli
Um E. coli eine chemische Kompetenz zu verleihen, wurde die Methode von Dagert und Ehrlich

(Dagert & Ehrlich, 1979) verwendet. Eine 70-mL-Hauptkultur (2YT-Medium, 10 g/L Pepton, 10 g/L
Hefeextrakt, 5 g/L NaCl, pH 7) wurde 1 zu 100 mit einer GN-Vorkultur beimpft und bei 37 °C unter
Schiitteln (180 rpm) bis zum Erreichen einer OD600,, von 0,4 inkubiert. Nachfolgend wurden die
Zellen bei 4 °C und 4000 g fur 10 min pelletiert, in 10,5 mL eiskaltem Puffer (70 mM CaCl,, 20 mM
MgSO,) resuspendiert und 40 min auf Eis inkubiert. Der zuvor beschriebene Zentrifugationsschritt
wurde wiederholt und das gewonnene Pellet in 3,5 mL Puffer resuspendiert. Im Anschluss an eine
erneute Inkubation auf Eis (40 min) wurde die Zellsuspension mit zusatzlichen 876 uL Glycerin

versetzt, eine geeignete Aliquotierung vorgenommen und die Aliquots bei -70 °C gelagert.

3.1.3 Transformation von chemisch kompetenten E. coli
Das Einbringen von Plasmiden in E. coli erfolgte durch die Transformation chemisch kompetenter

Zellen mittels der Hitzeschock-Methode (Hanahan, 1983). 100 pL chemisch kompetente Zellen
wurden mit 1 pL Plasmid-DNS oder einem kompletten 20-pL-Ligationsansatz zusammen 30 min auf
Eis inkubiert, gefolgt von einem Hitzeschock bei 42 °C (20-60 sek) und einer erneuten Inkubation auf
Eis fiir 5 min. Nachfolgend wurde der Transformationsansatz mit 900 uL LB-Medium (10 g/L Pepton,
5 g/L Hefeextrakt, 5 g/L NaCl, pH 7,5) aufgeflllt und fiir mindestens 60 min bei 37 °C inkubiert. In
Abhéngigkeit von den auf den Plasmiden kodierten Resistenzen wurden die Zellsuspensionen nach
Abschluss der Inkubation in geeigneten Verdiinnungen auf LB-Platten (LB-Medium mit 1,5 % (m/v)
Agar), die die gewinschten Antibiotika enthielten, ausplattiert. Antibiotika wurden in den
nachfolgenden Konzentrationen verwendet: Ampicillin (100 pg/mL), Chloramphenicol (25 pg/mL),
Gentamicin (10 pg/mL), Kanamycin (50 pg/mL), Rifampicin (50 pg/mL), Streptomycin (50 pg/mL),
Tetracyclin (15 pg/mL).

3.1.4 Heterologe Expression von rekombinanten Proteinen in E. coli
Das Gen TK90_0635 wurde heterolog in E. coli BL21(DE3) produziert. Hierfiir wurde das Plasmid

pASKIBA3+TK900635 (Tab. 5) in E. coli BL21(DE3) transformiert und eine iN-Vorkultur (maximal
16 h) in LB-Medium (3.1.3, mit 100 pg/mL Ampicillin) bei 37 °C und 180 rpm angezogen. Mittels der
Vorkulturen wurden Hauptkulturen (1 L LB-Medium in 2-L-Erlenmeyer-Kolben mit 100 pg/mL
Ampicillin) 1%ig angeimpft und bei 37 °C und 160 rpm bis zu einer OD600,, von 0,5 inkubiert.
Nachfolgend wurden die Kulturen mit 200 ng/mL AHT induziert und bei 25 °C und 90 rpm 0N weiter
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inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationszeit erfolgte die Zellernte bei 11.000 g und 4 °C flr 12 min.
Die resultierenden Zellpellets wurden wie unter 3.4.1 naher beschrieben weiterverarbeitet.

Das Gen Hden_0692 wurde heterolog in E. coli BL21(DE3) produziert. Hierfur wurde das Plasmid
PET-22bHden0692 (Tab. 5) in E. coli BL21(DE3) transformiert und eine UN-Vorkultur (maximal 16
h) in LB-Medium (3.1.3, mit 100 pg/mL Ampicillin) bei 37 °C und 180 rpm angezogen. Mittels der
Vorkulturen wurden Hauptkulturen (1,4 L LB-Medium in 2-L-Erlenmeyer-Kolben mit 100 pg/mL
Ampicillin) 1%ig angeimpft und bei 37 °C und 160 rpm bis zu einer OD600,, von 0,5 inkubiert.
Nachfolgend wurden die Kulturen mit 1 mM IPTG induziert und bei 25 °C und 90 rpm N weiter
inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationszeit erfolgte die Zellernte bei 11.000 g und 4 °C fiir 12 min.
Die resultierenden Zellpellets wurden wie unter 3.4.1 naher beschrieben weiterverarbeitet.

Das Gen Hden_ 0691 wurde zur Generierung eines Antiserums heterolog in E. coli BL21(DE3)
produziert. Hierflr wurde das Plasmid pET-22bHden0691 (Tab. 5) in E. coli BL21(DE3) transformiert
und eine UN-Vorkultur (maximal 16 h) in LB-Medium (3.1.3, mit 100 pg/mL Ampicillin) bei 37 °C
und 180 rpm angezogen. Mittels der Vorkulturen wurden Hauptkulturen (1,6 L LB-Medium in 2-L-
Erlenmeyer-Kolben mit 100 pg/mL Ampicillin) 0,5%ig angeimpft und bei 37 °C und 160 rpm bis zu
einer OD600,, von 0,5 inkubiert. Nachfolgend wurden die Kulturen mit 1 mM IPTG induziert und bei
25 °C und 90 rpm UN weiter inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationszeit erfolgte die Zellernte bei
11.000 g und 4 °C fur 12 min. Die resultierenden Zellpellets wurden wie unter 3.4.1 n&her beschrieben

weiterverarbeitet.

Fir die Kristallisation sowie spektroskopische Experimente wurde Hden_0691 in E. coli BL21 (DE3)
AiscR (Akhtar & Jones, 2008) rekombinant produziert. Hierfiir wurden frisch mit dem Plasmid pET-
22bHden0691 transformierte Zellen als Vorkultur in LB-Medium (50 mL in 100-mL-Erlenmeyer-
Kolben, mit 100 pg/mL Ampicillin, 50 pg/mL Kanamycin und 100 mM MOPS-Puffer pH 7,4) GN
(maximal 16 h) bei 37 °C und 180 rpm kultiviert. Ausgehend von den Vorkulturen erfolgte die
Beimpfung der Hauptkulturen (5%ig, 950 mL LB-Medium in 2-L-Erlenmeyer-Kolben mit 100 pg/mL
Ampicillin, 50 pg/mL Kanamycin, 25 mM Glucose, 2 mM Ammoniumeisencitrat und 100 mM
MOPS-Puffer pH 7,4), die weiterfuhrend bei 37 °C und 180 rpm bis zum Erreichen einer OD600,y,
von 0,4-0,6 inkubiert wurden. Nachfolgend wurden die Kulturen mit 0,1 mM IPTG induziert und
zusatzlich mit 25 mM Natriumfumarat und 0,5 mM L-Cystein versetzt. Im Anschluss wurden die
supplementierten Suspensionen auf 0,5-L-Erlenmeyer-Kolben aufgeteilt und fur 15 min in einem
Anaerobenzelt (98 % Stickstoff, 2 % Wasserstoff) unter gelegentlichem Schitteln inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Kolben im Anaerobenzelt gasdicht verschlossen und fur 48—
72 h bei 16 °C und 180 rpm inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationszeit erfolgte die Zellernte
anaerob bei 11.000 g und 4 °C fir 12 min. Die resultierenden Zellpellets wurden wie unter 3.4.1 néher

beschrieben weiterverarbeitet.
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Die heterologe Produktion ganzer Hdr-dhnlicher Komplexe (Hden_0688-Hden 0696) unter
Verwendung der Plasmide pASKIBA3+HdenHdr, pET-22bHdenHdr und pBBR1p264HdenHdrTc
erfolgte gemal dem zuvor beschriebenen Protokoll mit kleinen Modifikationen. Im Fall der
Expression der Proteine ausgehend von pASKIBA3+HdenHdr erfolgte die Induktion mit 200 ng/mL
AHT. Bei der Verwendung von pBBR1p264HdenHdrTc als Expressionsplasmid enthielten Vor- und
Hauptkultur Tetracyclin (15 pg/mL) anstelle von Ampicillin und es erfolgte keine Induktion der

Kulturen.

3.1.5 Kultivierung von Hyphomicrobium denitrificans X'
Der Organismus Hyphomicrobium denitrificans X" wurde in verschiedenen Minimalmedien kultiviert

(Tab. 10). In allen Féllen erfolgte die Kultivierung bei 30 °C und im Fall von Flissigkulturen bei
180 rpm oder 220 rpm.

Tab. 10: Verwendete Medien zur Kultivierung von H. denitrificans. Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem Medium
vor dem Autoklavieren 1,5 % (m/v) Agar zugesetzt. Zudem wurde im Fall von Medium mit Methylamin Hydrochlorid als
Kohlenstoffquelle die Menge auf 3,4 g/L erhéht. Im Rahmen einiger Wachstumsversuche wurden die Medien zusétzlich vor
dem Autoklavieren mit 100 mM MOPS-Puffer (pH 7,2) versetzt.

Name des Mediums Zusammensetzung Referent
Hyphomicrobium Medium (NH,),SO, 1,00 g/L  Meiberg & Harder (1978)
MgSO, x 7 H,0O 0,20 g/L
NaH,PO, x H,0O 0,50 g/L
K;HPO, 1,55 g/L
Spurenelement-Ldsung 2mL/L
Methylamin Hydrochlorid 0,70 g/L
pH 7,20
Hyphomicrobium Medium 0- (NH,4),SO, 1,00 g/L  diese Arbeit
Medium MgSO, x 7 H,0 0,20 g/L
NaH,PO, x H,O 0,50 g/L
K;HPO, 1,55 g/L
Spurenelement-Ldsung 2mL/L
pH 7,20
0-Medium NH,CI 2,00 g/L  diese Arbeit
MgSO, x 7 H,0 0,20 g/L
NaH,PO, x H,O 0,50 g/L
K;HPO, 1,55 g/L
Spurenelement-L6sung 2mL/L
pH 7,2
optimiertes 0-Medium NH,CI 1,00 g/L  diese Arbeit
MgSO, x 7 H,0 0,20 g/L
NaH,PO, x H,O 0,50 g/L
K;HPO, 1,55 g/L
Spurenelement-L6sung 2mL/L
pH 7,2
Spurenelement-Ldsung Na,-EDTA 5009/L  Modifiziert nach Viahniac & Santer
ZnS0O, x 7 H,0 229/l (1957)
CaCl, x 2 H,0 0,54 g/L
MnCl; x 4 H,0 0,5g/L
FeSO, x 7 H,0 0,5
g/L
(NH4)6M07044 x 4 H,0O 0,1g/L
CuSO, x5 H,0 0,15 g/L
CoCl, x 6 H,0 0,16 g/L
pH 6

Wurde H. denitrificans mit Methylamin Hydrochlorid oder Dimethylamin als Kohlenstoffquelle

kultiviert, so wurden diese Substrate dem Medium vor dem Autoklavieren zugesetzt. Samtliche
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anderen Substrate (Methanol, Ethanol, DMSO, DMS, Acetat) wurden entweder separat autoklaviert
oder sterilfiltriert und erst kurz vor der Verwendung dem sterilen Medium in den gewunschten
Konzentrationen hinzugefiigt. Wurden die Medien mit Antibiotika (Tab. 11) supplementiert, erfolgte
dies stets nach dem Autoklavieren.

Tab. 11: Verwendete Antibiotika.

Antibiotikum Losungsmittel Konzentrationen Konzentrationen normale
Antibiogramm [pg/mL Kultivierun /mL

Ampicillin rH,0 10/25/100/250/500 100

Chloramphenicol Isopropanol 100 25/50

Erythromycin Isopropanol 10/25/100/250/500 /

Gentamicin rH,0O 10/25/100/250/500 /

Kanamycin rH,0O 10/25/100/250/500 50

Nalidixinsaure rH,0O 10/25/100/250/500 /

Neomycin rH,O 10/25/100/250/500 /

Rifampicin DMSO 10/25/100/250/500 50

Streptomycin rH,O / 200

Tetracyclin Isopropanol 5/10/25/50/100 12,5/15/25

Trimethoprim DMSO 10/25/100/250/500 /

Zur Erstellung eines Antibiogramms wurden geeignete Verdinnungen von H. denitrificans-Kulturen
auf Platten mit Hyphomicrobium Medium mit 3,4 g/L Methylamin Hydrochlorid (Tab. 10) und den
gewiinschten Antibiotika-Konzentrationen ausplattiert. Hierbei enthielten samtliche Platten 100
pg/mL Chloramphenicol und eine variable Konzentration eines anderen Antibiotikums (Tab. 11). Pro

Antibiotika-Konzentration wurden zwei biologische Replikate betrachtet.

3.1.6 Screening nach metabolisierbaren schwefelhaltigen Substraten fur
H. denitrificans
Zur Uberpriifung, ob H. denitrificans verschiedene schwefelhaltige Substrate (Tab. 12) metabolisieren

kann, wurden Kulturen (70 mL Hyphomicrobium Medium in einem 100-mL-Erlenmeyer-Kolben) bei
30 °C und 180 rpm kultiviert. Die Kulturen wurden zu diesem Zweck auf 0,7 g/L Methylamin
Hydrochlorid vorgezogen und nach dem Erreichen der stationdaren Wachstumsphase mit 10 mM der zu

testenden Substrate versetzt.

Tab. 12: Getestete schwefelhaltige Substrate fiir H. denitrificans.

2-Mercaptoethanol C,HsOS
Ethylthioacetat C4HgOS
Kaliumthioacetat C,H;KOS
Methyl(methylthio)acetat C,HgO,S
S-Methylthioacetat C3Hs0S
Thioacetamid CoHsNS
Thioglycolsdure C,H,0,S
Trimethylsulfonium C3HqS*

3.1.7 Wachstumsversuche mit Dimethylsulfid
Die Kultivierung von H. denitrificans mit Dimethylsulfid erfolgte in gasdichten Serumflaschen.

Hierbei wurden entweder 100-mL-Flaschen mit 25 mL Medium oder 500-mL-Flaschen mit 100 mL
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Medium zur Kaultivierung verwendet. Das verwendete Medium variierte hierbei zwischen
Hyphomicrobium Medium 0-Medium, 0-Medium oder optimiertem 0-Medium (Tab. 10). In
Abhangigkeit vom Genotyp der kultivierten H. denitrificans-Zellen wurde das sterile Medium vor der
Inokulation mit geeigneten Antibiotika supplementiert. Die Inokulation erfolgte entweder aus
Kryokulturen oder Vorkulturen. Bei der Verwendung von Vorkulturen wurden diese zundchst
pelletiert und in einem geringen VVolumen von optimiertem 0-Medium resuspendiert. Die verwendeten
Zellsuspensionen wurden auf die gleiche OD600,, eingestellt. Ausgehend von diesen
Zellsuspensionen wurden dann die Hauptkulturen auf eine einheitliche OD600,,, beimpft. DMS wurde
den Kulturen in Form einer Stammldsung hinzugeftigt. Zur Herstellung der Stammldsung wurden 100-
mL-Serumflaschen mit 100 mL Hyphomicrobium Medium 0-Medium, 0-Medium oder optimiertem 0-
Medium (Tab. 10) befillt, gasdicht verschlossen und autoklaviert. Dem sterilen Medium wurden im
Anschluss bei Bedarf Antibiotika hinzugefugt sowie reines DMS zum Einstellen einer DMS-
Konzentration von 30 mM oder 40 mM. Derartig hergestellte DMS-Stammldsungen wurden bei 4 °C
gelagert. DMS wurde nur von kalten Stammldsungen zur Beimpfung von Wachstumsversuchen

entnommen. Die Wachstumsversuche erfolgten grundsatzlich bei 30 °C und 180 rpm.

Fir quantitative Wachstumsversuche auf DMS wurden 500-mL-Serumflaschen mit 100 mL
optimiertem 0-Medium (inkl. 200 mM MOPS pH 7,2) verwendet. Das Medium wurde mit 200 pg/mL
Streptomycin oder 25 pg/mL Chloramphenicol sowie dem Genotyp der zu kultivierenden Zellen
entsprechenden weiteren Antibiotika versetzt, ausgehend von UWE-Vorkulturen auf eine OD600,,,, von
etwa 0,005-0,01 angeimpft und mit 0,6 mM DMS angereichert. Die Inkubation der Kulturen erfolgte
bei 30 °C und 180 rpm. Zur Dokumentation von Wachstum und DMS-Oxidation wurden Proben
genommen und weiterfiihrend spektroskopisch untersucht (3.5) sowie die DMS-Konzentration in der

Gasphase gemessen (3.4.4).

3.1.8 Wachstumsversuche mit Thiosulfat
Wachstumsversuche mit Thiosulfat wurden in 500-mL-Erlenmeyer-Kolben mit 200 mL

Hyphomicrobium Medium, Hyphomicrobium 0-Medium, 0-Medium oder optimiertem 0-Medium
(Tab. 10) durchgefiihrt. Hierbei wurden die Medien teilweise mit 100 mM MOPS (pH 7,2)
supplementiert. Die Inokulation erfolgte, wie zuvor (3.1.7) beschrieben. Als Kohlenstoffquelle dienten
bei Wachstumsversuchen mit Thiosulfat entweder 3,4 g/L Methylamin Hydrochlorid oder 24,41 mM
Methanol. In Abh&ngigkeit vom Genotyp der kultivierten H. denitrificans-Zellen wurde das sterile
Medium wie zuvor beschrieben (3.1.7) vor der Inokulation mit geeigneten Antibiotika supplementiert.
Vor der Inokulation der Kulturen wurde dem Medium steriles Thiosulfat in Form einer 1 M-
Stamml6sung bis zum Erreichen der gewinschten Thiosulfat-Konzentration hinzugefiigt. Die

Wachstumsversuche erfolgten grundsétzlich bei 30 °C und 220 rpm.

Fur quantitative Wachstumsversuche auf Thiosulfat wurden 500-mL-Erlenmeyer-Kolben mit 200 mL
optimiertem 0-Medium (inkl. 200 mM MOPS pH 7,2) verwendet. Das Medium wurde mit 200 pug/mL
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Streptomycin oder 25 pg/mL Chloramphenicol sowie dem Genotyp der zu kultivierenden Zellen
entsprechenden weiteren Antibiotika versetzt. Als Kohlenstoffquelle dienten 24,41 mM Methanol.
Ausgehend von UWE-Vorkulturen (mit 24,41 mM Methanol und 2,5 mM Thiosulfat) wurden die
Hauptkulturen auf eine OD600,,, von etwa 0,005-0,01 angeimpft und mit 2,5 mM Thiosulfat versetzt.
Die Inkubation der Kulturen erfolgte bei 30 °C und 220 rpm. Zur Dokumentation von Wachstum und
Thiosulfat-Oxidation wurden Proben genommen und weiterfiihrend spektroskopisch untersucht (3.5.3,
3.5.4,3.5.6).

3.1.9 Herstellung von elektrisch kompetenten H. denitrificans
Die Herstellung von elektrisch kompetenten H. denitrificans-Zellen zur Elektroporation erfolgte nach

einem abgewandelten Protokoll von Borodina et al. (2004), das im Rahmen der vorliegenden Arbeit
entwickelt wurde. H. denitrificans wurde in 400 mL 0-Medium oder optimiertem 0-Medium mit 24,41
mM Methanol und 25 pg/mL Chloramphenicol in einem 2-L-Erlenmeyer-Kolben bei 30 °C und
180 rpm bis zu einer OD600,,, von 0,3 angezogen. Nachfolgend wurden die Zellen bei 4 °C und 4.000
g fur 10 min geerntet und zwei Mal mit eiskaltem sterilen rH,O gewaschen (4.000 g, 4 °C, 10 min),
gefolgt von einem Waschschritt mit 10%igem (v/v) eiskalten Glycerol (4.000 g, 4 °C, 10 min). Das
resultierende Pellet wurde in 800 pL 10%igem (v/v) eiskalten Glycerol resuspendiert und in 50 L
Aliquots bei -70 °C flir maximal drei Monate gelagert.

3.1.10 Elektroporation von elektrisch kompetenten H. denitrificans
Zum Einbringen von Plasmiden in elektrisch kompetente H. denitrificans-Zellen wurden die Zellen

und die Plasmid-Losung (eluiert in Wasser, DNS-Menge bis 500 ng in einem maximalen Volumen
von 10 pL) in einem Eppendorf-Reaktionsgefal 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen in eine eiskalte Elektroporationskivette (1 mm Spaltbreite, Bio-Budget Technologies GmbH,
Krefeld/Deutschland) Uberfuhrt und sofort mit einem Bio-Rad gene pulser 1l (Bio-Rad,
Minchen/Deutschland) elektroporiert (Einstellungen: 2,4 kV und 200 Q bei einer Kapazitdt von
25 uF). Zur Regeneration wurden die Zellen mit 900 pL 0-Medium oder optimiertem 0-Medium mit
24,41 mM Methanol versetzt und fir bis zu 6 h bei 30 °C in einem Eppendorf-Reaktionsgefal
regeneriert. Nach Abschluss der Inkubation wurden die Zellen in einer dezimalen Verdiinnungsreihe
(bis 1:1000) auf Agarplatten mit 0-Medium oder optimiertem 0-Medium mit 24,41 mM Methanol und
25 pg/mL Chloramphenicol sowie geeigneten Antibiotika zur Selektion auf die auf den Plasmiden
kodierten Resistenzgenen ausplattiert. Hierfir wurden von jeder Verdinnungsstufe 100 pL
Zellsuspension verwendet. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 30 °C. Hierbei wurden die Platten
jeweils einzeln mit Parafilm und zusétzlich mit Alufolie umwickelt. Als Kontrolle wurde bei jeder
Elektroporation ein Aliquot Zellen ohne Plasmid-Ldsung elektroporiert und in den nachfolgenden

Schritten gleich behandelt.

3.1.11 Generierung von Mutanten in H. denitrificans
Zur gerichteten Mutagenese von H. denitrificans wurden zwei verschiedene Verfahren angewendet.

Zum einen wurden markerlose in frame Deletionen von Genen im Genom vorgenommen bzw.
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Abschnitte im Genom markerlos in frame ersetzt. Zum anderen wurden DNS-Abschnitte im Genom
durch Resistenzmarker ausgetauscht. Die zuerst genannte Methode fand Anwendung bei der
Generierung der Stdmme H. denitrificans AlbpA, H. denitrificans AtsdA und H. denitrificans knock-in.
Hierfir wurden elektrisch  kompetente H. denitrificans Sm200 mit dem Plasmid
pk18mobsacBAIbpATc elektroporiert und auf Platten mit optimiertem 0-Medium (24,41 mM
Methanol, 25 pg/mL Chloramphenicol, 15 pg/mL Tetracyclin) ausplattiert. VVon angewachsenen
Klonen wurde mittels des Simplex Easy DNA-Extraktionskits gDNS extrahiert und der Genotyp via
PCR verifiziert. Erfolgreich verifizierte Single-Crossover-Mutanten wurden fiir 72 h in Flussigkultur
(optimiertes 0-Medium, 24,41 mM Methanol, 25 pg/mL Chloramphenicol) kultiviert und anschliefend
in einer dezimalen Verdunnungsreihe (bis 1:1000) in Volumina von 100 pL auf Platten (optimiertes 0-
Medium mit 24,41 mM Methanol, 25 pg/mL Chloramphenicol, 10 % (m/v) Saccharose) ausplattiert.
Aus angewachsenen Klonen wurde mittels des Simplex Easy DNA-Extraktionskits gDNS extrahiert
und der Genotyp via PCR verifiziert. Die Generierung von H. denitrificans AtsdA erfolgte wie zuvor
beschrieben auf Basis des Plasmides pk18mobsacBAtsdA und die Generierung von H. denitrificans

knock-in auf Basis des Plasmides pk18mobsacBKnockinTc.

Zur Generierung von H. denitrificans Ahdr und H. denitrificans AhdrAsqr wurde ein abweichendes
Protokoll verwendet. Zunachst wurde das Plasmid pET-22bAhdrTc in elektrisch kompetente H.
denitrificans Sm200 elektroporiert, die auf Platten mit 0-Medium (24,41 mM Methanol, 25 pg/mL
Chloramphenicol, 15 pg/mL Tetracyclin) ausplattiert wurden. Angewachsene Klone wurden auf 0-
Medium-Platten (24,41 mM Methanol, 25 pg/mL Chloramphenicol) mit 100 pg/mL Ampicillin
Uberfuhrt. Klone, die auf Tetracyclin wuchsen, nicht jedoch auf Ampicillin, wurden als putative
Doppel-Crossover-Mutanten angesehen. Von diesen wurde mittels des Simplex Easy DNA-
Extraktionskits gDNS extrahiert und der Genotyp via PCR bestimmt. Der Genotyp von erfolgreich
verifizierten Doppel-Crossover-Mutanten wurde zusatzlich durch einen Southern Blot abgesichert. Zur
Generierung von H. denitrificans AhdrAsqr wurden elektrokompetente H. denitrificans Ahdr mit dem
Plasmid pET-22bASQRRIf elektroporiert und auf Platten mit 0-Medium (24,41 mM Methanol, 25
pg/mL Chloramphenicol, 50 pg/mL Rifampicin) ausplattiert. Angewachsene Klone wurden auf O-
Medium-Platten (24,41 mM Methanol, 25 pg/mL Chloramphenicol) mit 100 pg/mL Ampicillin
uberfihrt. Klone, die auf Rifampicin wuchsen, nicht jedoch auf Ampicillin, wurden als putative
Doppel-Crossover-Mutanten angesehen. Von diesen wurde mittels des Simplex Easy DNA-
Extraktionskits gDNS extrahiert und der Genotyp via PCR bestimmt. Der Genotyp von erfolgreich

verifizierten Doppel-Crossover-Mutanten wurde zusétzlich durch einen Southern Blot abgesichert.

3.1.12 Konservierung von H. denitrificans als Kryokulturen
Zur langfristigen Konservierung von H. denitrificans wurden 50-mL-Kulturen (0-Medium oder

optimiertes 0-Medium mit 24,41 mM Methanol und 25 pg/mL Chloramphenicol) in 100-mL-
Erlenmeyer-Kolben bei 30 °C und 220 rpm inkubiert. Nach dem Erreichen einer OD600,, von

mindestens 0,4 wurden die Zellen bei 4.000 rpm fur 10 min geerntet. Das resultierende Pellet wurde
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zundchst in 500 uL 0-Medium oder optimiertem 0-Medium resuspendiert. Nachfolgend wurde die
Zellsuspension mit 500 pL 80%igem (v/v) Glycerol durchmischt und geeignete Aliquots der Zellen
wurden in Eppendorf-Reaktionsgefalien bei -70 °C dauerhaft gelagert.

3.1.13 Kultivierung von Hyphomicrobium EG
Die Kultivierung von Hyphomicrobium EG erfolgte in 0-Medium mit 100 mM MOPS pH 7,2 in

Erlenmeyer-Kolben bei 30 °C und 180 rpm. Als Kohlenstoffquelle wurde dem Medium entweder vor
dem Autoklavieren Dimethylamin oder alternativ nach dem Autoklavieren DMSO (separat
autoklaviert) in den gewinschten Konzentrationen zugesetzt. Die Kultivierung auf Festndhrmedien
erfolgte ebenfalls bei 30 °C auf Agarplatten (1,5 % (m/v) Agar).

3.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Genamplifikation durch Polymerase-Kettenreaktion
Fir die gerichtete Amplifikation von DNS-Fragmenten (Mullis et al., 1986) zur Genotypisierung oder
zur Klonierung von Genen wurden PCRs in einem My Cycler (Bio-Rad, Miinchen/Deutschland)
durchgefiihrt. Hierflr wurden die in Tab. 6 aufgefiihrten Oligonukleotide als Primer verwendet. Als
Polymerase fungierte die Phusion High-Fidelity DNS Polymerase oder die Q5 High-Fidelity DNS
Polymerase (beide von New England Biolabs, Ipswich/USA). Die Durchfiihrung der PCRs erfolgte

gemal den Empfehlungen des Herstellers.

3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese
Zur Auftrennung von DNS gemalR ihrer Lange wurden Agarose-Gelelektrophoresen durchgefiihrt

(Maniatis et al., 1982). Aufzutragende Proben wurde mit 6 x Ladepuffer (New England Biolabs,
Ipswich/USA) versetzt. 1- bis 1,5%ige (m/v) Agarosegele in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM
Essigsdure, 10 mM EDTA) wurden in Horizon-50-Gelkammern (Biometra, Goéttingen/Deutschland)
bei 90 V fir 1 h laufen gelassen. Die Visualisierung der aufgetrennten DNS-Fragmente erfolgte durch
Inkubation in GelRed-Puffer (rH,O mit 60 pL GelRed/200 mL, Biotium, Kdéln/Deutschland) und
anschlieRende Begutachtung der Gele unter UV-Licht in einem Gel iX Imager (Intas Science Imaging
Instruments, Gottingen/Deutschland). Zur Aufreinigung von DNS aus Agarosegelen wurde das
GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford/USA) gemal den Empfehlungen des

Herstellers verwendet.

3.2.3 Gene Splicing by Overlap Extension
Zur gerichteten Mutagenese von spezifischen DNS-Abschnitten im Genom von H. denitrificans

wurden geeignete Knock-out-Konstrukte via SOE-PCR hergestellt (Horton, 1995). Die hierbei
verwendeten Oligonukleotide wurden in Tab. 6 zusammengefasst. Grundsatzlich wurden in separaten
PCR-Reaktionen zunéchst die gewiinschten 5°- und 3"-Fragmente amplifiziert, bevor diese in einem

1:1-Verhdltnis als Template in der dritten PCR-Reaktion genutzt wurden.
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3.2.4 Enzymatische Modifikation von Nukleinsduren
Zur spezifischen Modifikation von Nukleinsduren wurden die in Tab. 3 aufgeflhrten Enzyme

verwendet. Die Nutzung erfolgte hierbei geméaR den jeweiligen Angaben der Hersteller.

3.2.5 Aufreinigung von Nukleinsauren
Zur Aufreinigung von Nukleinsduren aus Agarosegelen oder aus Ansatzen zur enzymatischen

Modifikation von Nukleinsduren wurde ein GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific,
Rockford/USA) verwendet. Die Extraktion aus Agarosegelen erfolgte hierbei geméal den Angaben des
Herstellers. Zur Aufreinigung aus Ansétzen zur enzymatischen Modifikation von Nukleinsauren
wurde der gesamte Ansatz mit 200 pL des Binding Buffers aus dem Kit fiir 10 min bei 60 °C inkubiert
und dann auf eine Aufreinigungssdule geladen. AnschlieRend erfolgte die Extraktion gemé&R den
Angaben des Herstellers. Abweichend hiervon erfolgte die Elution von Nukleinséduren grundsétzlich
mit sterilem rH,0. Die Extraktion von Plasmiden aus E. coli wurde mit einem GeneJET Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford/USA) gemaR den Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Die Elution von Nukleinsduren erfolgte davon abweichend mit sterilem rH,O. Zur
Gewinnung von gDNS aus H. denitrificans fur PCRs zur Genotypisierung wurde ein Simplex Easy
DNA-Extraktionskit (GEN-IAL GmbH, Troisdorf/Deutschland) geméll den Angaben des Herstellers
verwendet. Abweichend hiervon wurde teilweise kein Zellmaterial aus Flissigkulturen verwendet,
sondern Material von Kolonien von Agarplatten. Die Extraktion von gDNS fir Southern-Blot-
Analysen wurde mit einem First-DNA all-tissue Kit (GEN-IAL GmbH, Troisdorf/Deutschland) nach
einem modifizierten Protokoll durchgefiihrt. Zellmaterial, aus dem gDNS extrahiert werden sollte (250
mg), wurde in 500 pL rH,O resuspendiert, auf zwei Eppendorf-Reaktionsgefalie aufgeteilt und mit
500 pL rH,O gewaschen (3 min, 16.100 g, 4 °C). Die nachfolgenden Schritte wurden fir beide
Ansdtze parallel durchgefiihrt. Das Zellpellet wurde in 10 pL Enzymldsung resuspendiert und 10 min
bei 37 °C inkubiert. Zu diesem Ansatz wurden 500 pL Lyse 1, 50 pL Lyse 2 und 10 uyL 1 M DTT
gegeben. Der Ansatz wurde gevortext und fir 30 min bei 65 °C inkubiert. Pro 100 pL Lysat wurde
dem Ansatz 1 pL RNase (10 mg/mL) zugesetzt, gefolgt von einer Inkubation von 10 min bei 37 °C.
Nachfolgend wurden 500 pL Lyse 3 hinzugefiigt und der Ansatz 30 sek gevortext, gefolgt von einer
Inkubation von 5 min bei -20 °C. Diesem Schritt schloss sich eine Zentrifugation (16.100 g, 10 min,
4°C) an. Von dem resultierenden Uberstand wurden 500 uL mit 525 pl eiskaltem Isopropanol
gemischt, gefolgt von einer Zentrifugation (16.100 g, 15 min, 4 °C) und einem Waschschritt mit
70%igem (v/v) Ethanol (16.100 g, 10 min, 4 °C). Das gewonnene Pellet wurde 20 min bei 37 °C und
10 min bei 65 °C getrocknet und anschliefend in 100 pL rH,O geldst und die DNS-L&sungen der
beiden parallelen Ansdtze wurden vereint. Die Menge der extrahierten gDNS wurde in einem
BioPhotometer D30 (Eppendorf, Hamburg/Deutschland) bestimmt und die Qualitdt via Agarose-

Gelelektrophorese tberprift.

Chromosomale DNS wurde grundsétzlich bei 4 °C gelagert, Plasmide oder aufgereinigte DNS-Stiicke
(< 20 kB) wurden bei -20 °C gelagert.
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3.2.6 Sequenzierung von DNS
Die Sequenzierung von DNS wurde durch den externen Anbieter GATC Biotech

(Konstanz/Deutschland) tbernommen.

3.2.7 Southern-Blot-Analyse
Zur Verifizierung der erfolgreichen gerichteten Mutagenese im Genom von H. denitrificans wurden

Southern-Blot-Analysen durchgefiihrt. Hierfir wurde zunédchst gDNS von der zu untersuchenden
Mutante und einem Wildtyp als Referenz extrahiert und eine groRere Menge (2—4 pg) UN via
Restriktionsendonukleasen verdaut. Im Anschluss wurden die DNS-Fragmente in einem 1%igem
Agarosegel via Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch einen Kapillarblot (iN) auf eine
Nylon-Membran (Roth, Karlsruhe/Deutschland) tibertragen. Nachfolgend wurde die Membran kurz in
2xSSC/1% SDS (0,3 M NaCl, 30 mM Natriumcitrat, 1% SDS, pH 7) geschwenkt und die
transferierte DNS kovalent in einem UV-Crosslinker (UV Stratalinker 1800, Stratagene, San
Diego/USA) an die Membran gebunden. Zur Vorhybridisierung wurde die Membran fir 16 h bei
68 °C in 20 mL Vorhybridisierungslosung (20 mM Maleinséure, 0,75 M NaCl, 75 mM Natriumcitrat
pH 7, 0,1% (w/v) N-lauroylsarcosin, 0,02% SDS, 2% Blocking-Reagenz (Roche,
Mannheim/Deutschland)) inkubiert. Im Anschluss wurde die gewiinschte und mit Digoxigenin-11-
dUTP (Roche, Mannheim/Deutschland) markierte Sonde zunachst fir 20 min bei 100 °C in 1 mL
Vorhybridisierungslosung gekocht und dann fir weitere 16 h zusammen mit der Membran in 20 mL
Vorhybridisierungslésung bei 68 °C inkubiert. Fir eine Chemilumineszenz-basierte Detektion via
Antikdrper wurde die Membran zunachst zwei Mal fir 5 min in 100 mL 2xSSC (0,3 M NaCl, 30 mM
Natriumcitrat, 1 % SDS, pH 7) bei RT gewaschen. Anschlielend erfolgten zwei Waschschritte in 100
mL 0,1 % SSC/1 %SDS fiir 15 min bei 68 °C und ein weiterer Waschschritt fir 5 min in 100 mL
Waschpuffer (0,1 % (v/v) Tween 20, 0,1 M Maleinsaure, 0,15 M NaCl, pH 7,5) bei RT. Es folgten 30
min Inkubation in 100 ml Puffer 2 (1 % (m/v) Blocking-Reagenz, 0,1 M Maleinsdure, 0,15 M NaCl,
pH 7,5) bei RT und eine weitere Inkubation in 10 mL Puffer 2 und 2 puL a-Digoxigenin-AP (Roche,
Mannheim/Deutschland) fiir 30 min bei RT. AnschlieBend erfolgten erneut zwei Waschschritte mit
100 mL Waschpuffer bei RT fur 15 min sowie eine Inkubation fir 5 min in 20 mL Puffer 3 (0,1 M
Tris-HCI; 0,1 M NaCl; pH 9,5) bei RT. Zur Auswertung der Membran wurde diese im Anschluss fir
20 min in 10 mL Puffer 3 und 10 pL CDP-Star (Roche, Mannheim/Deutschland) bei RT inkubiert,
kurz auf Whatman-Papier abgetrocknet und dann das emittierte Licht unter Verwendung eines

Rontgenfilms (Fujifilm, Tokio/Japan) dokumentiert.

3.3. Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Bestimmung des Proteingehalts von Proteinlosungen
Die Bestimmung des Proteingehalts von Proteinlésungen erfolgte mit dem Pierce BCA Protein Assay

Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford/USA) gemal den Angaben des Herstellers.
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3.3.2 Gewinnung von Zellextrakten fir immunologische Proteinnachweise
Zur Gewinnung von Zellextrakten aus E. coli-oder H. denitrificans-Zellen fir nachfolgende

immunologische Proteinnachweise wurden drei verschiedene Verfahren angewendet. Bei
Kleinstmengen an Zellen (Feuchtgewicht des Pellets < 50 mg) wurden diese in einem Kleinen
Volumen des gewinschten Aufschlusspuffers resuspendiert und mit reduzierendem Roti-Load 1
Probenpuffer (Roth, Karlsruhe/Deutschland) 1 zu 4 verdinnt. Der Zellaufschluss erfolgte durch
Aufkochen fiir 5 min bei 95 °C. Bei kleinen Zellmengen (Feuchtgewicht des Pellets < 500 mg) wurde
das Pellet in einem kleinen VVolumen des gew(nschten Aufschlusspuffers resuspendiert und mit bis zu
100 mg Silica-Kugeln versetzt. Der Aufschluss erfolgte in einem Silamat S6 (lvoclar Vivadent,
Schaan/Liechtenstein) durch viermaliges Schitteln fir 30 sek im Standardprogramm. Nachfolgend
wurden Zelltrimmer und die Silica-Kugeln durch eine Zentrifugation (16.100 g, 10 min, 4 °C)
pelletiert und der Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefaR Gberfiihrt. GroRere Zellpellets
wurden durch Ultraschalldesintegration aufgeschlossen. Hierfiir wurden die Zellpellets zunédchst in
einem geeigneten Volumen des gewtinschten Aufschlusspuffers resuspendiert. Nachfolgend erfolgte
der Zellaufschluss entweder anaerob mit einem Bandelin Sonopuls UW 2070 (Bandelin electronic,
Berlin/Deutschland) fir 2 min pro mL Zellsuspension unter Kuhlung mit einer Intensitat von 65 %
oder aerob mit einem SONIFIER Cell-disruptor B15 (Branson, Danbury/USA) bei den gleichen

gewahlten Parametern.

3.3.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur Auftrennung komplexer Proteingemische wurden diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophoresen durchgefihrt (Laemmli, 1970). Hierflir wurden die Lésungen A (1,5 M Tris-HCI,
pH 8,8, 0,3 % SDS) und B (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, 0,4 % SDS) sowie eine Acrylamid-Stammlésung
(30 % Acrylamid/Bisacrylamid), TEMED und 10 % APS (m/v) in rH,O benétigt. Ein exemplarisches
Rezept zur Herstellung von 15%igen SDS-Polyacrylamid-Gelen zeigt die Tab. 13. Wurden
abweichend von diesem Rezept Trenngele mit einem niedrigeren oder einem hoheren Acrylamid-
Gehalt benotigt, wurde das Verhaltnis von Wasser zu Acrylamid entsprechend angepasst. Der
Laufpuffer (30 g/L Tris, 144 g/L Glycin, 10 g/L SDS) fur die Gele wurde 10fach konzentriert

hergestellt und vor der Verwendung 1 zu 10 mit rH,O verdiinnt.

Tab. 13: Rezeptur zur Herstellung von 2 SDS-Polyacrylamid-Gelen mit einem 4,5%igen Sammelgel und einem
15%igen Trenngel.

Gel Trenngel (15 %) Sammelgel (4,5 %)
Reagenzien

rH,O 3 3mL
30 % Acrylamid 6 0,75 mL
Loésung A 3 /
Losung B / 1,25 mL
10 % APS 100 pL 100 pL
TEMED 10 L 5uL
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Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Gele entweder fur eine nachfolgende Western-Blot-Analyse
verwendet oder einer Farbung unterzogen. Bei den Féarbungen handelte es sich um eine Coomassie-
Farbung oder eine Silberfarbung. Fur zuerst genannte wurde das Gel fur 1 h in der Férbeldsung
(0,25 % (m/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 50 % (v/v) MeOH, 10 % (v/v) Eisessig, 40 % (v/v)
rH,O) inkubiert und nachfolgend in einer Entfarbeldsung (10 % (v/v) Eisessig, 20 % (v/v) MeOH,
70% (v/iv) rH,O) bis zum Erreichen der gewilnschten Farbung entfarbt. Bei der alternativ
durchgefuhrten Silberfarbung wurde das Gel zunéchst fur 20 min in Lésung 1 (50 % (v/v) MeOH, 5 %
(v/v) Eisessig in rH,0) inkubiert, gefolgt von 10 min Inkubation in Ldsung 2 (50 % (v/v) MeOH in
rH,O) und 10 min in rH,0. Anschlielend erfolgten eine weitere Inkubation fir 1 min in Losung 3
(0,02 % (m/v) Natriumthiosulfat in rH,O) und zwei Waschschritte in rH,O (je 1 min). Hieran schloss
sich eine Inkubation fiir 20 min bei 4 °C in Lésung 4 (0,1 % (m/v) Silbernitrat in rH,O) an. Zum
Farben wurde das Gel bis zum Erreichen der gewiinschten Bandenintensitat in Lésung 5 (3 % (m/v)
Natriumcarbonat, 0,1% (v/v) Formaldehyd, 16 pM Natriumthiosulfat in rH,O) inkubiert. Der

Farbeprozess wurde durch Zugabe von 5 % (v/v) Eisessig gestoppt.

3.3.4 Western-Blot-Analyse
Um ein Protein von Interesse spezifisch in den aufgetrennten Banden eines SDS-Polyacrylamid-Gels

nachzuweisen, wurden Western-Blot-Analysen angewendet. Der Transfer der Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran (0,45 um Porengréfe, Roth, Karlsruhe/Deutschland) wurde mittels des Semi-
Dry-Verfahrens (Towbin et al., 1979) mit einem Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad,
Miinchen/Deutschland) durchgefihrt. Hierfiir wurden zunéchst das zu blottende Gel und die Membran
fiir 20 min in Towbin-Puffer (3,04 g/L Tris, 14,58 g/L Glycin, 20 % (v/v) MeOH in rH,0) inkubiert.
Fur den Transfer wurden zwei Lagen 3MM Chromatographie Papier (Roth, Karlsruhe/Deutschland) in
Towbin Puffer getrankt und auf der Anode platziert. Darliber wurde luftblasenfrei zuerst die Membran
gelegt, gefolgt von dem Gel und erneut zwei in Towbin-Puffer getrankten Lagen 3MM-
Chromatographie-Papier. Der Proteintransfer wurde bei 15 V fur 20-45 min in Abhéngigkeit der zu
detektierenden Proteine durchgefiihrt. Nach Abschluss des Transfers wurde die Membran iN bei 4 °C
in 1x PBS (4 mM KH,PO,4 10 mM Na,HPO,, 115 mM NaCl) mit 1 g Milchpulver pro 20 mL
Volumen inkubiert. Hieran schlossen sich drei Waschschritte fir jeweils 5 min mit 50 mL PBS an.
Antiseren und Antikorper (Tab. 4, o-HdrA-Antiserum, o-LbpA- und a-Liponsaure-Antikdrper)
wurden in verschiedenen Verdinnungen (1:2000 a-HdrA, 1:500 a-LbpA, 1:4000 a-Liponséure) in
PBS mit 0,5% (m/v) BSA hinzugegeben und fir 3 h inkubiert. Hieran schlossen sich drei
Waschschritte fir jeweils 5min mit 100 mL PBS an. Sekundédre Antikérper wurden in
unterschiedlichen Verdiinnungen (1:40.000 bei a-HdrA, 1:4.000 bei a-LbpA, 1:5000 bei o-
Liponsdure) in PBS mit 0,5% (m/v) BSA fir 1 h auf die Membran gegeben, gefolgt von drei
Waschschritten fir 5 min mit jeweils 100 mL 1x PBT (PBS mit 0,1 % (v/v) Tween 20) sowie vier
Waschschritten mit 100 mL PBS fir 5 min. Derartig behandelte Membranen wurden einer

chemolumineszenz-basierenden Immunodetektion mittels SignalFire ECL reagent (Cell Signaling
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Technology, Danvers, USA) gemélR den Angaben des Herstellers unterzogen. Fir eine alternative
chromogene Detektion wurde die Membran nach dem letzten Waschschritt in Entwicklerlsung (7 mL
eiskaltes EtOH mit 30 mg 4-Chlor-1-naphthol, aufgefillt auf 50 mL mit rH,O) inkubiert und die
Entwicklung durch Zugabe von 20 pL Wasserstoffperoxid gestartet. Die Verwendung und die damit
verbundene Immunodetektion der weiteren Antikorper (Tab. 4) erfolgten gemall den Angaben der
jeweiligen Hersteller.

3.4. Chromatographische Methoden

3.4.1 Proteinaufreinigung mittels Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie
Fir die Aufreinigung von rekombinant produzierten Proteinen aus Bakterien wurden Strep-Tactin-
Affinitatschromatographien unter aeroben oder unter anaeroben Bedingungen durchgefihrt. Zunachst
wurden die Zellen mittels Ultraschalldesintegration aufgeschlossen. Hierflir wurden die Zellpellets in
einem geeigneten Volumen von Puffer W (100 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl) resuspendiert.
Nachfolgend erfolgte der Zellaufschluss anaerob mit einem Bandelin Sonopuls UW 2070 (Bandelin
electronic, Berlin/Deutschland) fur 2 min pro mL Zellsuspension unter Kuhlung mit einer Intensitét
von 65 % oder aerob mit einem SONIFIER Cell-disruptor B15 (Branson, Danbury/USA) bei den
gleichen gewdahlten Parametern. Die eigentliche Affinitdtschromatographie erfolgte in Abhangigkeit
von der Menge des Zelllysats entweder mit selbst gegossenen Gravity-Flow-S&ulen (bis 3 mL
Séulenvolumen) aus Strep-Tactin Sepharose (IBA BioTAGnology, Gottingen/Deutschland) oder mit
fertigen StrepTrap HP 5-mL-Sdulen (GE Healthcare, Little Chalfont/GroR3britannien). Die Benutzung
erfolgte jeweils gemal den Angaben der Hersteller. Abweichend hiervon wurde dem Puffer W fiir die
Waschschritte 0,1 % (v/v) Triton X-100 hinzugefugt.

Nach Abschluss der Affinitatschromatographie wurden die gewonnenen Elutionsfraktionen bei Bedarf
aufkonzentriert und umgepuffert. Dies geschah in Abhdngigkeit vom Molekulargewicht des zu
konzentrierenden Proteins mit Zentrifugationsfiltern (Amicon Ultracel-10K filters, Merck,
Darmstadt/Deutschland, Vivaspin 500, Sartorius, Gottingen/Deutschland) gemdR den Angaben der
Hersteller.

3.4.2 Fast Protein Liquid Chromatography
Um heterolog produzierte rekombinante Proteine sauber von kontaminierenden Proteinen zu trennen,

wurden GroRenausschlusschromatographien mit einem Akta Purifier und einer HilLoad 16/60
Superdex 75pg Saule (beides GE Healthcare, Little Chalfont/GroRbritannien) durchgefiihrt. Das
System wurde mit einem Laufpuffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,2 entgast, filtriert) bei

4 °C sowie einer Flussrate von 0,5 mL/min und einem Fraktionsvolumen von 1 mL verwendet.

3.4.3 Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Zur hochsensitiven Detektion von Thiolen (Sulfid, Polysulfide, Sulfit, Thiosulfat) wurden

Hochleistungsflissigkeitschromatographien durchgefuhrt. Hierbei erfolgte eine Derivatisierung der

Thiolgruppen mit Monobromobiman (Rethmeier et al., 1997), um diese durch Fluoreszenzdetektion
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bei 480 nm (Anregung bei 380 nm, FL3000 Fluoreszenz Detektor, Thermo Fisher Scientific,
Rockford/USA) zu quantifizieren. 50 pL zellfreier Kulturiiberstand wurden mit 50 uL HEPES-Puffer
(50 mM HEPES, 5 mM EDTA, pH 8) und 55 pL Acetonitril gemischt. Hierzu wurden 3 pL
Monobromobiman (48 mM in Acetonitril) gegeben, gefolgt von 30 min Inkubation im Dunkeln.
Durch Zugabe von 100 pL Methansulfonséure (65 mM) wurde die Derivatisierung gestoppt. Vor der
HPLC-Analyse wurden die Proben fir 10 min bei 16.100 g zentrifugiert. 10 uL vom Uberstand
wurden mit 190 pL ddH,O vermischt. Hiervon wurden 50 pL auf die Séule (LiChrospher 100 RP18e,
Merck, Darmstadt, Deutschland) injiziert. Zur Auftrennung der Probe wurde ein linearer Gradient
(Tab. 14) verwendet.

Tab. 14: Elutionsprotokoll fur die Detektion von Monobromobiman derivatisierten Thiolen via HPLC. Die Flussrate
betrug 1 mL/min, die Temperatur 35 °C.

Zeit [min % 0,25 % (v/v) Essigsdure pH 4 % Methanol
0 85 15

5 85 15

50 55 45

55 0 100

58 0 100

61 85 15

76 85 15

3.4.4 Gaschromatographie
Fir die Quantifizierung von DMS wurden Gaschromatographien durchgefihrt. Hierfur wurden mittels

einer gasdichten 50-pL-Luer-Lock Hamilton-Spritze (Hamilton Company, Reno/USA) 50 uL der
Gasphase einer Kultur in einen Gaschromatographen (PerkinElmer Clarus 480, Rascon FFAP Saule
25m x 0.25 micron, PerkinElmer, Waltham/USA) eingespritzt. Die Saulentemperatur betrug 200 °C,
die Injektortemperatur 150 °C und die Detektortemperatur (Flammenionisationsdetektor) 250 °C. Als
Trégergas wurde N, verwendet. Die eigentliche Quantifizierung erfolgte unter Verwendung einer
Siebenpunkt-Kalibriergeraden mit DMS-Standards bekannter Konzentration in baugleichen

Kulturgefalien und Medien mit identischen Gasphasen zu Flissigphasen-Verhaltnissen.

3.5. Spektroskopische Methoden

3.5.1 UV/Vis-Spektroskopie
Zur Untersuchung der spektralen Eigenschaften von Proteinen wurde ein Specord 210 UV/Vis-
Spektralphotometer (Analytik Jena, Jena/Deutschland) verwendet. Messungen fanden bei 30 °C in
Préazisionskivetten aus Quarzglas (Hellma Analytics, Millheim/Deutschland) entweder aerob oder
anaerob statt. Spektren wurden in 0,2-nm-Schritten mit einer Geschwindigkeit von 2 nm/sek
aufgenommen. Zur Oxidation von Proteinen wurden Kaliumhexacyanidoferrat(I11)(Ferricyanid)-
Ldsungen (aerob oder anaerob) in geeigneten Konzentrationen verwendet. Die Reduktion erfolgte mit

Natriumdithionit-Ldsungen (aerob oder anaerob) in geeigneten Konzentrationen.
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3.5.2 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie
Zur Bestimmung des Redoxpotentials des Eisen-Schwefel-Clusters von rekombinantem HdrA

(Hden_0691) wurde eine Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (EPR) durchgefiihrt. Hierflr wurde
zundchst eine potentiometrische Titration in einem anaeroben Zelt (95 % N,, 5 % H,) vorgenommen.
Als Basis dienten 180 uM rekombinantes HdrA (Hden_0691) und 180 uM einer Mixtur von Redox-
Mediatoren (1,2-Naphthochinon, Phenazinmethosulfat, Phenazinethosulfat, Methylenblau, Indigo-
tetrasulfonat, Indigo-disulfonat, 2-Hydroxy-1,4-naphthochinon, Safranin, Anthrachinon-2-sulfonat,
Neutralrot, Benzylviologen, Methylviologen) in 100 mM MOPS (pH 7,5 mit 5 mM EDTA). Durch
Zugabe einer gepufferten Natriumdithionit-Lésung (pH 8) wurde das Redoxpotential erniedrigt. Das
Potential der Losung wurde mit einer kombinierten Ag/AgCI-Elektrode (kalibriert gegen eine
geséttigte Chinhydron-Lésung bei pH 7) und einer Standard-Wasserstoffelektrode als Referenz
gemessen. Zu verschiedenen Zeitpunkten der Titration wurden Proben genommen, unter anaeroben
Bedingungen in EPR-Tubes transferiert, versiegelt und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren.
EPR-Spektren auf dem X-Band wurden mit einem Bruker-EMX-Spektrometer (Billerica/USA) unter
Verwendung eines ESR-900 X-Band Helium Cryostat von Oxford Instruments (Abingdon-on-
Thames/GrofRbritannien) aufgenommen. Fur die Aufnahme der Spektren wurden die folgenden
Parameter gewahlt: Mikrowellenfrequenz 9,39 GHz, Mikrowellenpower 2,01 mWw,
Modulationsfrequenz 100 kHz, Modulationsamplitude 1 mT, Temperatur 5 K. Einzelspektren von
HdrA im Zustand ,wie isoliert® und ,komplett reduziert® wurden ohne den Zusatz von Redox-

Mediatoren bei 18 K aufgenommen.

3.5.3 Determination von Thiosulfat-Konzentrationen
Die Bestimmung von Thiosulfat in zellfreien Kulturiiberstdnden erfolgte mit einem kolorimetrischen

Test (Urban, 1961). Zellfreier Kulturiberstand (650 uL, bei Bedarf verdinnt) wurde mit 200 pL
Natriumacetat (0,2 M, pH 4,8) sowie 50 pL Natriumcyanid (0,2 M) und 50 uL Kupferchlorid (40 mM)
versetzt und gevortext. Hierzu wurden 50 pL Eisennitrat-Reagenz (300 g/L Fe(NOs); x 9 H,0, 22,1 %
HNOs) gegeben, anschlieRend wurde die Probe erneut gevortext und direkt die Absorption bei 460 nm
mit einem Photometer gegen den Reagenzienleerwert gemessen. Die Kalibrierung erfolgte anhand von
Proben mit bekanntem Thiosulfatgehalt (25-400 nmol).

3.5.4 Determination von Tetrathionat-Konzentrationen
Die Bestimmung von Tetrathionat in zellfreien Kulturiiberstdnden erfolgte mit einem kolorimetrischen

Test (Kelly et al., 2002). Zellfreier Kulturiiberstand (500 pL, bei Bedarf verdiinnt) wurde mit 50 pL
Tris-Acetat (1 M, pH 8,7) sowie 50 pL Natriumcyanid (0,2 M) versetzt und gevortext. Der Ansatz
wurde 5 min bei RT inkubiert und anschlielend wurden 50 pL Eisennitrat-Reagenz (300 g/L Fe(NOs)3
x 9 H,0, 22,1 % HNOs) hinzugegeben, die Probe erneut gevortext und direkt die Absorption bei
460 nm mit einem Photometer gegen den Reagenzienleerwert gemessen. Die Kalibrierung erfolgte

anhand von Proben mit bekanntem Tetrathionatgehalt (12,5-125 nmol).
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3.5.5 Determination von Sulfit-Konzentrationen
Die Bestimmung von Sulfit in zellfreien Kulturiberstanden erfolgte mit einem kolorimetrischen Test

(Grant, 1947). Zellfreier Kulturtiberstand (690 L, bei Bedarf verdinnt) wurde mit 200 puL Zinkacetat
(2 % (m/v)) sowie 100 pL Fuchsin-Reagenz (0,04 % (m/v) in 10 % (v/v) H,SQO,) versetzt, gevortext
und flir 10 min bei RT inkubiert. Nachfolgend wurden den Proben 10 pL Formaldehyd (37 %)
hinzugefugt, gefolgt von einer erneuten Inkubation (10 min, RT). Nach dieser wurde die Absorption
bei 570 nm mit einem Photometer gegen den Reagenzienleerwert gemessen. Die Kalibrierung erfolgte

anhand von Proben mit bekanntem Sulfitgehalt (5-40 nmol).

3.5.6 Determination von Sulfat-Konzentrationen
Die Bestimmung von Sulfat in zellfreien Kulturuberstédnden erfolgte mit einem turbidimetrischen Test

(Sorbo, 1987). Zellfreier Kulturiiberstand wurde mit einem gleichen Volumen von 05 M
Trichloressigsaure verdiinnt, gevortext und fir 10 min in einem getffneten ReaktionsgeféaR inkubiert.
200 pL hiervon wurden mit 600 pL 0,25 M Trichloressigsaure verdinnt und mit 200 pL
Bariumchlorid-Reagenz (0,489 g BaCl, x H,0, 7,5 g PEG 6000, 0,1 mL 50 mM Na,SO, in 50 mL
rH,O) versetzt. Der Ansatz wurde 20 min bei RT inkubiert und wéhrend dieser Zeit wiederholt
gevortext. Nachfolgend wurde die optische Dichte bei 450 nm mit einem Photometer gegen den
Reagenzienleerwert gemessen. Die Kalibrierung erfolgte anhand von Proben mit bekanntem
Sulfatgehalt (25-500 nmol).

3.5.7 Determination von Eisen-Schwefel-Clustern in rekombinanten Proteinen
Zur Determination von Eisen-Schwefel-Clustern in rekombinanten Proteinen wurde ein

kolorimetrischer Test zur Eisenbestimmung (Fish, 1988) und zur Schwefelbestimmung (King &
Morris, 1967) durchgefiihrt. Fiir die Schwefelbestimmung wurden 200 pL einer Proteinlésung in einer
geeigneten Verdunnung mit einem Pramix aus 300 pL 1 % (m/v) Zinkacetat und 15 pL 12 % (m/v)
NaOH versetzt, einmal invertiert und fiir 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Nachfolgend wurden 75 pL
0,1 % (m/v) Dimethylphenylendiamin (in 5 M HCI) hinzugegeben und die Probe zweimal invertiert,
gefolgt von einer Zugabe von 75 puL 2 mM Eisen(lll)-chlorid (in 1,2 M HCI) und einer weiteren
Inkubation fir 20 min (RT, dunkel). Nach Ablauf der Zeit wurde die Probe zentrifugiert (10 min
10.000 g, RT) und die Absorption vom Uberstand bei 670 nm mit einem Photometer gegen den
Reagenzienleerwert gemessen. Die Kalibrierung erfolgte anhand von Proben mit bekanntem
Sulfidgehalt (2,5-20 nmol).

Fur die Eisenbestimmung wurden 100 pL einer Proteinldsung in einer geeigneten Verdinnung mit
100 pL 1% (v/v) HCI versetzt, gevortext und zentrifugiert (30 sek, 16.100 g, RT). Anschlielend
wurde die Probe fur 10 min bei 80 °C gekocht und langsam auf RT zurtickgekihlt. Diesem Ansatz
wurden 500 uL. Ammoniumacetat (7,5 % (m/v)), 100 pL Ascorbinsaure (4 % (m/v)) und 100 pL
Ferrozin (1,5 % (m/v)) hinzugefligt. Der Ansatz wurde gevortext, zentrifugiert (5 min, 16.100 g, RT)
und die Absorption vom Uberstand bei 593 nm mit einem Photometer gegen den Reagenzienleerwert

gemessen. Die Kalibrierung erfolgte anhand von Proben mit bekanntem Eisengehalt (5-50 nmol).
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3.6 Anaerobes Arbeiten
Experimente, bei denen unter Ausschluss von Sauerstoff gearbeitet werden sollte, wurden in einem

Anaerobenzelt (Coy Laboratory Products, Grass Lake/USA) mit einer Stickstoff- (98 %) und
Wasserstoff-Atmosphare (2 %) durchgefuhrt. Um ein effektives anaerobes Arbeiten sicherzustellen,
wurden Puffer und Verbrauchsmaterialien mindestens 24 h vor Beginn des Experimentes in das
Anaerobenzelt eingeschleust. Proteinlésungen, die unter anaeroben Bedingungen aufgereinigt wurden,
wurden zundchst im Anaerobenzelt in gasdichten GlasgefdBen verschlossen und aus dem Zelt
ausgeschleust. Anaerobe Kivetten wurden im Anaerobenzelt nach Bedarf befillt, gasdicht
verschlossen und dann ausgeschleust. Zur Herstellung von anaeroben Puffern auBerhalb des
Anaerobenzelts wurden diese zundchst entgast, in gasdichte verschlossene Glasgefélie transferiert und
anschlieBend mit Stickstoff begast. Die Entnahme von Volumina aus den Gefdlen erfolgte mit
gasdichten Hamilton-Spritzen (Hamilton Company, Reno/USA).

3.7 Kristallographie
Zur Kristallisation von rekombinantem HdrA (Hden_0691) wurde die Sitting-drop-Methode bei 18 °C

in einem Anaerobenzelt (Coy Laboratory Products, Grass Lake/USA) mit einer Stickstoff- (95 %) und
Wasserstoff-Atmosphare (5 %) durchgefuhrt. Hierfur wurden ein OryxNano-Kristallisationsroboter
(Douglas Instruments Ltd., Hungerford/GrofRbritannien) und JBScreen-Pentaerythritol-Gefale (Jena
Bioscience, Jena/Deutschland) verwendet. HdrA wurde in einer konzentrierten Proteinldsung
(20 mg/mL in 20 mM Tris-HCI pH 7,2, 50 uM FAD) in Gegenwart eines 0,1 M MES-Puffers (pH 6,5)
mit 25 % (m/v) Pentaerythritolpropoxylat 629 kristallisiert. Die Kristallstrukturanalyse erfolgte im
Paul Scherrer Institut an der Strahllinie PXIII (Villigen/Schweiz). Fir die Auswertung wurden
Kristalle mit einer Beugung unter 1,5 A verwendet. Die Aufarbeitung der Rohdaten erfolgte mit XDS
(Kabsch, 2010). Die Positionen der Eisen in den Eisen-Schwefel-Clustern wurden mit SHELXD
(Schneider & Sheldrick, 2002) und die Phasen mit SHARP (La Fortelle & Bricogne, 1967) bestimmt
und mit SOLOMON (Abrahams & Leslie, 1996) verbessert. Das Modell wurde automatisch via
ARP/WARP erstellt und manuell unter Verwendung von COOT (Emsley & Cowtan, 2004) beendet.
Verfeinerungen des Modells wurden mit REFMAC5 (Murshudov et al., 1997), PHENIX.refine
(Afonine et al., 2010) und BUSTER (Global Phasing, Cambridge/Grol3britannien) durchgefiihrt. Die
Qualitat des Modells wurde mit COOT und MOLPROBITY (Davis et al., 2007) uberprift.
Strukturvergleiche wurden mit DALI (Holm & Laakso, 2016) und Oberflachenberechnungen liber den
PISA-Server (Krissinel & Henrick, 2007) durchgefihrt.

3.8 Proteom-Analysen
Fir einen Vergleich der Proteome von H. denitrificans bei Wachstum mit DMS im Vergleich zum

Wachstum mit DMA wurden pro Bedingung jeweils drei biologische Replikate von H. denitrificans
Sm200 in 500-mL-Erlenmeyer-Kolben mit 300 mL 0-Medium (100 mM MOPS pH 7,2, 200 pg/mL
Streptomycin) angeimpft. Die Inkubation erfolgte aerob bei 220 rpm und 30 °C. Drei Kulturen wurden

mit 8 mM DMA angezogen und wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase bei einer ODggonm VON
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0,35 geerntet (10.000 g, 12 min, 4 °C). Drei weitere Kulturen wurden mit 4 mM DMA bis zu einer
ODgoonm VON 0,2 angezogen und dann mit insgesamt 2,25 mM DMS in 0,25- bis 0,5 mM-Schritten
gefuttert. Die Zellen wurden geerntet, bevor die letzte Portion DMS verbraucht wurde (10.000 g, 12
min, 4 °C). Parallel wurde ein Versuch dquivalent mit Hyphomicrobium EG durchgefiihrt, wobei hier
das Proteom bei Wachstum mit DMA mit dem mit DMSO verglichen wurde. Jeweils drei biologische
Replikate wurden pro Bedingung in 500-mL-Erlenmeyer-Kolben mit 300 mL 0-Medium (100 mM
MOPS pH 7,2, 25 pg/mL Streptomycin) angeimpft. Drei der Kolben enthielten 8 mM DMA als
Kohlenstoff- und Energie-Quelle, die anderen drei 13 mM DMSO. Die Ernte der Kulturen (10.000 g,
12 min, 4 °C) erfolgte in der exponentiellen Wachstumsphase (mit DMA bei einer ODggonm VON 0,2,
mit DMSO bei einer ODggonm VON 0,4). Die nachfolgenden Schritte wurden fur alle Zellpellets gleich
durchgefuhrt. Zunachst wurden die Zellen in 1x PBS (4 mM KH,PO,4 10 mM Na,HPQO,, 115 mM
NaCl) gewaschen und dann in Lysis-Puffer (1x PBS mit 5 % (m/v) Natriumdesoxycholat (SDC) und
cOmplete Protease Inhibitor (Roche, Mannheim/Deutschland)) resuspendiert. Der Zellaufschluss
erfolgte anaerob mit einem Bandelin Sonopuls UW 2070 (Bandelin electronic, Berlin/Deutschland) fiir
2 min pro mL Zellsuspension unter Kihlung mit einer Intensitat von 65 %. Zelltrimmer wurden
entfernt (16.100 g, 30 min, 4 °C), der Proteingehalt der Uberstande bestimmt und mit Lysis-Puffer auf
einen Proteingehalt von 2 mg/mL eingestellt. Mit den Zentrifugationsiiberstanden wurde eine ,in
Losung-Praparation® der Peptide auf Zentrifugationsfiltern gemaR einem modifizierten Protokoll
durchgefuhrt (Manza et al., 2005; Masuda et al., 2008; Wisniewski et al., 2009; Leon et al., 2013).
50 pg Protein wurden auf einen Zentrifugationsfilter (Pall Filtersystems, Crailsheim/Deutschland) mit
einer AusschussgroRe von 10 kDa geladen. Der Puffer wurde zu 20 mM Triethylammonium-
Bicarbonat (TEAB) gewechselt, die Proteine mit 20 mM Dithiothreitol fur 20 min bei 55 °C reduziert
sowie die Thiol-Gruppen mit 40 mM Acrylamid fiir 30 min bei RT alkyliert. Nach einem erneuten
Pufferaustausch wurden 5 pg Trypsin in 20 mM TEAB mit 0,5% (m/v) SDC in einem
Gesamtvolumen von 50 pL hinzugegeben und der Verdau UN bei 37 °C durchgefiihrt. Nachfolgend
wurden die Peptide im Filtrat gesammelt und verbleibendes SDC wurde mit Trifluoressigséure (TFA,
0,5 % in der Losung) prazipitiert. Zuriickbleibendes SDC wurde durch einen Phasentransfer mit einem
gleichen Volumen an Ethylacetat entfernt. Die Peptide wurden vakuumkonzentriert, in 20 mM TEAB
resuspendiert und mit einem isobarischen TMTsimplex-Reagenz (Thermo Fisher Scientific,
Rockford/USA) markiert. Nachfolgend wurden die Peptide gepoolt und auf Oasis-HLP-Filtern
(Waters GmbH, Eschborn/Deutschland) entsalzen. Die Eluate enthielten 70 % Acetonitril und 0,1 %
Ameisensaure, wurden getrocknet und mittels eines Off-Gel-Fraktionierers (Agilent Technologies,
Waldbronn/Deutschland) gemal ihre. isoelektrischen Punkt in 12 Fraktionen aufgeteilt, erneut
getrocknet und bei -20 °C gelagert. Nachfolgend wurden die Peptide in 8 pL 0,1 % TFA resuspendiert
und 0,5 pL der Losung auf eine C18-Trap-Sdule (ReproSil-Pur 120 C18-AQ, 5 um, Dr. Maisch
GmbH, Ammerbuch-Entringen/Deutschland) geladen. Gebundene Peptide wurden auf eine mit 0,1 %
Ameisensdure aquilibrierte C18-Analyse-Séaule (ReproSil-Pur 120 C18-AQ, 1,9 um Dr. Maisch
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GmbH, Ammerbuch-Entringen/Deutschland) eluiert. Die Peptide wurden auf dieser mit einem
linearen Gradienten von 4 % zu 35 % Losungsmittel B (80 % Acetonitril, 0,1 % Ameisensaure)
innerhalb von 120 min mit einer Flussrate von 250 nL/min aufgetrennt. Die nanoHPLC war gekoppelt
an ein LTQ-Orbitrap-Velos-Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific, Rockford/USA). Peptid-
lonen zwischen 330 und 1600 m/z wurden mit dem Orbitrap-Detektor mit einer Auflésung von 30.000
gescannt (maximum fill time 400 msek, AGC Ziel 10°). Die 22 intensivsten Vorlauferionen
(Intensitatsgrenzwert 5.000) wurden einer durch eine hochenergetische Kollision induzierte
Dissoziation unterzogen (schrittweise Kollisionsenergie, 3 Schritte, Weite 10, normalisierte Energie
42 %) und die Fragmente durch den Orbitrap-Detektor analysiert. Fragmentierte Peptide wurden fur
17 sek von wiederholten Analysen ausgeschlossen. Die Masseverriegelung betrug 445,12002 Da.

Die Analyse der Rohdaten erfolgte mittels Proteome Discoverer 2.1.1.21 (Thermo Fisher Scientific,
Rockford/USA). Die Identifikation der Peptide wurde iber einen Mascot-Server Version 2.5.1 (Matrix
Science Ltd, London/GroR3britannien) vorgenommen. Als Grundlage wurden die auf TrEMBL
hinterlegte Genomsequenz von Hyphomicrobium denitrificans ATCC 51888 (verdffentlicht 10.2016)
und die Genomsequenz von Hyphomicrobium EG (zur Verfligung gestellt von Koninklijke DSM N.V.,
Heerlen/Niederlande) verwendet. Als Vorlaufer-lonen-m/z-Toleranz wurden 10 ppm und als
Fragment-lonen-Toleranz 0,02 Da gewdhlt. Es wurde nach tryptischen Peptiden mit bis zu zwei
ausgelassenen Schnittstellen gesucht. Propanamid an Cysteinen bzw. TMT am N-Terminus von
Lysinen wurden als statische Modifikation eingestellt, ebenso wie Oxidation als dynamische
Modifikation von Methioninen und Acetylierungen am N-Terminus. Den Ergebnissen wurde eine A-
posteriori-Fehler-Wahrscheinlichkeit (PEP) Uber einen Percolator-Algorithmus zugewiesen (Kall et
al., 2008). Spektren mit einem Identifikations-PEP unter 1 % wurden erneut einer Datenbanksuche
unterzogen (eine ausgelassene Trypsinschnittstelle und Propanamid als dynamische Modifikation
erlaubt). Proteine wurden in die Ergebnisliste aufgenommen, wenn mindestens zwei Peptide mit einer
Falschidentifikationsrate (FDR) unter 1% gefunden werden konnten. Nur Peptidspektrum-
Ubereinstimmungen (PSM) mit einer Co-lsolation von Gber 30 % und einzigartigen Peptiden wurden
fiir die Quantifizierung verwendet. Die statistische Auswertung wurde mit R (Foundation for statistical
computing) fir Proteine durchgefiihrt, die in allen drei biologischen Replikaten identifiziert werden
konnten. Fir die statistische Auswertung wurden die Proteinintensitaten logarithmiert (log2) und
normalisiert. Ein Pearson-Korrelationskoeffizient wurde ermittelt. Fir die Analyse der Signifikanz von
Veranderungen der Proteinhdufigkeit unter den verschiedenen untersuchten Wachstumsbedingungen
wurden zwei verschiedene statistische Tests durchgefihrt (limma und Rank Product (Schwammle et
al., 2013)). Die resultierenden p-Werte wurden gemal Schwammle et al. (2013) bereinigt.
Verénderungen der Proteinhdufigkeit wurden ab einem p-Wert > 0,05 als signifikant, ab einem p-Wert

> 0,01 als sehr signifikant und ab einem p-Wert > 0,001 als hdchstsignifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Hyphomicrobium denitrificans-Ansatz

4.1.1 Bioinformatische Untersuchung zum Schwefelstoffwechsel in
Hyphomicrobium denitrificans X'
Um vor dem eigentlichen Beginn von praktischen Arbeiten zu evaluieren, ob der Organismus

Hyphomicrobium denitrificans X' (Hyphomicrobium X) als potentieller Modellorganismus fir die
Untersuchung der Rolle von Heterodisulfidreduktase(Hdr)-ahnlichen Komplexen im oxidativen
dissimilatorischen Schwefelmetabolismus geeignet ist, wurde das Genom des Organismus einer
ausflihrlichen  bioinformatischen  Untersuchung  unterzogen. Hierfir wurden mit den
Aminosduresequenzen von Enzymen, fir die in der Literatur bereits eine Beteiligung an oxidativen
Prozessen im dissimilatorischen Schwefelmetabolismus gezeigt werden konnte, Uber eine BLASTP-

Analyse Homologe in Hyphomicrobium X gesucht (Tab. 15).

Tab. 15: Proteine mit einer mdglichen Involvierung in den dissimilatorischen Schwefelmetabolismus von
Hyphomicrobium X. Die jeweils angegebenen Referenzproteine wurde mittels BLASTP gegen Hyphomicrobium X
geblastet.

Lokus-Tag Annotation Referenzprotein Quelle
AprA / / / Alvin_1121 Dahl et al.
(2008)
AprB / / / Alvin_1120 Dahl et al.
(2008)
AprM / / / Alvin_1119 Dahl et al.
(2008)
DMS- / / / DmoA aus Boden et al.
Monooxygenase Hyphomicrobium (2011)
sulfonivorans
DmsA Hden_1433 molybdopterin 1,0*10%  DmsA aus  Bilousetal.
dinucleotide- Escherichia coli (1988)
binding region
DmsB Hden_0927 nitrate  reductase, 5,0*10°% DmsB aus Bilous et al.
beta subunit Escherichia coli (1988)
DmsC / / / DmsC aus Bilous et al.
Escherichia coli (1988)
DMS-Oxidase Hden_0734 oxidoreductase 4,0x10 DsoF aus Horinouchi et
FAD/NAD(P)- Acinetobacter sp. al. (1997)
binding  domain strain 20B
protein
DoxA / / / DoxA aus Acidianus Muller et al,
ambivalens (2004)
DoxD / / / DoxD aus Acidianus Muller et al.
ambivalens (2004)
DsrA / / / Alvin_1251 Dahl et al.
(2008)
DsrB / / / Alvin_1252 Dahl et al.
(2008)
DsrC / / / Alvin_1256 Dahl et al.
(2008)
DsrE3-like Hden_0688 conserved 2,0¥10°" Mcup_0681 Liu et al
hypothetical (2014)
protein
FccA Hden_ 1401 Flavocytochrome ¢ 9,0*10%%  Alvin_1092 Dahl et al.
sulphide (2008)
dehydrogenase
flavin-binding
protein
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Lokus-Tag Annotation Referenzprotein
FccB Hden_0890 putative 3,0%107 Alvin_1093 Dahl et al.
cytochrome ¢ (2008)
HdrA Hden_0691 fumarate 3,0¢10™  AFE_2553 Quatrini et al.
reductase/succinate (2009)
dehydrogenase
flavoprotein
domain protein
HdrB1 Hden_0690 protein of 0,0 AFE_2554 Quatrini et al.
unknown function (2009)
DUF224 cysteine-
rich region domain
protein
HdrB2 Hden_0694 CoB--CoM 4,010 AFE_2550 Quatrini et al.
heterodisulfide (2009)
reductase
HdrC1 Hden_0689 iron-sulfur cluster- 1,0¥10%®°  AFE_2555 Quatrini et al.
binding protein (2009)
HdrC2 Hden_0693 heterodisulfide 3,010%  AFE_2551 Quatrini et al.
reductase  subunit (2009)
C
Hyp Hden_0692 hypothetical 4,010%"  AFE_2552 Quatrini et al.
protein (2009)
LbpA Hden_0696 glycine cleavage 3,0¥10™®  AFE_2549 Liu et al
H-protein (2014)
Methanthioloxidase Hden_0743 selenium-binding 0,0 Methanthioloxidase Eyice et al.
protein, putative aus Hyphomicrobium (2018)
VS
Persulfiddioxygenase ~Hden_0740 beta-lactamase 7,0¢10™°  PDO2 aus  Sattler et al.
domain protein Pseudomonas putida (2015)
QmoA / / / QmoA aus Dahl et al.
Desulfovibrio (2008)
desulfuricans
QmoB / / / QmoB aus Dahl et al.
Desulfovibrio (2008)
desulfuricans
QmoC / / / QmoC aus Dahl et al.
Desulfovibrio (2008)
desulfuricans
Sat / / / Alvin_1118 Dahl et al.
(2008)
SoeA / / / Alvin_2491 Dahl et al.
(2013)
SoeB / / / Alvin_2490 Dahl et al.
(2013)
SoeC / / / Alvin_2489 Dahl et al.
(2013)
SorA Hden_1146 oxidoreductase 4,0x10 SorA aus Starkeya  Kappler et al.
molybdopterin novella (2000)
binding protein
SorB / / / SorB aus Starkeya  Kappler et al.
novella (2000)
SoxA Hden_0703 conserved 3,010 Alvin_2169 Dahl et al.
hypothetical (2008)
protein
SoxB Hden_0706 5¢-Nucleotidase 4,010 Alvin_2167 Dahl et al.
domain protein (2008)
SoxC Hden_1146 oxidoreductase 1,0510*®  SoxC aus Paracoccus ~ Wodara et al.
molybdopterin pantotrophus (2997)
binding protein
SoxD Hden_1145 cytochrome c class 2,0x10%° SoxD aus Wodara et al.
| Paracoccus (2997)
pantotrophus
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Name Lokus-Tag Annotation E-Value Referenzprotein Quelle

SoxF Hden_1401 Flavocytochrome ¢ 7,010 SoxF aus Paracoccus  Quentmeier et
sulphide pantotrophus al. (2004)
dehydrogenase
flavin-binding
protein

SoxX Hden_0702 conserved 3,0%10° Alvin_2168 Dahl et al.
hypothetical (2008)
protein

SoxY Hden_0704 sulfur  oxidation 3,0¥10"  Alvin_2111 Dahl et al.
protein SoxY (2008)

SoxYZ Hden 1147 sulfur  oxidation 7,0¥10! / Alvin_2111 / Dahl et al.

Fusionsprotein protein SoxZ 7,0%107 Alvin_2112 (2008)

sulfur-oxidizing
protein SoxY

SoxZ Hden_0705 sulfur  oxidation 5,0*10™  Alvin_2112 Dahl et al.
protein SoxZ (2008)
Sulfid:Chinon- Hden_0718 sulfide:quinone 2,0410"%  Sqr aus Shen et al.
Oxidoreduktase oxidoreductase Staphylococcus (2016)
SqrB-Typ aureus
Sulfid:Chinon- / / / Alvin_2145 Weissgerber et
Oxidoreduktase al. (2013)
SqrD-Typ
Sulfid:Chinon- / / / Alvin_1195 Weissgerber et
Oxidoreduktase al. (2013)
SqrF-Typ
Tauk Hden_0720 protein of / / Weinitschke et
unknown function al. (2007)
DUF81
TetH / / / AFE_0029 Kanao et al.
(2007)
TsdA Hden_2748 cytochrome ¢ class  9,0¥10™°  Alvin_0091 Denkmann et
[ al. (2012)
TusA Hden_0698 SirA family  6,0¥10%  Alvin_2600 Stockdreher et
protein al. (2014)

Fur die Oxidation von Sulfid verfiigt Hyphomicrobium X (ber eine Sulfid:Chinon-Oxidoreduktase
vom SqrB-Typ (Hden_0718). Direkt vergesellschaftet in der gleichen Leserichtung konnten Gene
gefunden werden, die fiir ein Protein mit einem Rhodanese-Motiv (Hden_0719), ein Protein mit einem
TauE-Motiv  (Sulfit-Exporter, Hden_0720) und ein Protein mit einem p-Lactamase-Motiv
(Hden_0721) kodieren. Eine &hnliche Anordnung von Homologen zu diesen Genen ist unter anderem

fiir das CST-Operon in Staphylococcus aureus bekannt (Grossoehme et al., 2011).

Weiterhin konnte in Hyphomicrobium X ein Protein mit einer hohen Ahnlichkeit zu FccA
(Flavocytochrom c¢ Sulfid Dehydrogenase, Hden_1401) und ein weiteres mit einer niedrigen
Ahnlichkeit zu FccB (Hden_0890) identifiziert werden. Das Gen, das fir Letzteres kodiert, liegt
hierbei in einem anderen Genlokus. Fiir die Oxidation von Persulfiden konnte eine potentielle
Persulfiddioxygenase (Hden_0740) identifiziert werden. Gene, die fir ein Dsr-System zur Oxidation
von Schwefel kodieren (Dahl et al., 2008), beherbergt das Genom von Hyphomicrobium X nicht.
Stattdessen liegt ein kompletter hdr-&hnlicher Genlokus (Hden_0689-Hden_0694) in direkter

genetischer Nahe zu einem Gen fir ein Lipoatbindeprotein (Hden_0696) vor.
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Bekannte Systeme zur Oxidation von Sulfit wie SoeABC (Dahl et al., 2013) oder die Kombination aus
Sat (Sulfat-Adenylyltransferase) und AprABM (Adenylylsulfat-Reduktase) (Dahl et al., 2008)
konnten nicht fiir Hyphomicrobium X gefunden werden, dafir aber ein Protein mit einer Ahnlichkeit
zur Sulfitoxidase SorA (Hden_1146). Ein Homolog zu SorB beinhaltet das Genom von
Hyphomicrobium X nicht, jedoch liegt Hden_1146 in einem Gencluster mit einem weiteren Gen, das
fur ein potentielles Mono-Ham c-Typ Cytochrom kodiert (Hden_1145). Es muss beachtet werden,
dass Hden_ 1146 gleichzeitig eine hohe Ahnlichkeit zu SoxC und Hden_1145 eine Ahnlichkeit zu
SoxD aufwies. Ein potentieller Sulfit-Exporter mit einem TauE-Motiv (Hden_0720) konnte ebenfalls
gefunden werden. Fir eine mégliche Oxidation von Thiosulfat verfiigt der Organismus ber homologe
Proteine (SoxABCDXYZ) zum biochemisch charakterisierten Sox-System. Auffallig war in diesem
Zusammenhang, dass die Gene, die fir SoxC und SoxD kodieren, zusammen mit einer Kopie eines
Fusionsproteins aus SoxY und SoxZ in einem Operon vorliegen, wéhrend die Gene fir SoxABXYZ in
einem getrennten Operon an einer anderen Stelle des Genoms gefunden werden konnten. Zudem
zeigte sich, dass das SoxD-Homolog (Hden_1145) eine trunkierte Version von SoxD darstellte. Das
entsprechende Protein wies Ahnlichkeiten zum N-Terminus von SoxD aus Paracoccus pantotrophus
auf, ist mit einer Lange von 180 Aminosauren aber deutlich Kleiner als das P. pantotrophus SoxD (384
AS) und zeigte zudem nur eine der beiden charakteristischen c-Typ-Cytochrom-Bindemotive
(CxxCH). Als weiteres potentiell Thiosulfat oxidierendes Enzym konnte ein TsdA-Homolog
(Thiosulfatdehydrogenase, Hden_2748) gefunden werden. Homologe zu Tetrathionat degradierenden

Enzymen wurden hingegen nicht identifiziert.

Fir die potentielle Metabolisierung von Organoschwefelverbindungen konnte ein Homolog zur
Methanthioloxidase (Hden_0743) identifiziert werden, wéhrend keine DMS-Monooxygenase ermittelt
wurde. Stattdessen wurde mit Hden_0734 ein potentiell homologes Protein zu DsoF (DMS-Oxidase)
gefunden, wobei die tbrigen Komponenten eines méglichen Dso-Komplexes (DsoABCDE) nicht im
Genom von Hyphomicrobium X kodiert werden. Eine dhnliche Situation konnte fiir Homologe zur
DMSO-Reduktase gefunden werden. Mit Hden_1433 und Hden_0927 liegen Proteine mit einer
Ahnlichkeit zu DmsA bzw. DmsB vor, jedoch sind diese in zwei verschiedenen Regionen des Genoms

kodiert und ein Homolog zu DmsC fehlt vollstandig.

4.1.2 Entwicklung eines genetischen Systems fir Hyphomicrobium denitrificans
XT
Um ein genetisches System fiir den Organismus Hyphomicrobium denitrificans X' entwickeln zu
kénnen, wurden zundchst basale Parameter wie der Zusammenhang zwischen der OD600,,, und der
korrespondierenden Zellzahl ermittelt. Es zeigte sich, dass eine OD600,, von 0,1 einer Zellzahl von

4,9*%10 kolonieformenden Einheiten pro Milliliter (Cfu/mL) entsprach.

Weiterflhrend sollten geeignete Resistenzmarker fir mogliche genetische Arbeiten gefunden werden.

Hierbei sollten zundchst im Rahmen eines Antibiogramms Antibiotika gefunden werden, in deren
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Gegenwart Hyphomicrobium X eine mdglichst geringe Spontanmutationsrate aufwies. Die Auswahl
der Antibiotika flr das Antibiogramm erfolgte basierend auf der Verfligbarkeit von Resistenzmarkern.
Fir die Auswertung des durchgefuhrten Antibiogramms (3.1.5 und Tab. 11) wurden die Platten bis zu
21 Tage inkubiert und die auf antibiotikahaltigen Platten gewachsenen Kolonien ausgezahlt. Die
Spontanmutationsrate wurde als Quotient der gewachsenen Kolonien und der theoretisch ausplattierten
kolonieformenden Einheiten ermittelt (Tab. 16).

Tab. 16: Ergebnisse des Antibiogramms. Die angegebenen Spontanmutationsraten ergeben sich aus den Mittelwerten der
Spontanmutationsraten aller Antibiotikakonzentrationen, bei denen ein Koloniewachstum verzeichnet werden konnte.

Antibiotikum MW Spontanmutationsrate ~ Wachstum bis Konzentration [pug/mL]

Neomycin 3,5*10° 50
Erythromycin 9,9%10° 500
Nalidixinséure 1 500
Ampicillin 0 0
Tetracyclin 9,7*10° 5
Gentamicin 2,2*107 100
Kanamycin 1,6*10°" 500
Trimethoprim 1 500
Rifampicin 2,0%10°® 50

Neben der in der Literatur bereits beschriebenen natirlichen Resistenz gegen Chloramphenicol
konnten fir Hyphomicrobium X zusatzlich natirliche Resistenzen gegen Nalidixinséure und
Trimethoprim nachgewiesen werden. Bei Wachstum in Gegenwart von Tetracyclin wurde eine sehr
geringe Spontanmutationsrate auch in Gegenwart von niedrigen Antibiotikakonzentrationen
festgestellt. Aus diesem Grund wurden die nachfolgenden Versuche zur Etablierung eines genetischen
Systems mit Tetracyclin als Antibiotikum und einer entsprechenden plasmidkodierten
Resistenzkassette als Selektionsmarker durchgefiihrt. Es wurde wversucht, das in der Literatur
beschriebene Protokoll zum Einbringen von Plasmiden in Hyphomicrobium X (Gliesche, 1997) unter
Verwendung des Plasmids pBBR1MCS-3 (Tab. 5) zu reproduzieren. Eine erfolgreiche Reproduktion

konnte jedoch nicht erzielt werden.

Unter Orientierung an einem Protokoll zur Elektroporation von Hyphomicrobium chloromethanicum
(Borodina et al., 2004) konnten nach einigen Modifikationen (3.1.9, 3.1.10) Zellen von
Hyphomicrobium X detektiert werden, die erfolgreich mit pPBBR1MCS-3 transformiert wurden. Die
Plasmiddetektion erfolgte hierbei via PCR. Eine Aufreinigung des Plasmides aus den Zellen konnte
nicht bewerkstelligt werden. Im Rahmen der Entwicklung des Elektroporationsprotokolls wurde
festgestellt, dass die Wahl der Kohlenstoffquelle in den Selektionsplatten und bei der Herstellung von
elektrisch kompetenten Zellen einen Einfluss auf die Entwicklung von Spontanresistenzen gegen
Tetracyclin hatte. Im Rahmen von einzelnen Elektroporationen wiesen die Kontrollplatten mit

Methylamin als Kohlenstoffquelle um bis zu zwei Zehnerpotenzen mehr Kolonien auf im Vergleich zu
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Kontrollplatten mit Methanol als Kohlenstoffquelle. Eine statistische Auswertung dieser
Beobachtungen wurde nicht vorgenommen. Das entwickelte Protokoll zum Einbringen von Plasmiden

in Hyphomicrobium X via Elektroporation wurde fur alle nachfolgenden Experimente verwendet.

Das in der Literatur beschriebene Protokoll zum Einbringen von Plasmiden in Hyphomicrobium X via
Konjugation (Dijkhuizen et al., 1984) konnte erfolgreich reproduziert werden, fand jedoch im Rahmen

der vorliegenden Arbeit keine weitere Verwendung.

4.1.3 Entwicklung eines Systems zur gerichteten Mutagenese von H. denitrificans
X"und Generierung von Knock-out- und Knock-in- Mutanten
Nachdem erfolgreich ein System zum Einbringen von Plasmiden in Hyphomicrobium X etabliert

werden konnte, sollte ein Protokoll zur gerichteten Mutagenese des Organismus entwickelt werden.
Das Ziel war hierbei, Uber den Ansatz der reversen Genetik Aufschlisse Uber die Funktion einzelner
Gene und deren Genprodukte im Stoffwechsel von Hyphomicrobium X zu gewinnen. Deshalb wurden
zundchst Vektoren ermittelt, die in Hyphomicrobium X nicht replikativ waren. Die Vektoren
pk18mobsacB, pASKIBA3+ und pET-22b(+) erflillten diese Anforderung. Elektroporationsansatze
mit den jeweiligen Plasmiden, die auf Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika zur Selektion
ausplattiert wurden, fuhrten im Fall von pASKIBA3+ und pET-22b(+) zu keiner Koloniebildung und
im Fall von pk18mobsacB zu einer Koloniebildung im Rahmen der Spontanmutationsrate. Wéhrend
die Vektoren pASKIBA3+ und pET-22b(+) prinzipiell nur fur eine gerichtete Mutagenese geeignet
sind, bei der ein Resistenzmarker im Genom zuriickgelassen wird, kann der Vektor pk18mobsacB
auch flr eine markerlose in frame Deletion verwendet werden. Durch das auf dem Vektor vorhandene
Suicide-Gen sacB — kodiert fiir eine Levansucrase — kann in Gegenwart von Saccharose eine
Negativselektion auf das Vorhandensein des Vektors durchgefiihrt werden. Die Voraussetzung hierfur
ist, dass der zu manipulierende Organismus weder durch Saccharose im Medium (10 % (m/v))
inhibiert wird noch diese verstoffwechseln kann. Beides konnte experimentell fiir Hyphomicrobium X

bestatigt werden.

Uber den Ansatz der reversen Genetik sollte mehr Uber die putative Rolle eines Hdr-ahnlichen
Komplexes im Schwefelstoffwechsel erfahren werden. Basierend auf der zum Zeitpunkt der
Durchfiihrung der Experimente aktuellen Literaturlage wurde HdrA als essentieller Bestandteil von
Hdr-Komplexen in methanogenen Archaeen angesehen, da diese Untereinheit eine Elektronen-
Bifurkation katalysiert (Kaster et al., 2011). Unter der Annahme einer &hnlichen Funktion fur HdrA in
Hdr-ahnlichen Komplexen wurde eine Knock-out-Strategie fur Hyphomicrobium X entwickelt. Bei
dieser sollten der C-Terminus von hdrA (Hden_0691) und der N-Terminus des nachfolgenden Gens
(Hden_0692) durch eine Q-Tetracyclin-Kassette ersetzt werden (Abb. 8). Durch eine Termination der
Transkription von stromabwarts liegenden Genen, vermittelt durch die Elemente der Q-Kassette
(Fellay et al., 1987), sollten zudem die Ubrigen, in der gleichen Leserichtung liegenden Gene des hdr-

ahnlichen Genclusters funktionell ausgeschaltet werden. Unter Verwendung der Primer Fwd_3'Ahdr,
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Rev_3'Ahdr, Fwd 5'Ahdr und Rev 5'Ahdr wurde mittels SOE-PCR (Horton, 1995) das Plasmid pET-
22bAhdr generiert. Das Plasmid enthalt jeweils 1 kB homologe DNS-Sequenzen zum Stromaufwarts-
und zum Stromabwaérts-Bereich des zu deletierenden Fragmentes von 801 Bp. In die Mitte der
flankierenden homologen Sequenzen wurde eine Q-Tetracyclin-Kassette aus dem Plasmid pHP45Q-
Tc inseriert, was zur Generierung von pET-22bAhdrTc fihrte. Der fir den Knock-out relevante
Bereich wurde zudem via Restriktionsverdau aus pET-22bAhdrTc ausgeschnitten und in den Vektor
pASKIBA3+ ligiert (pASKIBA3+Ahdr). Die Plasmide pET-22bAhdrTc und pASKIBA3+Ahdr wurden
in H. denitrificans Sm200 elektroporiert. Zellen, die auf Selektivndhrmedium mit Tetracyclin und
Chloramphenicol wuchsen, wurden mittels zwei verschiedener PCRs auf ihren Genotyp hin untersucht
(Abb. 8).
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wt PCR
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dsrE  hdrC1 hdrB1  hdrA trunc. tetR trunc. hP  hdrC2 hdrB2
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C wt Ahdr
) PCR PCR
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Abb. 8: hdr-Genlokus in wildtypischem Hyphomicrobium X (A) und Ahdr-Mutanten (B) sowie Verifizierung des
Genotyps mittels PCR (C). Unter Verwendung der Primer Fwd_Hden0691 und Rev_Hden0691 fiir die Wildtyp-PCR (wt
PCR) wurde flr wildtypische Zellen ein 1095 Bp-PCR-Produkt generiert, wahrend bei Ahdr-Mutanten kein Produkt gebildet

wurde. Die Primer-Kombination Fwd_dgen_HdrB1 und Rev_tetR-Ko lieferte bei Ahdr-Mutanten ein 3110 Bp-PCR-Produkt
und bei wildtypischen Zellen kein Amplifikat.

Mittels PCR konnte erfolgreich der Stamm H. denitrificans Ahdr identifiziert werden. Der korrekte

Genotyp des Stammes wurde zusatzlich durch eine Southern-Blot-Analyse verifiziert (hier nicht

gezeigt).

Zur Komplementierung der Ahdr-Mutante wurde das Plasmid pBBR1p264HdenHdr generiert (Tab. 5).
Dieses enthdlt den kompletten erweiterten hdr-Genlokus (Hden_0688-Hden_0696) von
Hyphomicrobium X unter der Kontrolle eines starken konstitutiven Promotors aus Gluconobacter
oxydans. Das Plasmid wurden in H. denitrificans Ahdr elektroporiert. Unter den getesteten
Bedingungen konnte keine erfolgreiche Komplementation der Ahdr-Mutante mit Kanamycin als
Selektionsmarker verzeichnet werden. Deshalb wurde eine Rifampin-Resistenz als Marker getestet.
Das Plasmid pBBR1p264HdenHdrRif (Tab. 5) wurde in H. denitrificans Ahdr elektroporiert. Es war
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nicht moglich, das Plasmid aus Zellen aufzureinigen, die auf einem Selektivnahrmedium wuchsen.

Mittels PCR konnte jedoch das Plasmid in den Zellen nachgewiesen werden (Abb. 9).

% Z
.

X

Abb. 9: Verifizierung des Genotyps von H. denitrificans Ahdr™ mittels PCR. Unter Verwendung der Primer Fwd_rifR und
Rev_php45Km wurde ein 2595 Bp-Fragment vom Vektorriickrad amplifiziert und das Plasmid pBBR1p264HdenHdrRif
nachgewiesen. Wildtypische Zellen enthalten das Plasmid nicht und zeigten kein Amplifikat. Als Positivkontrolle diente das
aufgereinigte Plasmid pBBR1p264HdenHdrRif als Template.

3,0 kBp
2,5 kBp

2,0 kBp

i
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Neben dem hdr-&hnlichen Genlokus verfugt Hyphomicrobium X zusétzlich (ber ein dem cst-Operon
aus Staphylococcus aureus (Grossoehme et al., 2011) &hnliches Gencluster (Tab. 15). Dieses enthalt
neben einem Gen fir eine Sulfid:Chinon-Oxidoreduktase vom SqrB-Typ (Hden_0718) auch direkt
vergesellschaftet in der gleichen Leserichtung im Genom Gene, die flir ein Protein mit einem
Rhodanese-Motiv (Hden_0719), ein Protein mit einem TauE-Motiv (Sulfit-Exporter, Hden_0720) und
ein Protein mit einem B-Lactamase-Motiv (Hden_0721) kodieren. Diese Proteine konnten in den
dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel involviert sein. Um eine mdgliche Verfalschung der
phé&notypischen Analyse der Ahdr-Mutante ausschlieBen zu konnen, sollte entsprechend eine
AhdrAsqr-Doppelmutante generiert werden. Hierfur wurde das zuvor fir die Generierung der Ahdr-

Mutante beschriebene Verfahren angewendet.

Das Plasmid pET-22bASQRKm (Tab. 5) wurden in H. denitrificans Ahdr elektroporiert. In Zellen, die
auf einem Selektivndhrmedium wuchsen, konnte das Plasmid nicht nachgewiesen werden. Da unter
den getesteten Bedingungen keine AhdrAsqr-Doppelmutante mit Kanamycin als Selektionsmarker
generiert werden konnte, wurde eine Rifampin-Resistenz als Marker getestet. Hierflr wurde das
Plasmid pET-22bASQRRif (Tab. 5) in H. denitrificans Ahdr elektroporiert. Mittels PCR konnte
erfolgreich der Stamm H. denitrificans AhdrAsqr identifiziert werden (Abb. 10). Zusatzlich wurde der
Genotyp des Stamms durch einen Southern Blot verifiziert (hier nicht gezeigt).
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Abb. 10: sqr-Genlokus in wildtypischem Hyphomicrobium X (A) und Asgr-Mutanten (B) sowie Verifizierung des
Genotyps mittels PCR (C). Unter Verwendung der Primer Fwd_3'Asqr und Fwd_5'Asqr wurde im Fall einer erfolgreichen
Deletion des sqr-Genlokus ein PCR-Produkt von 3053 Bp Lé&nge erwartet und fiir den wildtypischen Genlokus ein Produkt
von 5786 Bp. Als Positivkontrolle diente das aufgereinigte Plasmid pET-22bASQRRIf als Template, als Negativkontrolle
gDNS von H. denitrificans Ahdr.

Eine Komplementation der AhdrAsqr-Mutante war in Ermangelung weiterer Resistenzmarker nicht

maglich.

Untersuchungen der erweiterten Umgebung hdr-&hnlicher Genloki fuhrten zur Identifizierung von
Genen, die hochkonserviert zusammen mit hdr-dhnlichen Proteinen auftreten (Liu et al., 2014,
Venceslau et al., 2014; Dahl, 2015). Ein besonderes Interesse galt im Rahmen der vorliegenden Arbeit
den Genen, die fir ein moglicherweise Lipoat-bindendes Protein (LbpA) kodieren. Im Fall von
Hyphomicrobium X liegt IbpA (Hden_0696) direkt stromabwarts der hdr-&hnlichen Gene
(Hden_0689-Hden_0694) in derselben Leserichtung im Genom. In der Literatur wurde bereits die
Hypothese formuliert (Liu et al., 2014; Dahl, 2015), dass LbpA ein Interaktionspartner fur einen Hdr-
ahnlichen Komplex sein konnte. Deshalb sollte eine Deletionsmutante generiert werden. Um
unbeabsichtigte Effekte einer ins Genom inserierten Resistenz-Kassette auf andere Gene im selben
Gencluster zu vermeiden, sollte eine markerlose in frame Deletion von Hden_0696 vorgenommen
werden. Unter Verwendung der Primer Fwd 3'AlbpA, Rev_3'AlbpA, Fwd_5'AlbpA und Rev_5'AlbpA
wurde mittels SOE-PCR das Plasmid pk18mobsacBAlbpA generiert. Das Plasmid enthélt jeweils 1 kB
homologe DNS-Sequenzen zum Stromaufwérts- und Stromabwarts-Bereich des zu deletierenden
Fragmentes von 435 Bp (Abb. 11). Hierbei wurde mit Ausnahme des Start- und des Stop-Codons die
restliche kodierende Sequenz von IbpA durch eine Smal-Schnittstelle ersetzt. Die Q-Tetracyclin-
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Kassette aus dem Plasmid pHP45Q-Tc wurde in das Vektorriickrad inseriert, was zur Entstehung von
pk18mobsacBAIbpATc fiihrte. Das Plasmid wurde in H. denitrificans Sm200 elektroporiert. Zellen,
die auf einem Selektivndhrmedium wuchsen, wurden mittels PCR mit den Primern Fwd_3'AlbpA und
Fwd_5'AlbpA auf eine Single-Crossover-Rekombination des Plasmids in das Genom der Zellen hin
untersucht (Abb. 11).
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5' Fragment Hden_0696 3' Fragment

B) 5' Fragment 3' Fragment
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Abb. 11: IbpA-Genlokus in wildtypischem Hyphomicrobium X (A) und AlbpA-Mutanten (B) sowie Verifizierung des
Genotyps mittels PCR (C). Unter Verwendung der Primer Fwd 3'AlbpA und Fwd 5'AlbpA wurde im Fall einer
erfolgreichen Deletion des IbpA-Genlokus ein PCR-Produkt von 2032 Bp Lé&nge erwartet und flr den wildtypischen
Genlokus ein Produkt von 2461 Bp. Als Positivkontrolle diente das aufgereinigte Plasmid pk18mobsacBAlbpATc als
Template, als Negativkontrolle gDNS von H. denitrificans Sm200.

Eine verifizierte Single-Crossover-Mutante wurde nachfolgend als Flissigkultur mit Streptomycin als
einzigem Antibiotikum inkubiert, um den Zellen durch ein weiteres Rekombinationsereignis den
Verlust der Tetracyclin-Resistenz zu ermdglichen und Doppel-Crossover-Mutanten zu generieren.
Diese sollten entweder eine erfolgreiche Deletion von IbpA oder einen wildtypischen lbpA-Genlokus
aufweisen (Abb. 11). Zur Selektion wurde die Flussigkultur in der spaten exponentiellen
Wachstumsphase auf Selektivndhrmedium mit Chloramphenicol und 10 % (m/v) Saccharose
ausplattiert. Gewachsene Kolonien wurden auf eine erfolgreiche Deletion von IbpA hin untersucht
(Abb. 11). Der Stamm H. denitrificans AlbpA konnte erfolgreich identifiziert werden. Der korrekte
Genotyp wurde zusétzlich via Southern Blot verifiziert (hier nicht gezeigt). Eine Komplementation der
AlbpA-Mutante wurde nicht durchgefuhrt.

Hyphomicrobium X besitzt ein Gen, das fur eine Thiosulfatdehydrogenase vom TsdA-Typ

(Hden_2748) kodiert (Tab. 15). Um (berprifen zu kénnen, inwieweit dieses Enzym eine Relevanz im
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Rahmen eines mdglichen oxidativen dissimilatorischen Schwefelmetabolismus von Hyphomicrobium
X besitzt, sollte eine markerlose in frame Deletion des Gens vorgenommen werden. Hierbei fand das
zuvor fiir die Erzeugung der AlbpA-Mutante beschriebene Verfahren Anwendung.

Das Plasmid pk18mobsacBAtsdATc wurden in H. denitrificans Sm200 elektroporiert. Klone, die auf
Selektivnahrmedien wuchsen, wurden via PCR auf eine Single-Crossover-Rekombination des
Plasmids hin untersucht (hier nicht gezeigt). Ausgehend hiervon wurde eine Doppel-Crossover-
Mutante erzeugt. Mittels PCR konnte erfolgreich der Stamm H. denitrificans AtsdA identifiziert
werden (Abb. 12).
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Abb. 12: tsdA-Genlokus in wildtypischem Hyphomicrobium X (A) und AtsdA-Mutanten (B) sowie Verifizierung des
Genotyps mittels PCR (C). Unter Verwendung der Primer Fwd 5'AtsdA und Rev 3'AtsdA wurde im Fall einer
erfolgreichen Deletion des tsdA-Genlokus ein PCR-Produkt von 2034 Bp Lénge erwartet und fir den wildtypischen
Genlokus ein Produkt von 3021 Bp. Als Positivkontrolle diente das aufgereinigte Plasmid pkl18mobsacBAtsdATc als
Template, als Negativkontrolle gDNS von H. denitrificans Sm200.

Der korrekte Genotyp des Stammes wurde zusétzlich via Southern-Blot-Analyse verifiziert (hier nicht

gezeigt).

Um einen Hdr-dhnlichen Komplex aus Hyphomicrobium X fir weiterfiihrende Untersuchungen
aufzureinigen, wurden verschiedene Strategien entwickelt. Eine einfache Aufreinigung durch eine
Affinitatschromatographie wurde als 0Okonomischste Strategie befunden. Deshalb sollte durch
homologe Rekombination Affinitats-Tags an zentrale Proteine des mdglichen Komplexes fusioniert
werden. Eine Untersuchung des hdr-dhnlichen Genlokus in Hyphomicrobium X flhrte zu dem
Ergebnis, dass der N-Terminus von HdrA (Hden_0691) und der C-Terminus HdrB1 (Hden_0690) am
besten fur die Strategie geeignet sind. Zwischen den kodierenden Genen liegt eine gréRere, nicht
kodierende Region im Genom vor und entsprechend ist es unwahrscheinlich, dass eine Fusion von

Affinitats-Tags die Transkription bzw. die Translation benachbarter Gene und deren Genprodukte
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beeinflusst (Abb. 13). Bei den Ubrigen Genen im hdr-&hnlichen Genlokus ist dies nicht der Fall,
potentielle Tag-Fusionen wirden den Abstand von Ribosomenbindestellen zum dazugehorigen Start-
Codon verandern. Das gewiinschte DNS-Fragment wurde in silico designt und bei der Firma Eurofins
(Nantes, Frankreich) bestellt. Es bestand aus einem 2122 Bp-Fragment und umfasste jeweils eine 1 kB
Stromaufwarts- und Stromabwarts-Sequenz vom 3°‘-Ende von hdrBl und dem 5°-Ende von hdrA.
Zusétzlich wurde hinter das letzte flr ein Glutamat kodierende Triplett von hdrB1 die Sequenz eines
Strep-tags sowie hinter das Stop-Codon eine Ncol-Schnittstelle eingefligt (Abb. 13). Zudem wurde die
Sequenz von hdrA um ein His-tag direkt nach dem Start-Codon erweitert. Das gesamte 2122 Bp-
Fragment beinhaltete zusétzlich eine Xbal-Schnittstelle am 5°-Ende und eine Hindlll-Schnittstelle am
3‘-Ende.
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Abb. 13: hdr-Genlokus in wildtypischem Hyphomicrobium X (A) und Knock-in-Mutanten (B) sowie Verifizierung des
Genotyps mittels PCR und Restriktionsverdau (C). Unter Verwendung der Primer Fwd_Knockin_screen und
Rev_Knockin_screen wurde im Fall eines erfolgreichen Knock-ins ein PCR-Produkt von 2112 Bp Lé&nge erwartet, das bei
einem Verdau mit Ncol ein 1028 Bp- und ein 1084 Bp-Fragment liefern sollte. Fiir den wildtypischen Genlokus wurde ein
Produkt von 2070 Bp bei der PCR erwartet. Durch die fehlende Ncol-Schnittstelle wiirde dieses Fragment auch nach einem
Restriktionsverdau bestehen bleiben. Als Positivkontrolle diente das aufgereinigte Plasmid pk18mobsacBKnockinTc als
Template, als Negativkontrolle gDNS von H. denitrificans Sm200.

Um einen markerlosen in frame Knock-in bewerkstelligen zu kdnnen, wurde eine &quivalente
Methode zur Generierung von markerlosen in frame Deletionen verwendet. Das Plasmid
pk18mobsacBKnockinTc (Tab. 5) wurde in H. denitrificans Sm200 elektroporiert. Single-Crossover-
Mutanten wurden via PCR identifiziert (hier nicht gezeigt) und zur Generierung einer Doppel-
Crossover-Mutante verwendet. Eine Verifizierung der Mutanten erfolgte erneut durch eine PCR (Abb.
13). Die gewonnenen PCR-Produkte wurden aufgereinigt und einem Restriktionsverdau mit Ncol
unterzogen. Im Fall von wildtypischen Zellen kann das Fragment (2070 Bp) nicht verdaut werden, da
keine Ncol-Schnittstelle vorliegt, wéhrend Knock-in-Mutanten die inserierte Schnittstelle aufweisen
und das PCR-Produkt (2112 Bp) in zwei Fragmente (1028 Bp und 1084 Bp) zerlegt wird. Mittels PCR
und angeschlossenen Restriktionsverdaus konnte erfolgreich der Stamm H. denitrificans knock-in

identifiziert werden.
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4.1.4 Screening nach metabolisierbaren schwefelhaltigen Substraten fur
Hyphomicrobium X'
In der Literatur ist beschrieben, dass Hyphomicrobium X weder Thiosulfat noch methylierte

Schwefelverbindungen wie DMS oder DMSO metabolisieren kann (Suylen et al., 1986). Deshalb
sollten alternative schwefelhaltige Substrate flir Hyphomicrobium X gefunden werden. Als fakultativer
Methylotropher verstoffwechselt Hyphomicrobium X vorzugsweise C-1- oder C-2-Verbindungen
(Urakami et al., 1995). Deshalb wurden derartige Substrate gesucht, die zusatzlich noch ein
Schwefelatom enthalten. Als Auswahlkriterien dienten die Verfugbarkeit, die Toxizitét, bereits in der
Literatur vorhandene Beispiele fiir eine mikrobielle Degradation der Substanz, die Mdglichkeit, die
Substanz zu quantifizieren, sowie allgemeine physikalische Eigenschaften, die ein Arbeiten mit dem
Substrat behindern kénnten. Es konnten acht geeignete Substrate (2-Mercaptoethanol, Ethylthioacetat,
Kaliumthioacetat, Methyl-(methylthio)acetat, S-Methylthioacetat, Thioacetamid, Thioglycolsaure,
Trimethylsulfonium) gefunden werden (Tab. 12). Als qualitativer Test, ob Hyphomicrobium X die
genannten Substrate zum Wachstum nutzen kann, wurden mit 10 mM Methylamin vorgezogene
Kulturen in Gegenwart von 10 mM der jeweiligen Substrate inkubiert und das Wachstum verfolgt. Als
Kontrolle diente eine Kultur mit Methylamin als Substrat. Mit sechs der getesteten Substrate konnte
kein Wachstum verzeichnet werden (nicht gezeigt), wahrend mit Kaliumthioacetat und S-
Methylthioacetat eine Zunahme der OD600,,, festgestellt wurde (Abb. 14).

—— Methylamin == Kaliumthioacetat == S-Methylthioacetat

0,65 -

0,3 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Zeit [h]

Abb. 14: Screening nach metabolisierbaren schwefelhaltigen Substraten fiir Hyphomicrobium X'. Die Kulturen wurden
wie unter 3.1.6 beschrieben kultiviert.

Wiéhrend die Kontrollkultur mit Methylamin als Substrat innerhalb von weniger als 30 Stunden die

Start-OD600,, anndhernd verdoppelte, zeigten die Kulturen mit Kaliumthioacetat bzw. S-
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Methylthioacetat als Substrat ein deutlich langsameres Wachstum und erreichten innerhalb der
untersuchten 140 Stunden nicht die End-OD600,, der Kontrolle. Die beobachtete Zunahme der
OD600,, zeigte, dass Hyphomicrobium X mit Kaliumthioacetat und S-Methylthioacetat als alleinige

Kohlenstoffquelle wachsen konnte.

4.1.5 Untersuchungen zum Thiosulfat-Stoffwechsel in Hyphomicrobium X'
Hyphomicrobium X ist gemé&R der Literatur im Gegensatz zu Hyphomicrobium EG in kontinuierlicher

Kultur nicht zur Oxidation von Thiosulfat fahig (Suylen et al., 1986). Hyphomicrobium EG bildete bei
einer gleichzeitigen Fermentation mit Methylamin und 8,55 mM Thiosulfat als Substrate eine héhere
Zellmasse und mehr Gesamtprotein. Hyphomicrobium X hingegen verstoffwechselte ausschlieflich
das Methylamin, wahrend die reduzierte Schwefelverbindung nicht metabolisiert wurde. Die
Ergebnisse der bioinformatischen Untersuchung von Hyphomicrobium X lieferten Grund zur
Annahme, dass der Organismus verschiedene Enzyme zur Oxidation von Thiosulfat besitzt (Tab. 15).
Deshalb sollte der Thiosulfatstoffwechsel von Hyphomicrobium X untersucht werden. Zunéchst wurde
Uberprift, ob Thiosulfat im Medium einen Einfluss auf das Wachstumsverhalten des Organismus hat
(Abb. 15).
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Abb. 15: 855 mM Thiosulfat fuhrten zu keiner hoéheren optischen Dichte beim Wachstum auf Methylamin.
Hyphomicrobium X wurde in ungepuffertem Hyphomicrobium Medium mit 10 mM Methylamin als Substrat (Kontrolle) und
zusétzlich mit 10 mM Methylamin und 8,55 mM Thiosulfat (+Thiosulfat) kultiviert. Die Fehlerbalken représentieren die
Standardabweichung von zwei biologischen Replikaten.

Bei einem Vergleich von Kulturen, die nur mit Methylamin als Substrat angezogen wurden, und
Kulturen, die zusétzlich noch Thiosulfat im Medium enthielten, konnte kein veréndertes
Wachstumsverhalten festgestellt werden (Abb. 15). Ein mdglicher Substratverbrauch (Thiosulfat) und
die damit einhergehende Produktbildung (Tetrathionat, Sulfat) wurden nicht Uberprift. Das reguldre

Hyphomicrobium Medium enthélt 8,3 mM Sulfat (Tab. 10). Entsprechend waére die Quantifizierung
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der Veranderung der Sulfat-Konzentration wahrend einer Fermentation schwierig. Deshalb wurde ein
Medium mit einem reduzierten Sulfatgehalt von 0,8 mM (0-Medium, Tab. 10) entwickelt. Mit diesem
Medium wurde ein Wachstumsversuch mit 50 mM Methylamin und 3 mM Thiosulfat als Substrate
durchgefuhrt (Abb. 16).
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Abb. 16: Hyphomicrobium X setzte Thiosulfat stdchiometrisch zu Tetrathionat um. Dokumentation von
Substratverbrauch und Produktbildung (A) und der Zunahme der OD600,, (B). Die Kulturen wurden in ungepuffertem 0-
Medium mit 50 mM Methylamin und 3 mM Thiosulfat kultiviert. Der pH-Wert wurde nach 72 h mit 1 M NaOH auf 7,2
nachtitriert. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung von zwei biologischen Replikaten.

Hyphomicrobium X oxidierte unter den gewdhlten Versuchsbedingungen Thiosulfat anndhernd

stochiometrisch zu Tetrathionat. Eine Verdnderung der Sulfat-Konzentration des Mediums konnte

nicht festgestellt werden. Die Oxidation von Thiosulfat setzte erst mit Beginn der exponentiellen
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Wachstumsphase ein. Die Ansduerung des Mediums durch die Oxidation von Methylamin zu CO, in
Kombination mit keiner ausreichenden Pufferkapazitat des Mediums bewirkte ein Absinken des pH-
Wertes der Kulturen auf pH 4 (72 h) und erforderte eine Nachtitration auf pH 7. Dies hatte eine
Abnahme der Thiosulfat-Oxidationsrate von 73 pmol*L™*h™* auf 7 umol*L**h™ zur Folge, ebenso
wie fiir die Tetrathionatbildungsrate (41 umol*L™*nh™ auf 4 umol*L™*h™).

Das einzige bekannte Enzym, das Thiosulfat zu Tetrathionat oxidiert und im Genom von
Hyphomicrobium X kodiert wird, ist die Thiosulfatdehydrogenase TsdA (Hden 2748). Fir dieses
leicht acidophile periplasmatische Enzym sind aus anderen Organismen hohe spezifische Aktivitaten
bekannt (Denkmann et al., 2012). Um die Involvierung anderer Enzyme in den Thiosulfat-
Metabolismus vom Hyphomicrobium X untersuchen zu konnen, sollten durch Verdnderungen der
Wachstumsparameter (pH 6-8, konstanter pH, 4-10 mM Thiosulfat, Methanol oder Methylamin als
Kohlenstoffquelle, 1g/L oder 2 g/L Ammoniumchlorid im Medium) Bedingungen gefunden werden,
bei denen die Tetrathionatbildung minimiert wird. Dafir wurden Wachstumsversuche mit jeweils
einzelnen geédnderten Parametern durchgefiihrt (hier nicht gezeigt). Der einzige getestete Puffer ohne
negativen Einfluss auf das Wachstum vom Hyphomicrobium X war 100 mM MOPS-Puffer. Die
hochsten Thiosulfat-Oxidationsraten konnten bei einem leicht sauren konstanten pH (pH 6, 100 mM
MOPS) mit Methylamin als Kohlenstoffquelle verzeichnet werden (280 umol*L™*h™). Mit Methanol
als Kohlenstoffquelle wurden Sulfat und Tetrathionat als Oxidationsendprodukte gefunden. Mit
Methylamin als Substrat fand eine exklusive Umsetzung von Thiosulfat zu Tetrathionat statt. Eine
ahnliche Beobachtung konnte fiir variierende Stickstoffmengen im Medium gemacht werden. Bei
2 g/L Ammoniumchlorid im Medium wurde unabhangig von der Kohlenstoffquelle Thiosulfat
ausschlieBlich zu Tetrathionat oxidiert, wohingegen bei 1 g/L bis zu 30 % des Schwefels aus dem
Thiosulfat als Sulfat detektiert werden konnten. Je héher die getestete Thiosulfat-Konzentration war,
desto hoher war der prozentuale Anteil von Tetrathionat als Oxidationsendprodukt im Vergleich zu
Sulfat. Einen exemplarischen Wachstumsversuch unter den Bedingungen, bei denen das meiste Sulfat
gebildet wurde (konstanter pH 7,2, Methanol als Kohlenstoffquelle, 1 g/LL Ammoniumchlorid), zeigt
Abb. 17. Da das verwendete Kulturmedium bereits zu Versuchsbeginn 0,8 mM Sulfat enthielt, wurde
die Verdnderung der Sulfat-Konzentration als ASulfat-Wert angegeben. Die Betrachtung der
Schwefelbilanz zeigte, dass nicht der gesamte in Form von Thiosulfat eingesetzte Schwefel (4,5 mM
Thiosulfat = 9 mM Schwefel) am Ende der Fermentation in Form von Tetrathionat (1,3 mM
Tetrathionat = 5,2 mM Schwefel) und Sulfat (2,3 mM) wiedergefunden wurde. Deshalb wurde der im
Kulturliberstand enthaltene Gesamtschwefel rechnerisch zu jedem Messzeitpunkt bestimmt und der
hieraus resultierende fehlende Schwefel kalkuliert. Es zeigte sich, dass die Zunahme des fehlenden
Schwefels durch eine parallele Kurve zur Tetrathionat- und Sulfatbildung beschrieben wurde (hier
nicht gezeigt). Dies deutete auf die Bildung einer nicht gemessenen Schwefelverbindung hin. Im
Vergleich zum in Abb. 16 beschriebenen Wachstumsversuch unter ungepufferten Bedingungen fiel

auf, dass eine héhere Thiosulfat-Oxidationsrate (83 umol*L™**h™ statt 73 pmol*L™**h™) sowie eine
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niedrigere Tetrathionatbildungsrate (18 pmol*L™*h™ statt 41 umol*L™*h™) verzeichnet werden

konnten. Die Sulfatbildungsrate betrug 30 umol*L™*h™.
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Abb. 17: Veranderungen der Fermentationsbedingungen fuhrten zu einer Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat
und Sulfat. Dokumentation der Zunahme der OD600,, (A) und von Substratverbrauch und Produktbildung (B). Die
Kulturen wurden in mit 100 mM MOPS gepuffertem optimierten 0-Medium mit 24,41 mM Methanol und 5 mM Thiosulfat
kultiviert. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung von zwei biologischen Replikaten.

Da festgestellt wurde, dass die Thiosulfat-Oxidation zu Sulfat erst mit dem Erreichen der stationaren
Phase einsetzte und zudem niedrigere Thiosulfat-Konzentrationen die Sulfatbildung beginstigten,
sollten diese Parameter weiter optimiert werden. Hierzu wurden Kulturen mit 2,5 mM Thiosulfat und

24,41 mM Methanol als Substrat bei konstantem pH und 1 g/L Ammoniumchlorid im Medium
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inkubiert. Im Gegensatz zu vorangegangenen Versuchen wurden die Vorkulturen ebenfalls mit
2,5 mM Thiosulfat versetzt (Abb. 18).
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Abb. 18: Die Optimierung der Fermentationsbedingungen fuhrte zu einer exklusiven Oxidation von Thiosulfat zu
Sulfat. Dokumentation der Zunahme der OD600,,, (A) und von Substratverbrauch und Produktbildung (B). Die Kulturen
wurden in mit 100 mM MOPS gepuffertem optimierten 0-Medium mit 24,41 mM Methanol und 2,5 mM Thiosulfat
kultiviert. Die Vorkulturen enthielten ebenfalls 2,5 mM Thiosulfat. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung
von zwei biologischen Replikaten.

Die Kulturen zeigten ein verlangsamtes Wachstum (Abb. 18, A). Es konnten zwei verschiedene
Wachstumsphasen beobachtet werden. Solange noch Thiosulfat im Kulturiiberstand detektiert werden
konnte (62 h, Abb. 18, B), betrug die Verdopplungszeit 2,3 Tage (d) und fiel dann bis zum Erreichen

der End-OD auf 0,58 d. Im Gegensatz zu vorangegangenen Versuchen konnte eine kontinuierliche
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Thiosulfat-Oxidation beobachtet werden. Sdmtliches Thiosulfat im Kulturiiberstand wurde bereits vor
dem Erreichen der End-OD verbraucht. Zu jedem Messpunkt wurde die Tetrathionat-Konzentration im
Kulturliberstand Gberpruft (hier nicht gezeigt). Es konnte kein Tetrathionat nachgewiesen werden.
Stattdessen fand eine stochiometrische Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat statt. Die maximale
Thiosulfat-Oxidationsrate betrug hierbei 123 pumol*L™**h™, wéhrend die maximale Sulfatbildungsrate
bei 442 pmol*L**h* lag.

Nachfolgend sollte Gberprift werden, ob die exklusive Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat durch das
bereits in der Vorkultur eingesetzte Thiosulfat oder durch die niedrige Thiosulfat-Konzentration
bedingt war. Hierzu wurden Kulturen mit 2,5 mM Thiosulfat in der Vor- und Hauptkultur mit
Kulturen verglichen, die nur 2,5 mM Thiosulfat in der Hauptkultur enthielten (hier nicht gezeigt). Es
konnten keine Unterschiede hinsichtlich der Metabolisierung des Thiosulfats festgestellt werden.
Unter beiden Bedingungen wurde Thiosulfat stochiometrisch zu Sulfat oxidiert. Zudem konnte unter
beiden Bedingungen eine Unterteilung des Wachstums in zwei Phasen festgestellt werden: eine
langsamere Phase bis zum Zeitpunkt des kompletten Verbrauchs des Thiosulfats und eine schnelle
Wachstumsphase, die sich hieran bis zum Erreichen der End-OD anschloss. Zusammengefasst zeigten
diese Ergebnisse, dass das Oxidationsproduktmuster wahrend der Oxidation von Thiosulfat durch
Hyphomicrobium X neben dem pH-Wert, der Kohlenstoffquelle und dem im Medium enthaltenen

Stickstoff vor allem durch die Thiosulfat-Konzentration beeinflusst wird.

Fur die Thiosulfatdehydrogenase TsdA ist bekannt, dass das Enzym eine bifunktionale Ausrichtung
besitzt und sowohl als Thiosulfatdehydrogenase als auch als Tetrathionatreduktase fungieren kann
(Kurth et al., 2016). Um zu Gberprifen, ob das TsdA-Homolog in Hyphomicrobium X (Hden_2748)
eine in vivo relevante Tetrathionatreduktase-Aktivitdt besitzt, wurden Wachstumsversuche mit
verschiedenen Kohlenstoffquellen (Methanol oder Methylamin) und verschiedenen Tetrathionat-
Konzentrationen (0,5, 1, 2,5 mM) als Substrat durchgefiihrt. Um zu testen, ob ein mdglicher
Tetrathionat-Abbau durch enzymatische Aktivitat oder durch abiotische Degradation vermittelt wurde,
diente unbeimpftes Medium als Kontrolle (Abb. 19). Die Kulturen zeigten keine
Wachstumsinhibierung durch das im Medium enthaltene Tetrathionat. Die Konzentration von im
Kulturiiberstand enthaltenen Tetrathionat und Thiosulfat unterlag wahrend des Versuchszeitraums
Schwankungen. Diese traten gleichermallen in Kontrolle und Kulturen auf. Die zu jedem
Messzeitpunkt ermittelte Sulfat-Konzentration des Kulturiiberstands (hier nicht gezeigt) wies ebenfalls
keine Veranderung auf. Damit konnten keine Hinweise auf eine biotische Degradation von
Tetrathionat gefunden werden. Experimente mit héheren Tetrathionat-Konzentrationen bestatigten

diese Beobachtung (hier nicht gezeigt).
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Abb. 19: Tetrathionat kann nicht durch Hyphomicrobium X umgesetzt werden. Dokumentation der Zunahme der
OD600,y, (A) und von Substratverbrauch und Produktbildung (B). Die Kulturen wurden in mit 100 mM MOPS gepuffertem
optimierten 0-Medium mit 24,41 mM Methanol und 0,5 mM Tetrathionat kultiviert. Als Kontrolle wurde unbeimpftes
Medium gleicher Zusammensetzung mit 0,5 mM Tetrathionat untersucht. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung von zwei biologischen Replikaten, die Kontrolle erfolgte in einem einfachen Ansatz.

4.1.6 Untersuchungen zum Dimethylsulfid-Stoffwechsel in Hyphomicrobium X'
In der Literatur ist beschrieben, dass Hyphomicrobium X nicht mit Dimethylsulfid (DMS) als Substrat
wachsen kann (Suylen et al., 1986). Diese Angabe deckte sich zundchst mit den Ergebnissen der
bioinformatischen Untersuchung des Genoms von Hyphomicrobium X (Tab. 15). Der Organismus
verfugt zwar Uber zahlreiche Enzyme, die im Rahmen der Oxidation des im DMS enthaltenen
Schwefels eine Rolle spielen kdnnten (Hdr-ahnliches System, Sox-System, SQR, PDO), und ein

Homolog einer Methanthioloxidase (Hden_0743), Gene fur eine DMS-Monooxygenase vom DmoAB-
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Typ (Boden et al., 2011) weist er aber nicht auf. Da bereits fur den Thiosulfatstoffwechsel die
Literaturangaben widerlegt werden konnten, sollte die Fahigkeit von Hyphomicrobium X zum
Wachstum mit DMS als Substrat ebenfalls Gberpriift werden. Es wurden qualitative
Wachstumsversuche durchgefihrt, bei denen Uberprift werden sollte, ob der Organismus mit DMS als
einzige Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen kann. Kulturen von Hyphomicrobium X wurden in
100-mL-Serumflaschen mit 50 mL Hyphomicrobium Medium 0-Medium kultiviert. Als exklusives
Substrat wurde den Kulturen entweder DMS in verschiedenen Konzentrationen oder 10 mM
Methylamin als Kontrolle hinzugefiuigt (Abb. 20).
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Abb. 20: Hyphomicrobium X wéachst mit DMS als exklusivem Substrat. Die Kulturen wurden in 50 mL Hyphomicrobium
Medium 0-Medium in 100-mL-Serumflaschen mit verschiedenen DMS-Konzentrationen oder mit 10 mM Methylamin als
Substrat kultiviert. Die Pfeile zeigen die Zeitpunkte an, an denen die Kultur mit urspriinglich 1 mM DMS als Substrat mit 1
mM DMS nachgefiittert wurde.

Wahrend die Kontrolle nach 51 h ausgewachsen war, wurde bei der Kultur mit 1 mM DMS erst nach
315 h eine OD-Zunahme verzeichnet. Dies war verbunden mit einer Ansduerung des Mediums (pH 6).
Bei samtlichen htheren DMS-Konzentrationen konnte kein Wachstum dokumentiert werden, weshalb
bis zum Ende des Versuchs lediglich die Kultur mit 1 mM DMS als Substrat und die mit 2 mM DMS
untersucht wurden. Um einem mdoglichen Substratmangel und einem damit verbundenen Ende des
Wachstums vorzubeugen, wurde die Kultur mit 1 mM DMS zu den Zeitpunkten 339 h und 412 h
erneut mit 1 mM DMS versetzt (Abb. 20, Pfeile) und der pH-Wert auf pH 7 titriert. Der ersten
Substratzugabe folgte ein weiteres Wachstum, wohingegen die zweite Substratzugabe zu einer
Inhibierung des Wachstums fiihrte. Das Experiment zeigte, dass DMS-Konzentrationen > 1 mM
toxisch flr Hyphomicrobium X waren, der Organismus aber grundsatzlich zu einem Wachstum mit
DMS als Substrat fahig war.
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Zur Erforschung der Rolle einzelner Enzyme im Rahmen des Schwefelstoffwechsels von
Hyphomicrobium X sollten Knock-out-Mutanten generiert und deren mdogliche Phanotypen
charakterisiert werden. Um sicherzustellen, dass mdgliche Wachstumsphénotypen tatsachlich auf dem
Knock-out einzelner Gene beruhen und nicht auf generellen Schwierigkeiten des Organismus, auf
einem Substrat zu wachsen, sollte das Protokoll fiir Wachstumsversuche auf DMS optimiert werden.
In Anlehnung an die Ergebnisse zum Thiosulfatstoffwechsel in Hyphomicrobium X (4.1.5) wurden
hier der pH-Wert des Mediums und der Stickstoffgehalt verandert. Ein konstant mit 100 mM MOPS
auf einen Wert von 7,2 gepufferter pH und 1 g/L Ammoniumchlorid stellten die besten
Wachstumsbedingungen bei DMS-Konzentrationen von 0,5 mM oder 0,75 mM dar (hier nicht
gezeigt). DMS-Konzentrationen zwischen 0,75 mM und 1,5 mM erlaubten ein Wachstum, das mit
einer deutlich langeren lag-Phase von bis zu 200 Stunden verbunden war. Kulturen, die zuvor bereits
mit DMS als Substrat angezogen wurden und dann erneut in frischem Medium mit DMS Kultiviert
wurden, wuchsen schneller und zeigten eine kiirzere lag-Phase (zwischen 50 h und 100 h). Ein
exemplarisches Experiment flr die unter optimalen Bedingungen stattfindende Kultivierung von
Hyphomicrobium X-Zellen, die zuvor noch nie mit DMS als Substrat gewachsen waren, zeigt die Abb.
21.
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Abb. 21: Hyphomicrobium X wé&chst mit DMS als alleiniges Substrat. Die Kulturen wurden in 25 mL optimiertem 0-
Medium gepuffert mit 200 mM MOPS in 100-mL-Serumflaschen mit 0,75 mM DMS als Substrat kultiviert. Nach 15 Tagen
erfolgte eine erneute Zugabe von 0,75 mM DMS. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung von funf
biologischen Replikaten.

Die getesteten Kulturen zeigten spatestens nach sieben Tagen ein Ansteigen der OD. Nachdem die
OD-Zunahme der Kulturen nach 15 Tagen stoppte, wurden die Kulturen erneut mit 0,75 mM DMS
versetzt. Dies fuhrte zu einer erneuten, schnelleren Wachstumsphase. Wéhrend der ersten, langsamen

Wachstumsphase betrug die Verdopplungszeit 346 Tage, wahrend der zweiten Wachstumsphase 71
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Tage. Im direkten Vergleich zu den schnellsten beobachteten Verdopplungszeiten mit Methylamin
bzw. Methanol als Substrat (0,3 Tage bzw. 0,5 Tage) deutete dies darauf hin, dass Hyphomicrobium X
zwar zur DMS-Oxidation fahig jedoch nicht darauf spezialisiert ist.

Weiterfuhrend sollten die DMS-Oxidation und die Bildung mdglicher Oxidationsprodukte
guantifiziert werden. Die DMS-Konzentrationen in der Gasphase der Kulturen wurden durch
Gaschromatographie ermittelt, Degradationsprodukte wurden ebenfalls via Gaschromatographie
gesucht. Zusatzlich wurden Kulturiiberstande mittels HPLC-Analysen sowie kolorimetrischen und
turbidimetrischen Tests untersucht. Als exklusives Degradationsprodukt konnte Sulfat in
stdchiometrischen Mengen gefunden werden (Abb. 22).
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Abb. 22: Hyphomicrobium X oxidiert DMS kontinuierlich zu Sulfat. Die Kultivierung erfolgte, wie unter 3.1.7 fir
quantitative Wachstumsversuche beschrieben. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung von zwei
biologischen Replikaten.

Die untersuchten Kulturen zeigten nach drei Tagen eine Zunahme der OD600,y, was mit einer
Abnahme der DMS-Konzentration in der Gasphase der Kulturen einherging. Die Sulfatbildung setzte
erst nach vier Tagen ein. Die eingesetzten 0,6 mM DMS wurden innerhalb von 7 Tagen komplett
verbraucht. Ein erneutes Zusetzen von DMS bewirkte weiteres Wachstum der Kulturen und eine
stochiometrische Oxidation von DMS zu Sulfat. Der hdchste gemessene DMS-Verbrauch betrug
hierbei 87,7 umol*L™**d™(+/- 3,4 pmol*L™*d), wéhrend die Sulfatbildungsrate bei 75,8 umol*L**d"
L (+/- 3,3 pmol*L™*d™) lag.
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4.1.7 HdrA als Markerprotein fiir die Expression Hdr-&hnlicher Proteine in
Hyphomicrobium X'
Um die Expression von Proteinen in einem Organismus zu analysieren oder einzelne Proteine und

Proteinkomplexe aus einem Organismus mit klassischen chromatographischen Methoden reinigen zu
konnen, ist ein spezifisches Antiserum gegen das Protein von Interesse hilfreich. Fir die Hdr-
dhnlichen Proteine in Hyphomicrobium X wurde — basierend auf der Struktur des Genlokus —
angenommen, dass der Komplex aus bis zu sechs verschiedenen Untereinheiten (HdrC1, HdrB1,
HdrA, Hp, HdrC2, HdrB2) bestehen kann. HdrA weist als einziges der Hdr-dhnlichen Proteine eine
FAD-Bindedoméne auf. Da eine solche fiir eine Flavin-basierte Elektronen-Bifurkation essentiell ist
(Buckel & Thauer, 2018), wurde angenommen, dass HdrA ein essentieller Bestandteil Hdr-ahnlicher
Komplexe ist. Zudem ist bereits beschrieben, dass sich HdrA aus Aquifex aeolicus gut fur die
immunologische Detektion des Hdr-ahnlichen Komplexes aus diesem Organismus eignet

(Boughanemi et al., 2016). Deshalb wurde diese Strategie Ubernommen.

Rekombinantes HdrA aus Hyphomicrobium X wurde unter Verwendung des Plasmids pET-
22bHden0691 (+) in E. coli BL21(DE3) heterolog produziert und aufgereinigt. Das hochreine Protein
wurde lyophilisiert und durch einen externen Dienstleister (Eurogentec, Luttich/Belgien) zur
Produktion eines Antiserums in Kaninchen verwendet. Um die Spezifitat des erworbenen Antiserums
zu testen, wurden Rohextrakte nach Zellaufschluss einer E. coli BL21(DE3)-Uberexpressionskultur
mit dem Plasmid pET-22bHden0691 sowie als Kontrolle die einer Leervektorexpression (pET-22b(+))
einer Western-Blot-Analyse unterzogen (Abb. 23).
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Abb. 23: Das a-HdrA-Antiserum detektierte spezifisch rekombinantes HdrA in E. coli-Rohextrakten. Gezeigt sind das
Ergebnis der chromogenen Detektion der Western-Blot-Analyse (A) und die dazugehorige coomassiegefarbte SDS-PAGE
(B). Aufgetragen wurden 2 pg Rohextrakt nach Zellaufschluss einer E. coli BL21(DE3)-Uberexpressionskultur mit dem
Plasmid pET-22bHden0691 (+) sowie als Kontrolle (-) 4 pg einer Leervektorexpression (pET-22b(+)).

Die Leervektorexpression zeigte keine Bande, die mit der ProteingréRRe von rekombinantem HdrA (38
kDa) korrespondiert, im Gegensatz zum Rohextrakt der Uberexpressionskultur. Zusitzlich konnten

Kreuzreaktionen des Antiserums mit jeweils groReren oder kleineren Proteinen beobachtet werden.
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Da die Spezifitdt des a-HdrA-Antiserums gegen rekombinantes HdrA belegt werden konnte, sollte

nachfolgend versucht werden, HdrA in Rohextrakten von Hyphomicrobium X-Zellen zu detektieren

(Abb. 24).
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Abb. 24: Das a-HdrA-Antiserum detektierte HdrA spezifisch in Kulturen mit schwefelhaltigen Substraten. Gezeigt ist
das Ergebnis der coomassiegefarbten SDS-PAGE (A) und der chemolumineszenz-basierenden Immunodetektion (B).
Aufgetragen wurden jeweils Rohextrakte nach Zellaufschluss von Hyphomicrobium X' bzw. H. denitrificans hdr*-Kulturen,
die mit unterschiedlichen Substraten angezogen wurden. Als Substrate dienten bei Hyphomicrobium XT 50 mM Methylamin
und 5 mM Schwefel (S, 13 pg), 50 mM Methylamin und 5 mM Thiosulfat (5,057, 14 ug), 50 mM Methylamin (MA, 17 pg),
4,5 mM DMS (DMS, 22 g, gefiittert in 0,5 mM Schritten) sowie bei H. denitrificans hdr* 50 mM Methylamin (hdr*, 17

HO).

In Rohextrakten einer Hyphomicrobium X-Kultur, die mit Methylamin als Substrat kultiviert wurde
(MA), konnte eine schwache Bande in der Immunodetektion bei 38 kDa detektiert werden. Kulturen,
die in Gegenwart von schwefelhaltigen Substraten gewachsen waren, zeigten eine deutliche Bande bei
38 kDa. Ahnlich verhielt es sich mit Rohextrakten von H. denitrificans hdr*. Dieser Stamm exprimiert
das komplette erweiterte hdr-&hnliche Gencluster (Hden _0688-Hden_0696) auf dem Plasmid
pBBR1p264HdenHdrTc unter Kontrolle eines konstitutiven Promotors. Rohextrakte von diesem
Stamm (mit Methylamin als Substrat kultiviert) zeigten eine deutliche HdrA-Bande im Western Blot.
Dies deutete darauf hin, dass die Hdr-&hnlichen Proteine in Hyphomicrobium X spezifisch beim

Wachstum auf schwefelhaltigen Substraten exprimiert werden.

4.1.8 LbpA als Markerprotein fiir die Expression Hdr-ahnlicher Proteine in
Hyphomicrobium X'
In der Literatur wird basierend auf der genetischen Vergesellschaftung der kodierenden Gene (ber

eine funktionelle Verknlipfung von Lipoatbindeproteinen (LbpAs) und Hdr-&hnlichen Proteinen im
Rahmen des oxidativen dissimilatorischen Schwefelstoffwechsels spekuliert (Ehrenfeld et al., 2013;
Liu et al., 2014; Dahl, 2015). LbpAs konnten als Redox-Carrier oder Schwefeltransportprotein
fungieren. Ferner konnte eine genetische Verkniipfung von Proteinen, die in die Biosynthese von
LbpAs involviert sein kénnten, mit den hdr-&hnlichen Genloki gefunden werden (Liu et al., 2014;
Dahl, 2015). Um zu (berprifen, ob neben der genetischen Vergesellschaftung auch eine funktionelle

Verknipfung zwischen LpbAs und Hdr-dhnlichen Proteinen besteht, sollten Verfahren zur
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spezifischen Detektion von LpbA aus Hyphomicrobium denitrificans X" (Hden 0696) entwickelt

werden.

Zunachst wurde unter Verwendung eines E. coli-Modells Uberpruft, ob Hden 0696 in einem Operon
mit den hdr-dhnlichen Genen (Hden_0689-Hden_0694) liegt (Abb. 25). Hierflr wurde das Plasmid
pBBR1p264HdenHdrTc, das die Gene Hden 0688 bis Hden 0696 unter Kontrolle eines starken
konstitutiven Promotors aus Gluconobacter oxydans exprimiert (Kallnik et al., 2010), verwendet. Zur
spezifischen Detektion von LbpA wurde bei der Erstellung des Plasmids Hden 0696 mit einem C-

terminalen Strep-tag fusioniert.
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Abb. 25: Das Lipoatbindeprotein LbpA (Hden_0696) bildet ein Operon mit den hdr-ahnlichen Proteinen in
Hyphomicrobium X. Gezeigt sind die silbergefairbte SDS-PAGE (A) und die chemolumineszenz-basierende
Immunodetektion mit dem a-HdrA-Antiserum (o-HdrA) bzw. dem StrepMAB-Classic-Antikdrper (a-Strep) (B). Aufgetragen
wurde durch die Expression von pBBR1p264HdenHdrTc in E. coli BL21 (DE3) AiscR produziertes und aus dem
Ultrazentrifugationsiliberstand nach Zellaufschluss via Strep-Tactin-Affinitatschromatographie aufgereinigtes Hden_0696
(LbpA) sowie der Durchfluss der Affinitatschromatographie (-) und verdiinnter Rohextrakt einer E. coli BL21(DE3)-
Uberexpressionskultur mit dem Plasmid pET-22bHden0691 als Kontrolle (HdrA).

Rekombinantes Hden_0696 mit einem C-terminalen Strep-tag besitzt eine theoretische Grofke von
17 kDa. In der Silberfarbung der Elutionsfraktionen der Affinitdtschromatographie konnte nur eine
Bande bei rund 15 kDa nachgewiesen werden (Abb. 25, A). Im Durchfluss der
Affinitdtschromatographie sowie in der HdrA-Positivkontrolle wurde diese Bande nicht beobachtet.
Die immunologische Detektion mit einem speziell gegen das Strep-tag gerichteten Antikdrper (Abb.
25, B, a-Strep) fuhrte zur Detektion einer Bande auf gleicher Héhe, wéhrend die Kontrollen kein
Signal flr ein Protein mit einer ahnlichen Grole zeigten. Dies fiihrte zu der Annahme, dass es sich bei
der Bande um rekombinantes Hden 0696 handelte, bei dem das Laufverhalten nicht mit der
theoretischen GroRe korrespondierte. Die Strep-tag-Detektion fuhrte zudem in der HdrA-
Positivkontrolle zu dem erwarteten Signal bei etwa 38 kDa. Der Durchfluss der
Affinitatschromatographie und die Elutionsfraktionen der Affinitdtschromatographie wiesen kein
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solches Signal auf. Die Immunodetektion mit dem a-HdrA-Antiserum (Abb. 25, B, a-HdrA) zeigte
sowohl in der HdrA-Positivkontrolle als auch im Durchfluss der Affinitatschromatographie ein Signal
bei 38 kDa. Dies deutete darauf hin, dass der Durchfluss rekombinantes HdrA enthielt. Da das a-
HdrA-Antiserum gegen rekombinantes HdrA inklusive Strep-tag gerichtet ist, besitzt das Serum eine
Kreuzreaktivitdt gegen Proteine mit Strep-tag. Entsprechend wurde auch Hden_0696 in
Elutionsfraktionen der Affinitdtschromatographie detektiert. Die Ergebnisse der immunologischen
Analysen zeigten, dass im Fall von Hyphomicrobium X das fur IbpA kodierende Gen in einem Operon
mit den hdr-ahnlichen Proteinen liegt und diese zusammen in E. coli exprimiert werden kénnen. Die
gebildeten Proteine lagen hierbei l6slich vor. Ferner wurde gezeigt, dass LbpA unter den gewéhlten
Bedingungen keinen stabilen Komplex mit HdrA als Markerprotein fiir den Hdr-&hnlichen Komplex
bildete.

Nachdem die Zugehdrigkeit von IbpA zum hdr-ahnlichen Operon innerhalb eines heterologen Systems
geklart werden konnte, sollte Gberprift werden, wie sich die Situation in vivo in Hyphomicrobium X
verhélt (Abb. 26). Das endogene LbpA besitzt kein Strep-tag. Deshalb musste ein alternatives
Verfahren zur immunologischen Detektion in Betracht gezogen werden. Hierflr wurden zwei parallele
Strategien entworfen. Unter Verwendung eines Antikorpers, der speziell gegen lipoylierte Proteine
gerichtet ist, sollte versucht werden, LbpA in Zellextrakten von Hyphomicrobium X-Kulturen, die mit
unterschiedlichen Substraten kultiviert wurden, nachzuweisen. Zudem wurde bei einem externen
Dienstleister (Eurogentec, Littich/Belgien) ein Antikdrper gegen synthetische immunogene Peptide
von Hden_0696 bestellt.
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Abb. 26: LbpA kann spezifisch mit zwei verschiedenen immunologischen Tests detektiert werden. Gezeigt sind die
silbergefarbte SDS-PAGE und die chemolumineszenz-basierende Immunodetektion mit dem a-LbpA-Antikdrper (a-LbpA)
bzw. dem Maus-a-Liponsdure-(13C5)-Antikérper (o-Liponséure). Aufgetragen wurden durch die Expression von
pBBR1p264HdenHdrTc in E. coli BL21 (DE3) AiscR produziertes und aus dem Ultrazentrifugationsiberstand nach
Zellaufschluss via Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie aufgereinigtes Hden_0696 (E. coli, 20 ng) sowie Rohextrakte
nach Zellaufschluss von Hyphomicrobium X bzw. H. denitrificans hdr*-Kulturen, die mit unterschiedlichen Substraten
angezogen wurden (je 15-20 pg Protein). Als Substrate dienten bei Hyphomicrobium X 50 mM Methylamin und 5 mM
Thiosulfat (S,05%), 50 mM Methylamin (MA), 45 mM DMS (DMS, gefittert in 0,5 mM Schritten) sowie bei H.
denitrificans hdr* 50 mM Methylamin (hdr™).
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Wie zuvor (Abb. 25) wich das Laufverhalten von rekombinantem LbpA von der theoretischen GriRe
(17 kDa) ab. Das mittels des Plasmids pBBR1p264HdenHdrTc in E. coli produzierte LbpA zeigte in
der Silberfarbung der SDS-PAGE eine Bande bei etwa 15 kDa (Abb. 26). Unter Verwendung des a-
LbpA-Antikorpers konnte in der Immunodetektion LbpA spezifisch in E. coli- und in
Hyphomicrobium X-Uberexpressionskulturen mit dem Plasmid pBBR1p264HdenHdrTc (Abb. 26, a-
LbpA) nachgewiesen werden. Im Fall der E. coli-Uberexpression handelte es sich um mittels Strep-
Tactin-Affinitatschromatographie aufgereinigtes Hden_0696, wahrend bei Hyphomicrobium X der
Nachweis in Zellrohextrakten erfolgte. Durch den a-Liponsdure-Antikdrper (Abb. 26, a-Liponséure)
konnte LbpA ebenfalls in der Hyphomicrobium X-Uberexpressionskultur nachgewiesen werden. Dies
deutete auf eine erfolgreiche Lipoylierung des rekombinanten Proteins hin. In Immunodetektionen mit
dem o-Liponsaure-Antikorper konnte LbpA in Zellrohextrakten von Hyphomicrobium X-Kulturen, die
mit DMS oder aber Methylamin und Thiosulfat als Substrat kultiviert wurden, nachgewiesen werden.
Ein Rohextrakt einer Kultur, die nur mit Methylamin als Substrat kultiviert wurde, lieferte kein Signal.
Diese Ergebnisse korrespondierten mit den zuvor gemachten Beobachtungen zur Expression von
HdrA (Abb. 24). Wenn schwefelhaltige Substrate zur Kultivierung verwendet wurden, fand eine
Expression von HdrA und LbpA statt, wahrend bei Wachstum ohne reduzierte Schwefelverbindung im

Medium diese nicht oder nur schwach detektiert werden konnten.

4.1.9 Phéanotypische Charakterisierung von H. denitrificans Ahdr
Obgleich Hdr-ahnliche Komplexe seit 2009 unter Verdacht stehen, eine Rolle im mikrobiellen

oxidativen dissimilatorischen Schwefelmetabolismus zu spielen (Quatrini et al., 2009), konnte dies
bisher nicht experimentell nachgewiesen werden. Um diese Wissenslicke durch reverse Genetik zu
schlieBen, wurde, wie unter 4.1.3 n&her beschrieben, eine funktionelle Knock-out-Mutante im
Modellorganismus Hyphomicrobium denitrificans X" (Hyphomicrobium denitrificans Ahdr) generiert.
Vorangegangene Experimente (4.1.6-4.1.7) zeigten, dass Hyphomicrobium X mit DMS als Substrat
wéchst und den enthaltenen Schwefel komplett zu Sulfat oxidiert. Hierbei wurde die Expression von
HdrA als Markerprotein fur den Hdr-dhnlichen Komplex stark hochreguliert. Diese Beobachtungen
deuteten auf eine Beteiligung der Hdr-dhnlichen Proteine am DMS-Stoffwechsel hin. Um zu
tberprifen, ob die Ahdr-Mutante ebenfalls zum Wachstum mit DMS als Substrat fahig war, wurden

Wachstumsversuche unter zuvor optimierten Bedingungen (4.1.6) durchgeftihrt (Abb. 27).

Wiéhrend alle untersuchten wildtypischen Kulturen innerhalb von sieben Tagen eine Zunahme der
OD600,, zeigten und durch eine erneute Zugabe von DMS nach 15 Tagen ein erneutes Wachstum
initiiert werden konnte, wiesen die Ahdr-Mutanten einen Wachstums-Phénotyp auf. Innerhalb der 22
Tage der Inkubation konnte keine Zunahme der OD600,, verzeichnet werden. Dies deutete darauf hin,
dass Hyphomicrobium X einen funktionalen Hdr-8hnlichen Komplex zum Wachstum mit DMS als

Substrat bendétigt.
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Abb. 27: H. denitrificans Ahdr zeigte kein Wachstum mit DMS als Substrat. Die Kulturen wurden in 25 mL optimiertem
0-Medium gepuffert mit 100 mM MOPS pH 7,2 in 100-mL-Serumflaschen mit 0,75 mM DMS als exklusivem Substrat
kultiviert. Nach 15 Tagen wurden die Wildtypen-Kulturen erneut mit 0,75 mM DMS versetzt. Die Fehlerbalken
représentieren die Standardabweichung von finf biologischen Replikaten.

Da die Ahdr-Mutante kein messbares Wachstum mit DMS als Substrat zeigte, sollte Uberpriift werden,
ob die Zellen trotzdem DMS verbrauchen oder Abbauprodukte bilden. Als Referenzen dienten der
Wildtyp sowie H. denitrificans Ahdr®, eine in trans komplementierte Version der Ahdr-Mutante
(4.1.3). Ebenfalls sollte geklart werden, ob die Ahdr-Mutante einen Phdnotyp bei der Oxidation von
Thiosulfat zeigt. Die Wachstumsversuche (Abb. 28) wurden unter zuvor optimierten Bedingungen
durchgefuhrt (4.1.5-4.1.6), bei denen der Wildtyp DMS bzw. Thiosulfat komplett zu Sulfat oxidierte.

Der Wildtyp zeigte mit DMS als Substrat innerhalb von vier Tagen ein messbares Wachstum (Abb.
28, links, unten, Rauten). Dies ging einher mit einer Abnahme der DMS-Konzentration (Abb. 28,
links, oben, Rauten) und einer Zunahme der Sulfat-Konzentration (Abb. 28, links, Mitte, Rauten). Im
Gegensatz hierzu stand die Ahdr-Mutante (Abb. 28, links, Dreiecke). Die Mutante zeigte keinen
Substratverbrauch, keine Verénderungen der Sulfat-Konzentration und kein messhares Wachstum. Der
komplementierte Knock-out-Stamm hingegen (H. denitrificans Ahdr®, Abb. 28, links, Quadrate)
verhielt sich wildtypisch. Dies deutete darauf hin, dass ein funktionaler Hdr-&hnlicher Komplex

essentiell fur die Fahigkeit von Hyphomicrobium X zur DMS-Metabolisierung ist.
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Abb. 28: Phanotypische Charakterisierung von H. denitrificans Ahdr und H. denitrificans Ahdr* im Vergleich zu
wildtypischen Zellen beim Wachstum mit 0,6 mM DMS als Substrat (links) und 24,41 mM Methanol sowie 2,5 mM
Thiosulfat (rechts). Rauten geben jeweils die Werte fiir den Wildtyp an, Dreiecke die der Ahdr-Mutante und Vierecke die
der Ahdr*-Mutante. Die Kulturen wurden jeweils in optimiertem 0-Medium gepuffert mit 100 mM MOPS pH 7,2 kultiviert
(100 mL Medium in 500-mL-Serumflaschen beim Wachstum auf DMS und 200 mL in 500-mL-Erlenmeyerkolben beim
Wachstum mit Thiosulfat). Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung von zwei biologischen Replikaten.
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Beim Wachstum mit 24,41 mM Methanol und 2,5 mM Thiosulfat konnten ebenfalls Unterschiede
zwischen wildtypischen Zellen (Abb. 28, rechts, Rauten) und der Ahdr-Mutante (Abb. 28, rechts,
Dreiecke) festgestellt werden. Diese zeigten sich beim Wachstum (Abb. 28, rechts, unten). Die Ahdr-
Mutante erreichte innerhalb von 48 h ihre finale OD600,,, wahrend der Wildtyp langsamer wuchs.
Das Wachstum konnte in zwei Phasen eingeteilt werden. Die erste Phase dauerte bis 60 h nach der
Inokulation an, dann folgte eine zweite, schnellere Wachstumsphase bis zum Erreichen der finalen
OD600,, nach 72 h. Es fiel auf, dass die beiden unterschiedlichen Wachstumsphasen des Wildtyps mit
der beobachteten Thiosulfat-Oxidation korrelierten. Die Kultur oxidierte von Beginn an Thiosulfat
(Abb. 28, rechts, oben), wobei nach 60 h kein Thiosulfat mehr im Kulturiberstand nachgewiesen
werden konnte. Dann setzte das schnellere Wachstum ein. Im Gegensatz hierzu begann die Thiosulfat-
Oxidation der Ahdr-Mutante mit dem Erreichen der stationdren Phase. Ein weiterer Unterschied
zwischen Wildtyp und Mutante bestand in den Oxidationsendprodukten. Der Wildtyp oxidierte
Thiosulfat stéchiometrisch zu Sulfat (Abb. 28, rechts, oben), wohingegen die Ahdr-Mutante eine
stochiometrische Umsetzung von Thiosulfat zu Tetrathionat zeigte (Abb. 28, rechts, Mitte). Der in
trans komplementierte Ahdr*-Stamm (Abb. 28, rechts, Quadrate) zeigte ein wildtypisches Verhalten.
Die beim Wildtyp beobachteten verschiedenen Wachstumsphasen zeigte der komplementierte Stamm
nicht. Die Ergebnisse zeigten, dass der Hdr-ahnliche Komplex essentiell fur die vollstandige Oxidation

von Thiosulfat zu Sulfat ist.

4.1.10 Phéanotypische Charakterisierung von H. denitrificans AhdrAsqr
Bei der bioinformatischen Untersuchung von Hyphomicrobium denitrificans X" (Tab. 15) konnte ein

Operon (Hden_0718-Hden_0721) mit groBer Ahnlichkeit zum cst-Operon aus Staphylococcus aureus
(Grossoehme et al., 2011) gefunden werden. In S. aureus oxidiert eine Kombination der in diesem
Operon kodierten Enzyme in einem detoxifizierenden Prozess Sulfid zu Sulfat. Deshalb wurde
angenommen, dass die homologen Proteine in Hyphomicrobium X eine &hnliche Funktion besitzen
kénnten. Um eine mdgliche Verfalschung der phanotypischen Analyse der Ahdr-Mutante durch die im
cst-dhnlichen Operon kodierten Proteine ausschlielen zu koénnen, wurde eine AhdrAsqr-
Doppelmutante generiert. In dieser Mutante wurde der komplette cst-Genlokus durch eine Rifampin-
Resistenz ersetzt (4.1.3). Bei den zuvor beschriebenen Wachstumsversuchen mit der Ahdr-Mutante
(Abb. 28) konnte, entgegen den zuvor beschriebenen Befiirchtungen, ein klarer Phanotyp beschrieben
werden. Trotzdem wurde auch die AhdrAsqr-Doppelmutante innerhalb eines Wachstumsversuchs mit
DMS und in einem weiteren Experiment mit 24,41 mM MeOH und 2,5 mM Thiosulfat phanotypisch
charakterisiert (Abb. 29)

Die AhdrAsqr-Doppelmutante verhielt sich mit DMS als Substrat (Abb. 29, links, Kreise) dquivalent
zu Ahdr-Mutanten (Abb. 28, links, Dreiecke). Es konnte kein Verbrauch von DMS verzeichnet werden
(Abb. 29, links, oben), dariiber hinaus keine Verdnderung der Sulfat-Konzentration (Abb. 29, links,
Mitte) oder ein Wachstum (Abb. 29, links, unten).
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Abb. 29: Phanotypische Charakterisierung von H. denitrificans AhdrAsqr im Vergleich zu wildtypischen Zellen beim
Wachstum mit 0,6 mM DMS als Substrat (links) und 24,41 mM Methanol sowie 2,5 mM Thiosulfat (rechts). Rauten
geben jeweils die Werte flir den Wildtyp an, Kreise die der AhdrAsgr-Mutante. Die Kulturen wurden jeweils in optimiertem
0-Medium gepuffert mit 100 mM MOPS pH 7,2 kultiviert (100 mL Medium in 500-mL-Serumflaschen beim Wachstum auf
DMS und 200 mL in 500-mL-Erlenmeyerkolben beim Wachstum mit Thiosulfat). Die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung von zwei biologischen Replikaten.
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Anhnlich hierzu verhielten sich die Ergebnisse beim Wachstum mit Thiosulfat als Co-Substrat (Abb.
29, rechts). Wie die Ahdr-Mutante oxidierte auch die AhdrAsqr-Doppelmutante Thiosulfat
stochiometrisch zu Tetrathionat, wahrend keine Sulfatbildung festgestellt werden konnte. Im
Gegensatz zur Ahdr-Mutante fiel hierbei auf, dass die AhdrAsqr-Doppelmutante bereits direkt nach
der Inokulation mit der Oxidation von Thiosulfat begann (Abb. 29, rechts, oben), wihrend die Ahdr-
Mutante erst nach dem Erreichen der stationdren Phase die Metabolisierung des Thiosulfats startete
(Abb. 28, rechts, oben).

4.1.11 Phéanotypische Charakterisierung vonH. denitrificans AIbpA
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Hdr-dhnlichen Proteine essentiell fur den DMS-

Stoffwechsel und die Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat von Hyphomicrobium denitrificans X' waren
(4.1.9-4.1.10), sollte geklart werden, ob LbpA eine essentielle Komponente des Hdr-dhnlichen
Komplexes ist. Hierfir wurde eine markerlose in frame Deletion von IbpA (Hden_0696)
vorgenommen (4.1.3). Die dadurch erzeugte AlbpA-Mutante sollte weiterhin einen vollstandigen Hdr-
ahnlichen Komplex (HdrC1B1AHpC2B2) bilden kénnen. Ein mdglicher Phanotyp der Mutante wurde
durch Wachstumsversuche mit DMS (Abb. 30, links, Dreiecke) sowie mit Thiosulfat als Co-Substrat
(Abb. 30, rechts, Dreiecke) durchgefiihrt.

Die AlbpA-Mutante zeigte einen Phanotyp, der in seiner Auspragung den zuvor bereits beobachteten
Phénotypen der Ahdr-Mutante bzw. der AhdrAsqr-Doppelmutante dhnelte. Die Zellen oxidierten kein
DMS (Abb. 30, links, oben), bildeten kein Sulfat (Abb. 30, links, Mitte) und zeigten kein messbares
Wachstum (Abb. 30, links, unten). Der ahnliche Phanotyp wurde beim Wachstum mit Thiosulfat als
Co-Substrat bestatigt (Abb. 30, rechts). Der Wildtyp oxidierte Thiosulfat komplett zu Sulfat (nicht
gezeigt) und bildete dabei kein Tetrathionat (Abb. 30, rechts, Mitte). Die AlbpA-Mutante oxidierte
Thiosulfat nur unvollstandig zu Tetrathionat und war nicht zur Sulfatbildung befahigt.
Zusammengefasst deuteten diese darauf hin, dass LbpA in Hyphomicrobium X ebenfalls eine
essentielle Rolle im Schwefelstoffwechsel spielt. Die AlbpA-Mutante wies trotz eines intakten Hdr-
ahnlichen Komplexes deutliche Unterschiede zum Wildtyp auf.
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Abb. 30: Phanotypische Charakterisierung von H. denitrificans AlbpA im Vergleich zu wildtypischen Zellen beim
Wachstum mit 0,6 mM DMS als Substrat (links) und 24,41 mM Methanol sowie 2,5 mM Thiosulfat (rechts). Rauten
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4.1.12 Phéanotypische Charakterisierung von H. denitrificans AtsdA
Um zu prifen, ob die im Genom von Hyphomicrobium X kodierte Thiosulfatdehydrogenase vom

TsdA-Typ (Hden_2748) eine physiologische Bedeutung fiir den Schwefelstoffwechsel des
Organismus hat, wurde eine markerlose in frame Deletionen von tsdA vorgenommen (4.1.3). Zuvor
konnten Bedingungen gefunden werden, unter denen wildtypische Hyphomicrobium X-Kulturen
Thiosulfat stochiometrisch zu Tetrathionat oxidieren. Zudem konnten andere Wachstumsbedingungen
etabliert werden, bei denen Thiosulfat exklusiv zu Sulfat oxidiert wurde (4.1.5). Um zu Uberprifen, ob
Hden_2748 als putative TsdA fur die Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat verantwortlich ist,
wurde die AtsdA-Mutante unter Bedingungen kultiviert, bei denen der Wildtyp Thiosulfat exklusiv zu
Tetrathionat oxidiert (Abb. 31, rechts). Zudem wurde parallel Uberpriift, ob die AtsdA-Mutante in der
Lage ist, Tetrathionat zu verstoffwechseln (Abb. 31, links).

—{1—0D —k—Tetrathionat —@—Thiosulfat —{+—0OD —k—Tetrathionat —@—Thiosulfat

0,9 - 05 0,9 -7

Schwefelverbindung [mM]
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Abb. 31: Phanotypische Charakterisierung von H. denitrificans AtsdA beim Wachstum mit 24,41 mM Methanol und 1
mM Tetrathionat als Substrat (links) und 24,41 mM Methanol sowie 5 mM Thiosulfat (rechts). Die Kultivierung mit 1
mM Tetrathionat erfolgte in optimiertem 0-Medium gepuffert mit 100 mM MOPS pH 7,2 (200 mL in 500-mL-
Erlenmeyerkolben), die Kultivierung mit 5 mM Thiosulfat in 0-Medium gepuffert mit 200 mM MOPS pH 7,2 (200 mL in
500-mL-Erlenmeyerkolben). Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung von zwei biologischen Replikaten.

Die AtsdA-Mutante war nicht in der Lage, Tetrathionat zu verstoffwechseln (Abb. 31, links). Wie
zuvor schon fir den Wildtyp beobachtet (Abb. 19), wuchsen die Kulturen mit dem im Medium
enthaltenen Methanol (Abb. 31, links, Quadrate). Das im Medium enthaltene Tetrathionat (Abb. 31,
links, Dreiecke) blieb hierbei konstant. VVerzeichnete Schwankungen in der Tetrathionat-Konzentration
konnten, wie zuvor schon fur den Wildtyp gezeigt (Abb. 19), auch innerhalb einer nicht beimpften
Kontrolle (hier nicht gezeigt) verzeichnet werden. Selbiges galt fir die Verdnderungen der Thiosulfat-
Konzentration. Im Wachstumsversuch mit 5 mM Thiosulfat (Abb. 31, rechts) konnte festgestellt
werden, dass die AtsdA-Mutante unter Bedingungen, bei denen der Wildtyp Thiosulfat ausschlief3lich
zu Tetrathionat oxidiert (4.1.5), kein Thiosulfat verstoffwechselt. Die im Kulturiiberstand gemessene
Thiosulfat-Konzentration blieb konstant (Abb. 31, rechts, Kreise), Tetrathionat (Abb. 31, rechts,

Dreiecke) oder Sulfat (nicht gezeigt) konnte nicht detektiert werden. Diese Ergebnisse zeigten, dass
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Hden_ 2748 fiir eine Thiosulfatdehydrogenase kodiert, die zusatzlich das einzige Enzym von
Hyphomicrobium X ist, das Thiosulfat zu Tetrathionat umsetzen kann. Zudem wurden die vorher mit
dem Wildtyp gemachten Beobachtungen (Abb. 19) bestdtigt. Fir Hyphomicrobium X stellt
Tetrathionat ein Endprodukt im Rahmen des oxidativen dissimilatorischen Schwefelmetabolismus dar,

das nicht weiter metabolisiert werden kann.

Nachdem Hden_2748 als einziges tetrathionat-bildendes Enzym in Hyphomicrobium X identifiziert
werden konnte, sollte geklart werden, ob die TsdA eine Rolle im Rahmen der Oxidation von DMS
spielt. Hierfir wurden Wachstumsversuche mit DMS als Substrat (Abb. 32, links) durchgefunhrt.
Zusdtzlich sollte geklart werden, ob Hden_2748 mdglicherweise auch in die Oxidation von Thiosulfat
zu Sulfat involviert war. Um dies zu tberprifen, wurden mit der AtsdA-Mutante Wachstumsversuche
unter Bedingungen durchgefiihrt, bei denen der Wildtyp Thiosulfat ausschlieRlich zu Sulfat oxidiert
(Abb. 32, rechts).

Die AtsdA-Mutante (Abb. 32, links, Dreiecke) zeigte ein wildtypisches Verhalten bei der Oxidation
von DMS und der damit verbundenen Bildung von Sulfat. DMS wurde vollstandig verbraucht und der
enthaltene Schwefel stdchiometrisch zu Sulfat oxidiert, was mit Wachstum einherging. Unterschiede
zum Wildtyp (Abb. 32, links, Rauten) konnten nicht festgestellt werden. Dies zeigte, dass Hden_2748
keine Rolle im Rahmen des DMS-Stoffwechsels von Hyphomicrobium X spielt. Beim
Wachstumsversuch mit Thiosulfat als Co-Substrate konnte ebenfalls kein Unterschied zum Wildtyp
verzeichnet werden (Abb. 32, rechts). Mutante und Wildtyp oxidierten Thiosulfat stdchiometrisch zu
Sulfat. Eine Bildung von Tetrathionat konnte nicht festgestellt werden. Dies zeigte, dass in
Hyphomicrobium X zwei thiosulfat-oxidierende Systeme vorhanden sind, die in Abhangigkeit von den
gegebeneb Wachstumsbedingungen unabhdngig voneinander funktionieren. Die Oxidation von
Thiosulfat zu Tetrathionat konnte exklusiv der Aktivitidt der Thiosulfatdehydrogenase Hden 2748
zugeschrieben werden. Das zweite System, das Thiosulfat zu Sulfat oxidiert, ben6tigte als essentielle
Komponenten einen funktionalen Hdr-dhnlichen Komplex (Hden 0689-Hden_0694) sowie das
Lipoathindeprotein Hden_0696.
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Abb. 32: Phénotypische Charakterisierung von H. denitrificans AtsdA im Vergleich zu wildtypischen Zellen beim
Wachstum mit 0,6 mM DMS als Substrat (links) und 24,41 mM Methanol sowie 2,5 mM Thiosulfat (rechts). Rauten
geben jeweils die Werte fiir den Wildtyp an, Dreiecke die der AtsdA-Mutante. Die Kulturen wurden jeweils in optimiertem 0-
Medium gepuffert mit 100 mM MOPS pH 7,2 kultiviert (100 mL Medium in 500-mL-Serumflaschen beim Wachstum auf
DMS und 200 mL in 500-mL-Erlenmeyerkolben beim Wachstum mit Thiosulfat). Die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung von zwei biologischen Replikaten.
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4.1.13 Proteom-basierte Einblicke in den Dimethylsulfid-Stoffwechsel von H.
denitrificans
Da durch bioinformatische Untersuchungen (4.1.1) nur ein grobes Modell fiir den DMS-Stoffwechsel

von Hyphomicrobium denitrificans X' erstellt werden konnte, sollte eine vergleichende Proteom-
Analyse durchgefuhrt werden. Ziel hierbei war es, mdgliche neue Enzyme zu identifizieren, die im
DMS-Stoffwechsel von Hyphomicrobium X eine Rolle spielen. Zudem sollte tberpriift werden, ob
Hdr-&hnliche Proteine beim Wachstum mit DMS als Substrat verstarkt gebildet werden. In den
vorangegangenen immunologischen Untersuchungen (4.1.7) konnte dies bereits fur HdrA gezeigt
werden, jedoch nicht flir die anderen Hdr-ahnlichen Proteine. Als zu vergleichende Bedingungen
wurde das Wachstum mit Dimethylsulfid als schwefelhaltiges Substrat und Dimethylamin (DMA) als
schwefelfreies Substrat gewdhlt. Die Wahl fiel hierbei auf DMA, da es von den verflgbaren
schwefelfreien Substraten mit seinen zwei Methylgruppen chemisch die grote Ahnlichkeit zu DMS
aufweist.

GeméR NCBI besteht das Genom von Hyphomicrobium X' aus 3.549 Genen, die insgesamt 3.473
Proteine kodieren. In der durchgefiihrten Proteom-Analyse konnten insgesamt 1.954 verschiedene
Proteine identifiziert werden. Da die Analyse mit drei biologischen Replikaten pro Bedingung
durchgefuhrt wurde, konnten fiir die Auswertung nur Proteine beriicksichtigt werden, die in allen drei
Replikaten gefunden wurden (1.859 Proteine). Diese wurden einer statistischen Auswertung (limma
und Rank Product) unterzogen (3.8). Es konnten 320 Proteine identifiziert werden, deren Haufigkeiten
im Proteom bei Wachstum mit DMS signifikant erhéht waren, und 324, deren Haufigkeiten signifikant
verringert waren. Damit war die Proteinhdufigkeit von 35 % aller identifizierten Proteine zwischen
den beiden verglichenen Wachstumsbedingungen signifikant verandert. Zur grafischen Darstellung der

statistischen Auswertung wurde ein Volcano-Plot erstellt (Abb. 33).

Zur Vereinfachung der Analyse der generierten Daten werden nachfolgend nur die Daten betrachtet,
die unter Verwendung des limma-Tests eine signifikante, sehr signifikante oder hdchstsignifikante
Verdnderung aufwiesen. Samtliche Veranderungen der relativen Proteinhdufigkeiten, die bei einem
der beiden statistischen Tests als mindestens signifikant gefunden wurden, waren auch unter
Anwendung des jeweils anderen Tests signifikant. Die absoluten Zahlenwerte der jeweiligen p-Werte

unterschieden sich hierbei.
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Abb. 33: Ergebnisse der vergleichenden Proteom-Analyse mit Hyphomicrobium X. Die normalisierte und zum
Logarithmus der Basis 2 verrechneten Veranderungen der relativen Proteinhdufigkeiten wurden gegen die logarithmierten
(zur Basis 2) p-Werte aufgetragen. Magenta gefarbte Datenpunkte symbolisieren Proteine, deren Veranderungen der relativen
Proteinhédufigkeiten als signifikant, sehr signifikant oder héchstsignifikant klassifiziert wurden, wahrend graue Datenpunkte
nicht signifikante VVerdnderungen anzeigen.

Zur Uberpriifung einer genetischen Vergesellschaftung wurden die Lokus-Tags von Proteinen, deren
Haufigkeit statistisch mindestens signifikant beim Wachstum auf einem Substrat verdndert war, gegen
die jeweiligen logarithmierten Veranderungen der Proteinhdufigkeiten aufgetragen (Abb. 34).
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Abb. 34: Die kodierenden Gene der signifikant regulierten Proteine im Proteom von Hyphomicrobium X zeigten eine
genetische Vergesellschaftung. Die gemal limma-Test mindestens signifikant hinsichtlich der relativen Proteinhdufigkeit
verdnderten Proteine wurden mit den jeweiligen Lokus-Tags gegen die normalisierte und zum Logarithmus der Basis 2
verrechneten Veranderungen der relativen Proteinhdufigkeiten aufgetragen. Griine Balken zeigen einen positiven Wert an,
rote Balken einen negativen.
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Es zeigte sich, dass die kodierenden Gene der Proteine, die beim Wachstum mit DMS oder DMA
haufiger im Proteom von Hyphomicrobium X zu finden waren, tiber die gesamte Lénge des Genoms
verteilt vorlagen. Zudem konnte ein Bereich im Genom erkannt werden, der besonders viele Proteine
kodiert, die beim Wachstum mit DMS hé&ufiger im Proteom zu finden waren. Innerhalb der Operon-
Strukturen von Hden_0669 bis Hden_0759, die insgesamt 86 Gene umfassen, werden 36 Proteine
kodiert mit einer mindestens signifikant erhdhten Héaufigkeit im DMS-Proteom. Von diesen 36
Proteinen waren 34 mindestens um einen log2 fold change von 1,5 oder groRer erhoht. Von allen
mindestens signifikant im DMS-Proteom in ihrer Haufigkeit erh6hten Proteinen wiesen insgesamt nur
122 einen log2 fold change von 1,5 oder auf. Damit liegt mehr als ein Viertel dieser Proteine innerhalb
der angesprochenen Region des Genoms kodiert vor. Bei diesen Proteinen handelt es sich unter
anderem um das Hdr-dhnliche System (Hden_0689-Hden 0694), das Sox-System (Hden 0702-
Hden_0706), die Methanthioloxidase (Hden 0743) und das cst-dhnliche Operon (Hden 0718-
Hden_0721).

Weiterfuhrend wurde gepruft, ob Proteine mit einer moglichen Rolle im Schwefelmetabolismus von
Hyphomicrobium X (Tab. 15) auch innerhalb der Proteom-Analyse gefunden werden konnten (Tab.
17).

Tab. 17: Veranderungen der relativen Protein-Level von Proteinen mit einer méglichen Funktion im oxidativen
dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel von Hyphomicrobium X. p-Werte < 0,05 wurden als signifikant klassifiziert (*),

p-Werte < 0,01 wurden als sehr signifikant klassifiziert (**) und p-Werte < 0,001 als hdchstsignifikant (***), nd = nicht
detektiert.

Lokus-Tag Annotation

log2 fold change / Quelle

Signifikanz
Liu et al. (2014);

DsrE, Stockdreher et al.
Hden 0688 DsrE-like sulfurtransferase 4,1*%* (2014)

heterodisulfide Quatrini et al. (2009)
Hden_0689 HdrC1 reductase subunit C nd

heterodisulfide Quatrini et al. (2009)
Hden 0690 HdrB1 reductase subunit B 2,9%*

heterodisulfide Quatrini et al. (2009)
Hden 0691 HdrA reductase subunit A 4, 3**

hypothetical protein Quatrini et al. (2009)

encoded in all hdr-
Hden 0692 Hyp like gene clusters nd

heterodisulfide Quatrini et al. (2009)
Hden 0693 HdrC2 reductase subunit C 4 2%**

heterodisulfide Quatrini et al. (2009)
Hden 0694 HdrB2 reductase subunit B 4,1%*

glycine cleavage Liu et al. (2014)
Hden 0696 LbpA system H protein 3,9%**

tRNA 2-thiouridine Stockdreher et al.

synthesizing protein (2014)
Hden_ 0698 TusA A 3,3%**

Transporter for sulfur- Gristwood et al.

containing (2011)
Hden 0699 YeeE/YedE compounds nd

sulfur-oxidizing Dahl et al. (2008)
Hden 0702 SoxX protein SoxX 5,0%**

Dahl et al,(2008)

sulfur-oxidizing

Hden 0703 SoxA protein SoxA 4 7x**
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Lokus-Tag Name Annotation log2 fold change / Quelle
Signifikanz
sulfur-oxidizing Dahl et al. (2008)
Hden 0704 SoxY protein SoxY 2,5%*
sulfur-oxidation Dahl et al. (2008)
Hden 0705 SoxZ protein SoxZ 5,1%**
sulfur-oxidizing Dahl et al. (2008)
Hden_ 0706 SoxB protein SoxB 4,0%**
sulfide:quinone Shen et al. (2016)
oxidoreductase SqrB-
Hden 0718 SqrB type 2,1*
DUF442, cytoplasmic Bordo & Bork (2002);
uncharacterized Shen et al. (2015)
protein, conforms to
Hden 0719 rhodanese motif nd
TauE sulfite exporter Weinitschke et al.
Hden 0720 domain nd (2007)
putative

dimethylsulfide
monooxygenase /
FMN-dependent

Hden_0730 NADH-azoreductase 4,0%*
cytoplasmic Shen et al. (2015)
persulfide

Hden 0740 PDO dioxygenase 2,4%*

Hden_0743 MTO methanethiol oxidase 4,3%** Eyice et al. (2018)
periplasmic Sirko et al. (1995)

thiosulfate/sulfate-
binding protein,
sulfate/thiosulfate

Hden 0756 Shp ABC transporter 2,0%*
rhodanese
Hden 0880 Rhd cytoplasmic 0,5
SoxY/SoxZ like Dahl et al. (2008)
Hden 1147 SoxYZ fusion protein -0,9*
Hden_ 1399 SoxZ SoxZ like 0,4 Dahl et al. (2008)
Hden_1400 SoxY SoxY like -0,1 Dahl et al. (2008)
flavocytochrome ¢ Dahl et al. (2008)
sulfide dehydrogenase
Hden 1401 FccB flavin-binding protein 1,6*
rhodanese Gliubich et al. (1996);
Hden_1960 Rhd cytoplasmic -0,8* Bordo & Bork (2002)
thiosulfate Denkmann et al.
Hden 2748 TsdA dehydrogenase -0,8* (2012)

Teile des Hdr-dhnlichen Komplexes sowie des Sox-Systems waren sehr signifikant oder
hochstsignifikant haufiger im DMS-Proteom zu finden. Lediglich HdrC1 und das hypothetische
Protein aus dem hdr-dhnlichen Gencluster konnten nicht im Proteom detektiert werden. Mit einem
log2 fold change von 5,1 bzw. 5,0 waren SoxZ bzw. SoxY dabei die am stérksten in ihrer Haufigkeit
signifikant verénderten Proteine im gesamten Proteom (Tab. 18). Die putativen Sox-Homologe, die
auBerhalb des eigentlichen sox-Genclusters (Hden_0702-Hden_0706) kodiert vorliegen, unterlagen
mit Ausnahme von Hden_1147 keiner signifikanten Veranderung der Proteinh&ufigkeit oder wurden
nicht im Proteom gefunden. Von den im cst-&hnlichen Operon kodierten Proteinen konnte nur die
Sulfid:Chinon-Oxidoreduktase (Hden_0718) im Proteom detektiert werden. Andere Proteine mit einer
nachgewiesenen oder postulierten Funktion im Schwefelstoffwechsel, wie die Persulfiddioxygenase
(Hden_0740), TusA (Hden_0698) oder DsrE (Hden_0688), wiesen signifikante positive



81

Verénderungen der Proteinhdufigkeiten auf. Die Thiosulfatdehydrogenase (Hden_2748) hingegen war
signifikant weniger h&ufig im DMS-Proteom zu finden. Unter den sehr signifikant h&ufiger im DMS-
Proteom zu findenden Proteinen befand sich mit Hden_0730 ein als ,FMN-dependent NADH-
azoreductase annotiertes Protein (log2 fold change 4,0). Von den insgesamt 320 signifikant h&ufiger
beim Wachstum mit DMS vorkommenden Proteinen war Hden_0730 an Stelle 17 gelistet. Unter
Beriicksichtigung, dass in anderen Organismen FMN-abhdngige Oxidoreduktasen als DMS-
Monooxygenase fungieren (Boden et al., 2011), wurde Hden_0730 in Tab. 17 als potentielle DMS-
Monooxygenase von Hyphomicrobium X genannt.

Proteine, deren relative Haufigkeiten sich sehr signifikant um einen log2 fold change von mindestens
2,5 im DMS-Proteom erhéht hatten, wurden in Tab. 18 zusammengefasst.

Tab. 18: Proteine, deren relative Haufigkeiten im Proteom von Hyphomicrobium X sich sehr signifikant um einen log2
fold change von mindestens 2,5 beim Wachstum mit DMS als Substrat erhoht haben. p-Werte < 0,05 wurden als
signifikant klassifiziert (*), p-Werte < 0,01 wurden als sehr signifikant klassifiziert (**) und p-Werte < 0,001 als
héchstsignifikant (***).

Lokus-Tag Name Annotation log2 fold change /
Signifikanz
Hden 0705 SoxZ sulfur-oxidation protein SoxZ 5,1%**
Hden_0702 SoxX sulfur-oxidizing protein SoxX 5,0%**
Hden 0729 hypothetical protein 4,9%*
Hden 0731 peroxidase 4 ,8%**
Hden_0703 SoxA sulfur-oxidizing protein SOxA 4,7**
Hden 0728 hypothetical protein 4,5%*
Hden 0743 MTO methanethiol oxidase 4 5F**
conserved hypothetical
Hden_0723 protein, periplasmic 4,47%**

DUF442, cytoplasmic
ncharacterized protein,

Hden 0719 conforms to rhodanese motif 4 3x**

Hden 0733 globin 4,3***
heterodisulfide reductase

Hden 0691 HdrA subunit A 4,3**
heterodisulfide reductase

Hden 0693 HdrC2 subunit C 4 2%**

Hden 0688 DsrE-like conserved hypothetical protein 4,1**

Hden_ 1301 OsmC OsmC family protein 4,1%*
heterodisulfide reductase

Hden 0694 HdrB2 subunit B 4,1%*

Hden_0706 SoxB sulfur-oxidizing protein SoxB 4,0***

putative dimethylsulfide
monooxygenase / FMN-
dependent NADH-

Hden 0730 azoreductase 4,0**
alkylhydroperoxidase like

Hden_ 0745 protein, AhpD family 3,9**
glycine cleavage system H

Hden 0696 LbpA protein 3,9%**

Hden 0732 fatty acid desaturase 3,7***

Hden 2517 conserved hypothetical protein 3,6%*

Hden 0679 DsbA oxidoreductase 3,6%**

Hden 0738 hypothetical protein 3,4%**

tRNA 2-thiouridine

synthesizing protein A

Hden 0698 TusA 3,3%**

beta-lactamase domain
Hden 0721 protein, periplasmic 3,2%*
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Lokus-Tag Annotation log2 fold change /

Signifikanz

oxidoreductase FAD/NAD(P)-

Hden 0734 binding domain protein 3,1*%*
alcohol dehydrogenase GroES

Hden_0096 domain protein 3,0%**
imidazoleglycerol-phosphate

Hden 3348 dehydratase 2,9%*
heterodisulfide reductase

Hden 0690 HdrB1 subunit B 7,5%*
cold-shock DNA-binding

Hden 0095 domain protein 2,7%*
formaldehyde-activating

Hden 1474 enzyme 2,5%*

Hden_ 0704 SoxY sulfur-oxidizing protein SoxY 2,5%*

Neben den zuvor bereits behandelten Proteinen mit einer potentiellen Rolle im oxidativen
dissimilatorischen Schwefelmetabolismus (Tab. 17) konnten zahlreiche weitere Proteine identifiziert
werden, die beim Wachstum mit DMS sehr signifikant haufiger im Proteom zu finden waren. Viele
dieser Proteine konnten mit bioinformatischen Methoden nicht ndher charakterisiert werden, da sie nur
geringe Homologien zu charakterisierten Proteinen aus anderen Organismen aufwiesen. Ausnahmen
davon bildeten das Lipoatbindeprotein LbpA (Hden_0696), ein Protein aus dem cst-&hnlichen Operon
(Hden_0721) sowie weiteres Protein mit einer Rolle im Rahmen von oxidativem Stress (Nyvltova et
al., 2016) (OsmC, Hden_1301). Aufféallig war auch hier eine genetische Vergesellschaftung der
kodierenden Gene. Nur sechs der 32 sehr signifikant mit einem positiven log2 fold change von
mindestens 2,5 verdanderten Proteine lagen auferhalb der Operon-Strukturen von Hden 0669 bis
Hden_0759.

Neben den Proteinen, deren relative Proteinhdufigkeiten im DMS-Proteom sehr signifikant positiv
verandert waren, wurden auch die Proteine zusammengefasst, deren relative Proteinhdufigkeiten eine
sehr signifikante negative Veranderung aufwiesen (Tab. 19).

Tab. 19: Ubersicht tiber Proteine, deren relative Haufigkeiten im Proteom von Hyphomicrobium X sich sehr
signifikant um einen log2 fold change von mindestens -1,5 beim Wachstum mit DMS als Substrat verringert haben. p-

Werte < 0,05 wurden als signifikant klassifiziert (*), p-Werte < 0,01 wurden als sehr signifikant klassifiziert (**) und p-
Werte < 0,001 als hochstsignifikant (***).

Lokus-Tag Annotation / Quelle log2 fold change /

Signifikanz

glycine cleavage T protein
Hden 0539 GesT (aminomethyl transferase) -2,8**
Hden 0474 HpnC squalene synthase HpnC -2,6**
Hden 2197 carbonic anhydrase -2,3**
iron-sulfur cluster assembly
Hden 1256 accessory protein -2,3**
Hden 2327 hypothetical protein -2,3**
Hden_3080 flagellar FlaF family protein -2,3%*
sugar fermentation
Hden 0941 stimulation protein -2,3%*
Hden 0312 hypothetical protein -2,2%*
Hden 0390 hypothetical protein -2,2%*
cobalamin biosynthesis
Hden_2700 CobW protein -2,2%*




Lokus-Tag

Signifikanz

Name
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Annotation / Quelle

log2 fold change /

conserved hypothetical

Hden 2427 protein -2,2%*
response regulator receiver

Hden 3065 protein -2,1**
methylmalonyl-CoA

Hden 1926 epimerase -2,1**
dimethylamine
monooxygenase subunit
DmmA (Lidbury et al.,

Hden 0082 DmmA 2017) -2,1**
conserved hypothetical

Hden 1348 protein -2,1%*

Hden 1321 cytochrome c class | -2,1%*

Hden 2899 processing peptidase -2,1**

Hden 1296 hypothetical protein -2,0**
gamma-glutamyl-gamma-

Hden 0976 aminobutyrate hydrolase -2,0**
3-hydroxyisobutyrate

Hden 1858 dehydrogenase -2,0%*
conserved hypothetical

Hden_1324 protein -1,9%*
methenyltetrahydrofolate

Hden 0103 cyclohydrolase -1,9%*

Hden 2004 ribonuclease T2 -1,9**
OmpA/MotB domain

Hden_ 2419 protein -1,9%*
putative disulfide bond

Hden 2882 formation protein D -1,9**
glutamine synthetase, type

Hden_0515 1l -1,9%*
molybdopterin dinucleotide-

Hden_1433 binding region -1,8**
response regulator receiver
modulated CheB

Hden 3066 methylesterase -1,8*%*
3-isopropylmalate

Hden 3363 dehydratase, small subunit -1,8**
Beta-ketoacyl-acyl-carrier-

Hden 3439 protein synthase I11 -1,8**
protein of unknown function

Hden_ 2589 DUF2093 -1,8**

Hden 2724 peptide deformylase -1,8**
glyoxalase/bleomycin
resistance

Hden 3389 protein/dioxygenase -1,7**
electron transfer
flavoprotein alpha/beta-

Hden 0196 EtfB subunit -1,7%*
conserved hypothetical

Hden 2895 protein -1,7%*
conserved hypothetical

Hden 0712 protein -1,7%*
3-demethylubiquinone-9 3-

Hden 2190 methyltransferase -1,6%*
electron transfer
flavoprotein alpha/beta-

Hden 0197 EtfA subunit -1,6%*
methyl-accepting
chemotaxis sensory

Hden 0102 transducer -1,6%*

Hden 2198 hypothetical protein -1,6**
iron sulfur domain-

Hden 2090 containing, CDGSH-type -1,6**
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Lokus-Tag Annotation / Quelle log2 fold change /

Signifikanz
3-isopropylmalate

Hden 3369 dehydratase, large subunit -1,6**
Sell domain protein repeat-

Hden_2450 containing protein -1,6**

Hden 1677 cyclase/dehydrase -1,6**

Hden 3214 hypothetical protein -1,6**

dimethylamine
monooxygenase subunit
DmmB (Lidbury et al.,
Hden 0083 DmmB 2017) -1,6**

dimethylamine
monooxygenase subunit
DmmC (Lidbury et al.,
Hden_0084 DmmC 2017) -1,6%*

Hden 0022 signal transduction protein -1,6**

Durch BLASTP-Analysen konnten in den meisten Fallen keine charakterisierten homologen Proteine
gefunden werden. Zusétzlich lag keine auffallige genetische Vergesellschaftung der kodierenden Gene
vor (Abb. 34). Eine Ausnahme hiervon bildete Hden 0539, das T-Protein des Glycinspaltungssystems,
das gleichzeitig das Protein mit dem hdchsten negativen, sehr signifikanten log2 fold change im DMS-
Proteom war. Gleiches gilt fiir die drei Untereinheiten der Dimethylamin-Dehydrogenase DmmABC
(Hden_0082-Hden_0084) sowie das elektronentransferierende Flavoprotein EtfAB (Hden_0196-
Hden_0197). Diese Proteine konnten durch die Identifizierung von homologen Proteinen annotiert

werden.

4.2 Hyphomicrobium EG-Ansatz

4.2.1 Bioinformatische Untersuchung zum Schwefelmetabolismus in
Hyphomicrobium denitrificans EG
Fur den Organismus Hyphomicrobium denitrificans EG ist keine ¢ffentlich zugangliche Sequenz des

Genoms des Organismus verfugbar. Im Jahr 2012 wurde Hyphomicrobium EG von dem
niederlandischen Unternehmen Koninklijke DSM N.V im Rahmen einer Patententwicklung (US-
Patent: US20150147365A1) sequenziert. Die ermittelten Genom-Sequenzen wurden auf Nachfrage fir
die Versuche im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Verfligung gestellt. Die Sequenz lag in sieben
Contigs vor, die zusammen eine Lange von 4.140.449 Bp aufweisen und insgesamt 3.615 Proteine
kodieren. Die Qualitat der Annotation des Genoms ist nicht hoch, da 1.522 der Proteine (42 %) als
hypothetische neue Proteine annotiert sind. Um zu evaluieren, welche Enzyme fur einen oxidativen
dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel im Genom von Hyphomicrobium EG vorliegen, wurde das
Genom des Organismus einer ausfuhrlichen bioinformatischen Untersuchung unterzogen (Tab. 20).

Tab. 20: Proteine mit einer mdoglichen Funktion im oxidativen dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel von

Hyphomicrobium denitrificans EG. Die jeweils angegebenen Referenzproteine wurden mittels der Blast-Funktion von
BioEdit gegen das translatierte Proteom von Hyphomicrobium EG geblastet.

Lokus-Tag Annotation E-Value Referenzprotein Quelle
AprA / / / Alvin_1121 Dahl et al.
(2008)




85

Lokus-Tag Annotation E-Value Referenzprotein
AprB / / / Alvin_1120 Dahl et al.
(2008)
AprM / / / Alvin_1119 Dahl et al.
(2008)
DMS- / / / DmoA aus Boden et al.
Monooxygenase Hyphomicrobium (2011)
sulfonivorans
DmsA HdeA00819 Probable 7,0%10® DmsA aus Bilous et al.
oxidoreductase Escherichia coli (1988)
YoaE
DmsB / / / DmsB aus Bilous et al.
Escherichia col (1988)
DmsC / / / DmsC aus Bilous et al.
Escherichia col (1988)
DMS-Oxidase HdeA00801 Xylene 2,0%10™* DsoF aus Horinouchi et
monooxygenase Acinetobacter sp. al. (1997)
electron  transfer strain 20B
component
DoxA / / / DoxA aus Miiller et al.
Acidianus (2004)
ambivalens
DoxD / / / DoxD aus Maller et al.
Acidianus (2004)
ambivalens
DsrA / / / Alvin_1251 Dahl et al.
(2008)
DsrB / / / Alvin_1252 Dahl et al.
(2008)
DsrC / / / Alvin_1256 Dahl et al.
(2008)
DsrE3-like HdeA00846 Hypothetical new 8,0*10° Mcup_0681 Liu et al
protein (2014)
FccA HdeA03455 Sulfide 1,010 Alvin_1092 Dahl et al.
dehydrogenase (2008)

[flavocytochrome
c] flavoprotein

HdeA00827 Sulfide 2,0¥10°"
dehydrogenase
[flavocytochrome
c] flavoprotein

FccB HdeA03158 Cytochrome c4 2,0%10”7 Alvin_1093 Dahl et al.
(2008)

HdrA HdeA00843 CoB--CoM 1,0%101% AFE_2553 Quatrini et al.
heterodisulfide (2009)
reductase iron-
sulfur subunit A

HdrB1 HdeA00844 Heterodisulfide 0,0 AFE_2554 Quatrini et al.
reductase  subunit (2009)
B-like protein

HdrB2 HdeA00840 CoB--CoM 1,0%107% AFE_2550 Quatrini et al.
heterodisulfide (2009)
reductase 1 subunit
B

HdrC1 HdeA00845 CoB--CoM 1,0%101% AFE_2555 Quatrini et al.
heterodisulfide (2009)

reductase 1 iron-
sulfur subunit

HdrC2 HdeA00841 Heterodisulfide 4,010 AFE_2551 Quatrini et al.
reductase  subunit (2009)
C-like protein

Hyp HdeA00842 Hypothetical new 7,010 AFE_2552 Quatrini et al.
protein (2009)

LbpA HdeA01679 Glycine cleavage 2,010 AFE_2549 Liu et al

system H protein 2 (2014)
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Lokus-Tag Annotation Referenzprotein Quelle
HdeA00838 Glycine cleavage 3,0*10™°
system H protein 5
Methanthioloxidase HdeA00762 Selenium-binding 0,0 Methanthioloxidase Eyice et al.
protein 1-A aus (2018)
Hyphomicrobium
VS
HdeA00789 Selenium-binding 0,0
protein 1-A
Persulfiddioxygenase- HdeA00783 Beta-lactamase 3,0%10™! PDO2 aus Sattler et al.
like hydrolase-like Pseudomonas (2015)
protein putida
HdeA00766 Beta-lactamase 6,0%10™°
hydrolase-like
protein
HdeA01337 Beta-lactamase 8,010
hydrolase-like
protein
HdeA03175 Protein ~ ETHE1, 1,010
mitochondrial
QmoA / / / QmoA aus Dahl et al.
Desulfovibrio (2008)
desulfuricans
QmoB / / / QmoB aus Dahl et al.
Desulfovibrio (2008)
desulfuricans
QmoC / / / QmoC aus Dahl et al.
Desulfovibrio (2008)
desulfuricans
Sat / / / Alvin_1118 Dahl et al.
(2008)
SoeA / / / Alvin_2491 Dahl et al.
(2013)
SoeB / / / Alvin_2490 Dahl et al.
(2013)
SoeC / / / Alvin_2489 Dahl et al.
(2013)
SorA HdeA00734 Sulfite  oxidase, 1,0¥10™" SorA aus Starkeya  Kappler et al.
mitochondrial novella (2000)
SorB HdeA00733 Hypothetical new 1,010 SorB aus Starkeya  Kappler et al.
protein novella (2000)
SoxA HdeA00831 Hypothetical new 9,010 Alvin_2169 Dahl et al.
protein (2008)
SoxB HdeA00828 Protein 5SNUC 1,0%107%% Alvin_2167 Dahl et al.
(2008)
SoxC HdeA00726 Nitrate reductase 5,010 SoxC aus  Wodara et al.
[NADH Paracoccus (1997)
pantotrophus
SoxD / / / SoxD aus  Wodara et al.
Paracoccus (1997)
pantotrophus
SoxF HdeA03455 Sulfide 1,010 SoxF aus  Quentmeier et
dehydrogenase Paracoccus al. (2004)
[flavocytochrome pantotrophus
c] flavoprotein
HdeA00827 Sulfide 1,010
dehydrogenase
[flavocytochrome
c] flavoprotein
SoxX HdeA00832 Uncharacterized 4,0%10°" Alvin_2168 Dahl et al.
lipoprotein (2008)
ag_1806
SoxY HdeA00830 Hypothetical new 5,010 Alvin_2111 Dahl et al.
protein (2008)
SoxZ HdeA00829 Hypothetical new 6,010 Alvin_2112 Dahl et al.
protein (2008)
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Lokus-Tag Annotation Referenzprotein
Sulfid:Chinon- HdeA00784 Sulfide:quinone 3,010 Sqr aus Shen et al.
Oxidoreduktase oxidoreductase, Staphylococcus (2016)
SqrB-Typ mitochondrial aureus
Sulfid:Chinon- / / / Alvin_2145 Weissgerber et
Oxidoreduktase al. (2013)
SgrD-Typ
Sulfid:Chinon- / / / Alvin_1195 Weissgerber et
Oxidoreduktase SqrF- al. (2013)
Typ
TauE HdeA00781 protein of 1,0%101% Hden_0720 Weinitschke et
unknown function al. (2007)
DUF81
TetH / / / AFE_0029 Kanao et al.
(2007)
TsdA HdeA02384 Hypothetical new 7,010 Alvin_0091 Denkmann et
protein al. (2012)
TusA HdeA00836 UPF0033 protein 1,010 Alvin_2600 Stockdreher et
NMB0681 al. (2014)

Fir die in der Literatur beschriebene Oxidation von Sulfid (Suylen et al., 1986; Suylen et al., 1987)
konnten zwei FccA-dhnliche Proteine (HdeA03455, HdeA00827) identifiziert werden. Beide jeweils
kodierenden Gene liegen im Genom ohne ein benachbartes Gen vor, das fiir ein FccB-ahnliches
Protein kodiert. Ein Gen fiir ein mogliches FccB-Homolog (HdeA03158) liegt an einer anderen Stelle
im Genom. Das FccA-ahnliche Protein HdeA03455, das als ,Sulfide dehydrogenase [flavocytochrome
c] flavoprotein® annotiert ist, besitzt auch eine Ahnlichkeit zu SoxF. Im Genom von Hyphomicrobium
EG konnte ein cst-dhnliches Operon gefunden werden (HdeA00780-HdeA00784). Dieses beinhaltet
neben einer Sqr vom B-Typ (HdeA00784) zusatzlich ein Gen fiir eine PDO (HdeA00783), ein Gen fiir
ein Protein mit einem Rhodanese-Motiv (HdeA00782) und ein weiteres Gen fir ein TauE-ahnliches
Protein (HdeA00781). Erganzt wird das Cluster mit einem weiteren Gen, dessen kodiertes Protein eine
Ahnlichkeit zu Hden_0721 aus dem cst-dhnlichen Operon von Hyphomicrobium X besitzt. Zur
Oxidation von elementarem Schwefel konnte neben der PDO ein vollstandiges Hdr-ahnliches System
(HdeA00845-HdeA00840) inklusive LbpA (HdeA00838) und DsrE-ahnlichem Protein (HdeA00846)
gefunden werden. Fur die in der Literatur beschriebene Oxidation von Thiosulfat (Suylen et al., 1986)
wurden eine Thiosulfatdehydrogenase vom TsdA-Typ (HdeA02384) und ein unvollstandiges Sox-
System (SoxABXYZ, HdeA00828-HdeA00832) identifiziert. Ein Protein mit einer Ahnlichkeit zu
SoxC (HdeA00726) wurde an einer anderen Stelle im Genom gefunden, ein SoxD-Homolog fehlte.
Das putative SoxC-Homolog liegt als einzelnes Gen im Genom umgeben von zwei anderen Operon-
Strukturen (in jeweils anderer Leserichtung) kodiert vor. Fir die Oxidation von Sulfit zu Sulfat konnte
ein Protein mit einer Ahnlichkeit zu SorA (HdeA00734) identifiziert werden, das in einem Operon mit
einem maglichen SorB-Homolog (HdeA00733) liegt. Homologe zur Adenylylsulfat-Reduktase, ATP-

Sulfurylase oder SoeABC konnten nicht gefunden werden.

In der Literatur ist belegt, dass Hyphomicrobium EG DMSO, DMS oder Methanthiol als
Organoschwefelsubstrate verstoffwechseln kann (Suylen et al., 1986; Suylen & Kuenen, 1986; Suylen
et al., 1987). Ahnlich wie bei Hyphomicrobium X sind auch bei Hyphomicrobium EG die in den
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Abbau von Organoschwefelverbindungen involvierten Enzyme unklar. Fur die Reduktion von DMSO
verfugt der Organismus uber ein Homolog von DmsA aus E. coli (HdeA00819), DmsB-und DmsC-
Homologe fehlen. Eine DMS-Monooxygenase vom DmoAB-Typ (Boden et al., 2011) konnte nicht im
Genom identifiziert werden, dafur aber ein Homolog zur DsoF-Untereinheit einer DMS-Oxidase
(HdeA00801). Die anderen Komponenten eines moglichen Oxidase-Komplexes (DsoA-DsoE) fehlten.
Fur die Oxidation von Methanthiol wurden zwei Gene identifiziert, die fur Methanthioloxidasen
kodieren (HdeA00789, HdeA00762). Auffallig war hierbei, dass HdeA0O789 im Gegensatz zu
HdeA00762 und samtlichen weiteren bisher beschriebenen Methanthioloxidasen kein Signalpeptid
aufwies.

4.2.2 Proteom-basierte Einblicke in den Dimethylsulfoxid-Stoffwechsel von
Hyphomicrobium denitrificans EG
Hyphomicrobium denitrificans EG verfugt tber ein Operon, das fur ein Hdr-&hnliches System kodiert

(HdeA00845-HdeA00840, Tab. 20). Da der Organismus mesophil ist und flr ihn in der Literatur
bereits ein oxidativer dissimilatorischer Schwefelmetabolismus beschrieben wurde (Suylen et al.,
1986; Suylen et al., 1987), ware Hyphomicrobium EG ein potentieller Modellorganismus zur
Erforschung von Hdr-dhnlichen Proteinen. Zur Untersuchung, ob die Hdr-dhnlichen Proteine eine
Rolle im Rahmen des Schwefelstoffwechsels von Hyphomicrobium EG spielen, wurde eine
vergleichende Proteom-Analyse durchgefiihrt. Hierfir wurden die Proteome von mit DMSO
kultivierten Zellen (schwefelhaltiges Substrat) mit denen von auf DMA als Substrat gewachsenen

Zellen (schwefelfreies Substrat) verglichen.

Das Genom von Hyphomicrobium EG kodiert flir 3.615 Proteine. Von diesen konnten 1.744 innerhalb
der durchgefiihrten Proteom-Analyse identifiziert werden. Fir die statistische Auswertung (limma und
Rank Product) wurden nur Proteine berlicksichtigt, die in allen drei Replikaten gefunden werden
konnten (1.529 Proteine, Abb. 35). Die relative Haufigkeit von 493 Proteinen war beim Wachstum mit
DMSO als Substrat mindestens signifikant erhéht. Ebenfalls war die relative Haufigkeit von 644

Proteinen mindestens signifikant verringert.

Fir die weitere Analyse der Daten wurden — wie zuvor auch fiir die Daten von Hyphomicrobium X —
nachfolgend nur die Daten betrachtet, die unter Verwendung des limma-Tests eine mindestens
signifikante Verdnderung aufwiesen. Hierbei muss beachtet werden, dass sich die ermittelten
Korrelationskoeffizienten nach Pearson bei den beiden angewendeten statistischen Tests
unterschieden. Unter Anwendung des limma-Tests konnten 1137 mindestens signifikant verdnderte
Proteinhdufigkeiten festgestellt werden, wahrend bei der Verwendung vom Rank-Product-Tests

insgesamt 359 Proteinhdufigkeiten signifikant verandert vorlagen.
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Abb. 35: Ergebnisse der vergleichenden Proteom-Analyse mit Hyphomicrobium EG. Die normalisierte und zum
Logarithmus der Basis 2 verrechneten Verdnderungen der relativen Proteinhdufigkeiten wurden gegen die logarithmierten
(zur Basis 2) p-Werte aufgetragen. Magenta gefarbte Datenpunkte symbolisieren Proteine, deren Veranderungen der relativen
Proteinhdufigkeiten als mindestens signifikant klassifiziert wurden, wéhrend graue Datenpunkte nicht signifikante
Veranderungen anzeigen.

Zur Uberpriifung einer moglichen genetischen Vergesellschaftung von Genen, deren kodierte Proteine
im Proteom signifikant verandert waren, wurden deren Lokus-Tags gegen die logarithmierten

Verénderungen der Proteinhdufigkeiten aufgetragen (Abb. 36).
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Abb. 36: Die kodierenden Gene der signifikant regulierten Proteine im Proteom von Hyphomicrobium EG zeigten eine
genetische Vergesellschaftung. Die gemal limma-Test mindestens signifikant hinsichtlich der relativen Proteinhdufigkeit
verdnderten Proteine wurden mit den jeweiligen Lokus-Tags gegen die normalisierte und zum Logarithmus der Basis 2
verrechneten Verénderungen der relativen Proteinhdufigkeiten aufgetragen. Griine Balken zeigen einen positiven Wert an,
rote Balken einen negativen.
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Die kodierenden Gene der Proteine, die beim Wachstum mit DMSO oder DMA héaufiger im Proteom
zu finden waren, lagen (ber die gesamte L&nge des Genoms verteilt vor. Zusatzlich gab es
Genomregionen, in denen aufféllig viele dieser Proteine kodiert werden. Innerhalb der 99 Gene von
HdeA0O756 bis HdeA00855 wurden 45 Proteine kodiert, deren relative Haufigkeit im DMSO-
Proteom sehr signifikant erhoht vorlag. Zu den hier gefundenen Proteinen gehoren beide
Methanthioloxidasen (HdeA00761, HdeA00789), eine putative cytoplasmatische PDO (HdeA00766),
zwei der vier Proteine aus dem cst-&hnlichen Operon (HdeA00780-HdeA00784), eine putative DMS-
Monooxygenase (HdeA00805), ein DmsA-Homolog (HdeA00819), SoxABFXYZ (HdeA00827-
HdeA00834), ein TusA-Homolog (HdeA00836) sowie der Hdr-dhnliche Komplex (HdeA00845-
HdeA00840) inklusive eines DsrE3-ahnlichen Proteins (HdeA00846).

Eine weitere aufféllige Clusterung an Genen, deren Proteine im DMSO-Proteom signifikant weniger
haufig vorkamen, lag zwischen den Genen HdeA03266 bis HdeA03305. VVon den hier kodierten 39
Proteinen waren 36 signifikant weniger haufig im Proteom zu finden. Gemal} der Annotation handelt
es sich bei 26 der hier kodierten Proteine um ribosomale Proteine. Weitere drei Proteine sind
DNA-abhéngigen
Elongationsfaktoren (Tab. 24). Proteinen mit einer mdglichen Funktion im Schwefelstoffwechsel von

Bestandteile  der RNA-Polymerase und zwei andere Translations-

Hyphomicrobium EG (Tab. 20) und deren veranderte Proteinhaufigkeiten im Rahmen der Proteom-

Analyse wurden in Tab. 21 zusammengefasst.

Tab. 21: Veranderungen der relativen Protein-Level von Proteinen mit einer mdglichen Funktion im oxidativen
dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel von Hyphomicrobium EG. p-Werte < 0,05 wurden als signifikant klassifiziert (*),
p-Werte < 0,01 wurden als sehr signifikant klassifiziert (**) und p-Werte < 0,001 als hdchstsignifikant (***), nd = nicht
detektiert.

Annotation Quelle

Lokus-Tag log2 fold change /

Signifikanz

HdeA00726 SoxC Nitrate reductase  1,7* Wodara et al. (1997)
[NADH
HdeA00733 SorB Hypothetical new nd Kappler et al. (2000)
protein
HdeA00734 SorA Sulfite oxidase, nd Kappler et al. (2000)
mitochondrial
HdeA00762 Methanthioloxidase Selenium-binding 2,7%** Eyice et al. (2018)
protein 1-A
HdeA00766 Persulfiddioxygenase-  Beta-lactamase 09 Sattler et al. (2015)
like hydrolase-like protein
HdeA00781 TauEk protein of unknown nd Weinitschke et al.
function DUF81 (2007)
HdeA00783 Persulfiddioxygenase-  Beta-lactamase -1,3 Sattler et al. (2015)
like hydrolase-like protein
HdeA00784 Sulfid:Chinon- Sulfide:quinone 3,2%** Shen et al. (2016)
Oxidoreduktase SqrB-  oxidoreductase,
Typ mitochondrial
HdeA00789 Methanthioloxidase Selenium-binding 1,8* Eyice et al. (2018)
protein 1-A
HdeA00801 DMS-Oxidase-like Xylene 2,2%* Horinouchi et al.
monooxygenase (2997)
electron transfer

component
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Lokus-Tag Name Annotation log2 fold change / Quelle
Signifikanz

HdeA00805 putative 3,0*%**
dimethylsulfide
monooxygenase /
FMN-dependent
NADH-azoreductase

HdeA00819 DmsA-like Probable 2,3** Bilous et al. (1988)
oxidoreductase YoaE

HdeA00827 FccA-like, SoxF-like Sulfide 0,9 Quentmeier et al.
dehydrogenase (2004; Dahl et al.
[flavocytochrome  c] (2008)
flavoprotein

HdeA00828 SoxB Protein SNUC 2,5%** Dahl et al. (2008)

HdeA00829 SoxZ Hypothetical new 2,8*** Dahl et al. (2008)
protein

HdeA00830 SoxY Hypothetical new 2,9%** Dahl et al. (2008)
protein

HdeA00831 SoxA Hypothetical new 2,8*%** Dahl et al. (2008)
protein

HdeA00832 SoxX Uncharacterized 2,6%** Dahl et al. (2008)
lipoprotein aq_1806

HdeA00836 TusA UPF0033 protein  1,6** Stockdreher et al.
NMB0681 (2014)

HdeA00838 LbpA Glycine cleavage nd Liu et al. (2014)
system H protein 5

HdeA00840 HdrB2 CoB--CoM 2,1%** Quatrini et al. (2009)
heterodisulfide
reductase 1 subunit B

HdeA00841 HdrC2 Heterodisulfide 1,8** Quatrini et al. (2009)
reductase subunit C-
like protein

HdeA00842 Hyp Hypothetical new -0,6 Quatrini et al. (2009)
protein

HdeA00843 HdrA CoB--CoM 3,0%** Quatrini et al. (2009)
heterodisulfide
reductase iron-sulfur
subunit A

HdeA00844 HdrB1 Heterodisulfide 2,4%F* Quatrini et al. (2009)
reductase subunit B-
like protein

HdeA00845 HdrC1 CoB--CoM nd Quatrini et al. (2009)
heterodisulfide
reductase 1 iron-
sulfur subunit

HdeA00846 DsrE3-like Hypothetical new 2,8*** Liu et al. (2014)
protein

HdeA01337 Persulfiddioxygenase-  Beta-lactamase -4,6%** Sattler et al. (2015)

like hydrolase-like protein

HdeA01679 LbpA Glycine cleavage nd Liu et al. (2014)
system H protein 2

HdeA02384 TsdA Hypothetical new nd Denkmann et al.
protein (2012)

HdeA03158 FccB Cytochrome c4 1,6** Dahl et al. (2008)

HdeA03175 Persulfid Protein ETHE1, 05 Sattler et al. (2015)

Dioxigenase-like mitochondrial

HdeA03455 FccA-like, SoxF-like  Sulfide 2,3%* Quentmeier et al.
dehydrogenase (2004); Dahl et al.
[flavocytochrome  c] (2008)
flavoprotein

Ahnlich wie bei Hyphomicrobium X (Tab. 17) waren auch bei Hyphomicrobium EG beim Wachstum

mit einem schwefelhaltigen Substrat Teile des Hdr-&hnlichen Komplexes sowie des Sox-Systems sehr
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signifikant oder hdchstsignifikant hdufiger im Proteom zu finden. Eine Ausnahme hiervon bilden
HdrC1, das nicht detektiert werden konnte, und das hypothetische Protein aus dem hdr-&hnlichen
Gencluster (HdeA00842). Letzteres wurde im DMSO-Proteom wenig haufig gefunden. Die ermittelte
Veranderung der Proteinhaufigkeit von HdeA00842 war allerdings nicht signifikant. Das auferhalb
des eigentlichen sox-Genclusters kodierte SoxC-Homolog (HdeA00726) war ebenso wie ein SoxF-
ahnliches Protein (HdeA03455) signifikant h&ufiger im Proteom zu finden. Auch das im erweiterten
hdr-&hnlichen Genlokus kodierte DsrE3-&hnliche Protein (HdeA00846) konnte im Gegensatz zum
Lipoatbindeprotein LbpA hochstsignifikant haufiger im DMSO-Proteom gefunden werden. Proteine
mit einer moglichen Funktion innerhalb der ersten Schritte der DMSO-Degradation wie
Methanthioloxidasen (HdeA00761, HdeA00789), ein DsoF-&hnliches Protein (HdeA00801), die
putative DMS-Monooxygenase (HdeA00805) oder ein DmsA-dhnliches Protein (Hde A00819) wurden
im DMSO-Proteom sehr signifikant oder héchstsignifikant haufiger gefunden. Von den vier putativen
Persulfiddioxygenasen (HdeA00783, HdeA00766, HdeA01337, HdeA03175) konnten alle im Proteom
detektiert werden. Hierbei wies HdeA01337 eine hdchstsignifikant niedrigere Haufigkeit auf. Bei den
drei anderen PDOs waren die Veranderungen der relativen Proteinhdufigkeiten nicht signifikant. Das
galt auch fir das Homolog, das im cst-dhnlichen Operon kodiert wird (HdeA00783). Im Gegensatz
hierzu war die im cst-dhnlichen Operon kodierte Sulfid:Chinon-Oxidoreduktase (HdeA00784)
hdchstsignifikant haufiger im DMSO-Proteom zu finden und wies mit einem log2 fold change von 3,2
zudem die starkste Veranderung aller Proteine mit einer potentiellen Rolle im Rahmen des
Schwefelmetabolismus von Hyphomicrobium EG auf. Innerhalb der Rangliste der Proteine, die
hochstsignifikant hdufiger beim Wachstum mit DMSO als Substrat gefunden werden konnten (Tab.
22), liegt die Sqr auf Platz 33.

Innerhalb der Proteom-Analyse wurden 98 Proteine gefunden, deren relative Haufigkeit im Proteom
von auf DMSO gewachsenen Zellen mindestens sehr signifikant um einen log2 fold change von 2,5
oder groRer verandert war (Tab. 25, Anhang). Dem GroBteil dieser Proteine konnten mit
bioinformatischen Tools keine bekannten Homologe aus anderen Organismen zugeordnet werden (47
,hypothetische neue Proteine‘*). Aus diesem Grund wurden fiir die weitere Analyse nur Proteine
ausgewahlt, deren relative Haufigkeiten hdchstsignifikant um einen log2 fold change von mindestens
3 beim Wachstum mit DMSO als Substrat erhéht waren (Tab. 22).

Tab. 22: Proteine, deren relative Haufigkeiten im Proteom von Hyphomicrobium EG sich hdchstsignifikant um einen
log2 fold change von mindestens 3 beim Wachstum mit DMSO als Substrat erhéht haben.

Lokus-Tag Annotation log2 fold change

HdeA00706 dehydroquinate dehydratase 2 4,7
HdeA02557 Hypothetical new protein 4,2
HdeA03103 Hypothetical new protein 41
HdeA01065 Putative protease MJ0651 4,0

protein of unknown function

HdeA02514 DUF1244 3,9
HdeA00773 Hypothetical new protein 3,9

HdeA01505 Hypothetical new protein 3,8
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Lokus-Tag Annotation log2 fold change
Ethanolamine utilization

HdeA01415 protein EutQ 3,7

HdeA03449 Metallothiol transferase FosB 3,7

HdeA02734 Hypothetical new protein 3,7
PQQ-dependent
dehydrogenase,

HdeA00209 methanol/ethanol family 3,6

HdeA03062 Hypothetical new protein 3,6
Probable endolytic
peptidoglycan transglycosylase

HdeA02805 RIpA RIpA 3,6
Sec-independent protein

HdeA00422 TatB translocase protein TatB 3,6

HdeA01435 GDP-mannose 4,6-dehydratase 3,6

HdeA01786 Hypothetical new protein 3,6
Uncharacterized

HdeA00434 metalloprotease YcalL 3,6

HdeA00981 Hypothetical new protein 3,5
Glyoxalase/bleomycin

HdeA01729 resistance protein/dioxygenase 3,5

HdeA01036 Carboxymethylenebutenolidase 3,4

HdeA02219 Hypothetical new protein 3,4
Homoserine O-

HdeA00799 acetyltransferase 34

HdeA00803 fatty acid desaturase 3,4
protein of unknown function

HdeA00956 DUF461 3,4

HdeA02809 Hypothetical new protein 3,3

HdeA03107 Pseudoazurin 3,3

HdeA00804 Thioredoxin peroxidase 3,3

HdeA00794 Hypothetical new protein 3,3

HdeA02313 Hypothetical new protein 3,3
ribosomal L11

HdeA01273 methyltransferase 3,2
glutathione-dependent

HdeA00227 formaldehyde-activating GFA 3,2

HdeA02830 Hypothetical new protein 3,2

Sulfid:Chinon- Sulfide:quinone

HdeA00784 Oxidoreduktase SqrB-Typ oxidoreductase, mitochondrial 3,2
Tetratricopeptide TPR_2 repeat

HdeA02510 protein 3,2

HdeA02399 cytochrome c class | 3,2

HdeA01790 Hypothetical new protein 3,2
outer membrane lipoprotein

HdeA01819 LolA carrier protein LolA 3,2
protein of unknown function

HdeA00203 DUF488 3,2

HdeA01029 Hypothetical new protein 3,1

HdeA01642 HtpX Protease HtpX homolog 3,1
4Fe-4S ferredoxin iron-sulfur

HdeA02042 Ferredoxin 2 binding domain protein 3,1

HdeA01755 Hypothetical new protein 3,1
CoB--CoM heterodisulfide

HdeA00843 HdrA reductase iron-sulfur subunit A 3,0

Trotz der strengeren Auswahlkriterien konnten vielen hochstsignifikant in ihrer Haufigkeit
verénderten Proteinen keine Funktionen anhand von bekannten Homologen zugewiesen werden.
Sieben der 42 Proteine besitzen homologe Proteine mit beschriebener Funktion in anderen

Organismen. Eine Zuweisung moglicher Funktionen fir die Gbrigen Proteine durch die Nutzung
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bioinformatischer Tools war nicht mdglich. Mit Ausnahme der Sgr (HdeA00784) und HdrA
(HdeA00843) befanden sich keine weiteren Proteine mit einer mdglichen Involvierung in den
Schwefelstoffwechsel von Hyphomicrobium EG (Tab. 20) unter den in Tab. 22 zusammengefassten

Proteinen.

Ahnliche Schwierigkeiten hinsichtlich einer aussagekraftigen Annotation durch die Identifikation von
Homologen in anderen Organismen ergaben sich fur Proteine mit verringerten Haufigkeiten im
DMSO-Proteom. Insgesamt 279 Proteine wiesen einen mindestens signifikanten und 277 einen
mindestens sehr signifikanten log2 fold change von -1,5 oder niedriger auf. Dem GroRteil dieser
Proteine konnte durch bioinformatische Tools keine Funktion zugewiesen werden. Deshalb wurden fir
eine nachfolgende nahere Analyse nur die Proteine ausgewdhlt, deren relative Haufigkeiten
hochstsignifikant um einen log2 fold change von mindestens -3 beim Wachstum mit DMSO als
Substrat verringert waren (Tab. 23).

Tab. 23: Proteine, deren relative Haufigkeiten im Proteom von Hyphomicrobium EG sich hdchstsignifikant um einen
log2 fold change von mindestens -3,0 beim Wachstum mit DMSO als Substrat verringert haben. p-Werte < 0,05

wurden als signifikant klassifiziert (*), p-Werte < 0,01 wurden als sehr signifikant klassifiziert (**) und p-Werte < 0,001 als
héchstsignifikant (***).

Lokus-Tag Annotation log2 fold change /
Signifikanz

HdeA02765 Hypothetical new protein

HdeA02764 Hypothetical new protein -6,5***

Probable NADH dehydrogenase
[ubiquinone] 1 alpha

HdeA03203 subcomplex subunit 12 -5,8***
glutamine amidotransferase

HdeA00893 GIxB class- -5, 2%**

HdeA02299 O-methyltransferase small -5,1%**
Heme dependent oxidative N-

HdeA01446 demethylase -5,0***

HdeA00871 Hypothetical new protein -5,0***

HdeA00918 Hypothetical new protein -4, 9***

HdeA01448 Hypothetical new protein -4 8***
tRNA-dihydrouridine synthase

HdeA00341 2 -4, 7*%*

HdeA00890 glutamine synthetase, type Il -4, 7>
Beta-lactamase hydrolase-like

HdeA01337 Persulfiddioxygenase-like protein -4, 6***
diguanylate
cyclase/phosphodiesterase with

HdeA03329 PAS/PAC sensor(s) -4,6***

HdeA01808 Hypothetical new protein -4, 6***
chromosome segregation and

HdeA00425 ScpA condensation protein ScpA -4, 6***

HdeA00222 Sensor histidine kinase AruS -4 5***

HdeA01125 Hypothetical new protein -4 5x**

HdeA02089 Sarcosine oxidase subunit alpha -4 5***
Flagellar motor switch protein

HdeA02100 FIiN -4, 2%**
Uncharacterized sugar kinase

HdeA00040 YdjH -4, 1%**

HdeA00193 Hybrid peroxiredoxin hyPrx5 -4, 0***

glutamate synthase alpha
HdeA00892 GIxC subunit domain protein -4, 0***
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Lokus-Tag Name Annotation log2 fold change /

Signifikanz

amino acid permease-associated

HdeA01449 region -4,0%**

HdeA01159 Catechol-2,3-dioxygenase -3,9%**

HdeA0132 Protein DCL, chloroplastic -3,9%**
nuclease (SNase domain

HdeA02058 protein) -3,9%**
Sarcosine oxidase delta subunit

HdeA02090 heterotetrameric -3,8%**

HdeA01761 endonuclease 111 -3, 7%**
ATP-dependent RNA helicase

HdeA02608 RhIE RhIE -3, 7%**

HdeA00323 Phosphoglycolate phosphatase -3,7**
NADPH-dependent FMN

HdeA01737 reductase -3,6%**
ferredoxin-dependent glutamate

HdeA00891 GIxD synthase -3,6%**
transcriptional regulator, MucR

HdeA03356 family -3,5%**
ErfK/YbiS/YcfS/YnhG family

HdeA02481 protein -3,5***
amino acid permease-associated

HdeA02763 region -3,5%**
Anthranilate synthase

HdeA03500 component 2 -3,4%**

HdeA03305 50S ribosomal protein L17 -3,4***

HdeA02937 SmB SsrA-binding protein -3,3%**
ribonucleoside-diphosphate
reductase, adenosylcobalamin-

HdeA03201 dependent -3,3***
Tetrahydromethanopterin:alpha-

HdeA03536 L-glutamate ligase -3,3%**
methylglutamate dehydrogenase

HdeA02091 subunit A -3,2%%*
Methylated-DNA-(protein)-
cysteine S-methyltransferase

HdeA03017 DNA binding protein -3,2%**
hydroxymethylbutenyl

HdeA00929 pyrophosphate reductase -3,1***

HdeA01507 Hypothetical new protein -3,1***

Wenngleich viele Proteine keine bekannten Homologe aufwiesen, bildeten die im Gencluster
HdeA00890 bis HdeA00893 kodierten Proteine eine Ausnahme. GIxB, GIxC und GIxD sowie das als
Glutamin-Synthetase annotierte Protein HdeA00890 spielen im Rahmen der Degradation des
Stickstoffanteils von Dimethylamin eine Rolle (Meiberg & Harder, 1978). Zudem ist HdeA01337 ein
Persulfiddioxygenase-&hnliches Protein (Tab. 20).

Eine abschlieBende Betrachtung der im Rahmen der Proteom-Analyse vom Hyphomicrobium EG
erhobenen Daten zeigte, dass das Proteom des Organismus beim Wachstum mit den beiden
unterschiedlichen Substraten einer starken Modifikation unterzogen wurde. Waéhrend bei
Hyphomicrobium X von den 1.859 in allen drei biologischen Replikaten gefundenen Proteinen
insgesamt 644 eine mindestens signifikante Verdnderung der Proteinhdufigkeit aufwiesen (35 %),
waren es bei Hyphomicrobium EG 74 % (1.137 von 1.529 Proteinen).
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4.3 Rekombinanter Ansatz

4.3.1 Heterologe Expression von rekombinantem TK90 0635 und Hden_0692 in E.
coli
In allen Genloki, die Hdr-&hnliche Komplexe kodieren, wurde ein Gen gefunden, das fur ein

hypothetisches Protein (Hp) kodiert. Hp aus unterschiedlichen Organismen weisen weder
untereinander groBere konservierte Bereiche auf noch konnten durch den Einsatz von
bioinformatischen Tools mdgliche prosthetische Gruppen zugewiesen werden. Um Hinweise auf eine
Funktion dieser Proteine zu finden, sollte TK90 0635, das Hp aus Thioalkalivibrio sp. K90mix,
heterolog in E. coli produziert, aufgereinigt und analysiert werden. Die Fraktionen der Strep-Tactin-
Affinitatschromatographie wiesen eine leichte griinliche Farbung auf. Um rekombinantes TK90_ 0635
mdglichst ohne kontaminierende Proteine von E. coli aufreinigen zu kdnnen und Informationen Uber
einen moglichen Multimerisierungsgrad zu erhalten, wurde das aufgereinigte Protein einer
GroRenausschlusschromatographie unterzogen. Deren Elutionsfraktionen wurden spektroskopisch,
mittels SDS-PAGE und einer chromogenen Western-Blot-Analyse untersucht (Abb. 37).

Das Elutionsspektrum (Abb. 37, A) zeigte zwei Peaks (Fraktionen 40-49, nachfolgend als 40er-Peak
bezeichnet; Fraktionen 59-65, nachfolgend als 60er-Peak bezeichnet). Die Elutionsfraktionen des
60er-Peaks waren farblos, die Fraktionen des 40er-Peaks leicht grinlich gefarbt. Wahrend die
Fraktionen des 60er-Peaks im UV/Vis-Spektrum (Abb. 37, B) mit Ausnahme des Proteinpeaks keine
erkennbaren weiteren Absorptionsmaxima aufwiesen, zeigte das Spektrum der 40er-Fraktionen
Absorptionsmaxima bei 415 nm und 646 nm sowie bei 560 nm. Ahnliche Absorptionsmaxima fiir
Proteine im Zustand ,wie isoliert® sind fur b-Typ-Cytochrome bekannt (Shabbiri et al., 2010). Zur
Uberpriifung, ob die beobachteten spektralen Eigenschaften TK90 0635 oder mdglicherweise
kontaminierenden E. coli-Proteinen zugeordnet werden konnten, wurden die vereinten Fraktionen des
40er- und des 60er-Peaks mittels einer SDS-PAGE aufgetrennt (Abb. 37, C). Rekombinantes
TK90_0635 (inkl. Strep-tag) besitzt eine theoretische Grofle von 31 kDa. Eine korrespondierende
Bande konnte fur die Probe des 60er-Peaks beobachtet werden. Die Probe des 40er-Peaks wies
ebenfalls eine schwache Bande auf der erwarteten Hohe von TK90_0635 auf. Zusatzlich zeigte diese
Probe zahlreiche Banden von groReren Proteinen. In der chromogenen Western-Blot-Analyse wurde in
der Probe vom 60er-Peak eine Bande detektiert, die mit der in der Coomassie-Farbung gefundenen
Bande bereinstimmte. Die Proben des 40er-Peaks wiesen ebenfalls eine Bande auf gleiche H6he mit
einem schwacheren Signal auf. Die zahlreichen Banden, die durch gréliere Proteine in der Coomassie-
Farbung verursacht wurden, fiihrten zu keinem Signal beim Western Blot. Dies legte nahe, dass es sich
hierbei um kontaminierende E. coli-Proteine handelte, die fir die beobachteten spektralen
Eigenschaften verantwortlich waren. Zusammengefasst zeigte dies, dass das TK90_0635 keine
spektralen Eigenschaften aufwies und unter den gewdhlten Bedingungen dazu tendierte, stabile

Komplexe mit Proteinen aus E. coli zu bilden.
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Abb. 37: Charakterisierung von rekombinantem TKO90_0635. Gezeigt ist das Chromatogramm der
GroRenausschlusschromatographie  mit  via  Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie  aufgereinigtem rekombinanten
TK90_0635 (A) sowie die UV/Vis-Spektroskopie der vereinten Elutionsfraktionen der Elutionspeaks aus der
GroRenausschlusschromatographie (B, 40er = Fraktionen 40-49; 60er = Fraktionen 59-65). Die Spektren wurden auf 715 nm
und den Proteinpeak normiert. Die vereinten Elutionsfraktionen der Elutionspeaks wurden zusétzlich in einer
coomassiegefarbten SDS-PAGE (C) und in einer chromogenen Western-Blot-Analyse unter Verwendung eines Strep-Tactin-
HRP-Konjugates (D) untersucht. Aufgetragen wurden jeweils 15 pL der vereinten Elutionsfraktionen (40er, 60er) sowie 1 pg
der rekombinant in E. coli produzierten Thiosulfatdehydrogenase C8j0815 aus Campylobacter jejuni, die ein Strep-tag
besitzt, als Positivkontrolle (+).

Um zu (berprifen, ob andere hypothetische Proteine, die in hdr-&hnlichen Genloki kodiert werden,

sich anders verhalten, wurde der experimentelle Ansatz mit dem hypothetischen Protein aus
Hyphomicrobium denitrificans X" (Hden_0692) wiederholt (Abb. 38).
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Abb. 38: Charakterisierung von rekombinantem Hden_0692. Gezeigt ist das Chromatogramm der
GroRenausschlusschromatographie  mit  via  Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie  aufgereinigtem rekombinanten
Hden_0692 (A) sowie die UV/Vis-Spektroskopie der vereinten Elutionsfraktionen  der  Strep-Tactin-
Affinitdtschromatographie vor GréRenausschlusschromatographie. Das frisch aufgereinigte Protein (50 pL) wurde in 20 mM
Tris-HCI (pH 7) gepuffert (,wie isoliert’). Die Reduktion erfolgte mit 0,66 mM Natriumdithionit (,reduziert‘). Die Spektren
wurden auf 715 nm wund den Proteinpeak normiert. Jeweils 15 pL der Elutionsfraktionen 40-40 der
GroRenausschlusschromatographie wurden mittels einer coomassiegefarbten SDS-PAGE auf ihre Homogenitdt hin
untersucht (C).

Die Elutionsfraktionen der Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie zeigten eine deutliche grinliche
Farbung und wurden einer GroéRenausschlusschromatographie (Abb. 38, A) und spektralen Analysen
(Abb. 38, B) unterzogen. Fiir Proteine im Zustand ,wie isoliert® konnten Absorptionsmaxima bei 427
nm, 560 nm und 629 nm sowie ein kleinerer Peak bei 530 nm festgestellt werden. Eine Reduktion der
Probe fiihrte zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums bei 427 nm in den kurzwelligen
Bereich zu 411 nm. Die Peaks bei 560 nm und 530 nm verschwanden und das Absorptionsmaximum
bei 629 nm zeigte eine Verschiebung in den langwelligen Bereich zu 645 nm. Ahnliche spektrale
Eigenschaften sind in der Literatur unter anderem fiir den Cytochrom-b558-d-Komplex von E. coli
beschrieben (Kita et al., 1984). Das Chromatogramm der GréRRenausschlusschromatographie mit
rekombinantem Hden_0692 unterschied sich von jenem des rekombinanten TK90_0635 (Abb. 37, A).
Die aufgetrennte Proteinlosung eluierte in einem Bereich von Fraktion 40 bis Fraktion 50 von der
Sdule. Alle Fraktionen (40-50) wiesen eine leichte grinliche Farbung auf. Die Analyse der
Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE (Abb. 38, C) zeigte, dass jede der betrachteten Fraktionen mehr
als eine Bande aufwies, wobei zwei Banden mit einer Grof3e von etwa 32 kDa und 36 kDa in allen
Proben erkennbar waren. Weitere Banden von gréReren Proteinen konnten in den Fraktionen 42—47

verzeichnet werden. Da rekombinantes Hden_0692 (inkl. Strep-tag) eine theoretische GréRe von 32
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kDa besitzt, wurde die in der SDS-PAGE beobachtete Bande bei 32 kDa dem Protein zugeordnet. Da
es nicht moglich war, durch eine GroRenausschlusschromatographie eine reine Fraktion mit
rekombinantem Hden_0692 zu erhalten, konnte entsprechend nicht geklart werden, ob die
beobachteten spektralen Eigenschaften Hden_0692 oder den kontaminierenden E. coli-Proteinen
zugeordnet werden mussten. Die zuvor erhobenen Daten zu rekombinantem TK90_0635 lieRen
letzteren Fall jedoch wahrscheinlicher erscheinen.

4.3.2 Heterologe Expression von rekombinantem HdrA in E. coli
Um zu kléren, ob das in HdrA-Homologen aus Hdr-ahnlichen Komplexen enthaltene 4C-Motiv aus

vier hochkonservierten Cysteinen moglicherweise ein Eisen-Schwefel-Cluster koordiniert, sollte
Hden_0691 als Modellprotein analysiert werden. Hierbei wurde der flir die Produktion von FeS-
Cluster-haltigen Proteinen optimierte Stamm E. coli BL21 (DE3) AiscR verwendet (Akhtar & Jones,
2008). Die Aufreinigung des Proteins via Strep-Tactin-Affinitatschromatographie und samtliche
weiteren Arbeiten erfolgten unter anaeroben Bedingungen. Durch eine Optimierung der
Expressionsbedingungen konnten aus 3 Litern Kultur 20 mg rekombinantes Protein gewonnen werden.
Die Elutionsfraktionen der Affinitatschromatographie wiesen eine braunliche Farbe auf und wurden
weiterflhrend mittels SDS-PAGE und Western Blot (Abb. 39, A) bzw. UV/Vis-Spektroskopie (Abb.
39, B) analysiert.
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Abb. 39: Rekombinantes Hden_0691 konnte erfolgreich in E. coli BL21 (DE3) AiscR heterolog produziert und
hochrein aufgereinigt werden. Gezeigt ist das Ergebnis der Reinheitskontrolle mittels coomassiegefarbter SDS-PAGE
(Coomassie) und einer chromogenen Western Blot Analyse unter Verwendung eines Strep-Tactin-HRP-Konjugates (a-Strep,
A). Aufgetragen wurde jeweils 1 pg via Strep-Tactin-Affinitatschromatographie aufgereinigtes rekombinantes Hden_0691.
Zur UV/Vis-Spektroskopie unter anaeroben Bedingungen (B) wurden 59 pM reines Hden_0691 gepuffert in 200 mM Tris-
HCI (pH 7,2) im Zustand ,wie isoliert® sowie komplett reduziert mit 1 mM Natriumdithionit (,reduziert) und komplett
oxidiert mit 90 uM Ferricyanid (,oxidiert‘) untersucht. Die Spektren wurden auf 750 nm und den Proteinpeak normiert.

Rekombinantes HdrA (inkl. Strep-tag) besitzt eine theoretische Grofe von 38 kDa. Eine

korrespondierende Bande wurde in der coomassiegefarbten SDS-PAGE gefunden und mittels Western
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Blot als HdrA identifiziert. Ferner zeigte sich, dass die aufgetragene Probe (1 pg Protein) keine

weiteren Proteine enthielt, die durch die Coomassie-Farbung sichtbar gemacht werden konnten.

Die spektrale Analyse des Proteins in den Zustdnden ,wie isoliert‘, ,oxidiert* und ,reduziert® fiihrte zur
Identifikation von verschiedenen spektralen Charakteristika. Das frisch aufgereinigte Protein wies
neben dem Proteinpeak eine Schulter bei 312 nm, sowie ein Absorptionsmaximum bei 360 nm und
eine weitere Schulter zwischen 600 nm und 650 nm Wellenlénge auf. Ahnliche Absorptionsmaxima
sind fir teilreduziertes FAD im Zustand als neutrales protoniertes Semichinon-Radikal
charakteristisch (Massey & Palmer, 1966; Liu et al., 2010; Evans et al., 2013). Eine Oxidation des
Proteins fulhrte zu einem Verschwinden der Schultern im langwelligen Absorptionsbereich und bei 312
nm. Dafir traten die charakteristischen Absorptionsmaxima fiir Proteine mit FAD im Chinon-Zustand
als Co-Faktor bei 433 nm, 450 nm und 485 nm Wellenlange auf (Massey & Palmer, 1966; Liu et al.,
2010; Evans et al., 2013). Eine Reduktion des Proteins lie} sdmtliche Absorptionsmaxima mit
Ausnahme des Proteinpeaks, der Eigenabsorption von Natriumdithionit und einer leichten Schulter bei
380 nm verschwinden. Die geringe Abflachung des Spektrums zwischen den Absorptionsmaxima bei
360 und 433 nm beim oxidierten Protein und die leichte Schulter bei 380 nm beim reduzierten Protein
wurden als Hinweis auf das mogliche Vorhandensein eines Eisen-Schwefel-Clusters in Hden_0691
gewertet (Freibert et al., 2018). Um dies zu verifizieren, wurde rekombinantes Hden_ 0691 aus
verschiedenen Produktionschargen einer kolorimetrischen Eisen- und einer Schwefelbestimmung
unterzogen. Die hierbei ermittelten Werte lagen zwischen 2,5 mol und 3,5 mol Eisen und Schwefel pro

mol Protein. Dies zeigte, dass Hden_0691 mdglicherweise ein Eisen-Schwefel-Cluster enthélt.

4.3.3 UV/Vis-Spektroskopie von rekombinantem HdrA
Wie zuvor beschrieben, wurden Hinweise darauf gefunden, dass das in Hden_0691 enthaltene FAD

einen stabilen Semichinon-Zustand ausbildet (Abb. 39, B). Da der Redoxzustand des FAD in einem
Flavoprotein einen entscheidenden Einfluss auf die katalytische Aktivitat des Proteins haben kann,
sollte dies n&her untersucht werden. Fir elektronenbifurkierende Proteine wie HdrA aus dem
archaealen HdrABC-Komplex ist bekannt, dass die tempordre Ausbildung eines Semichinon-
Zustandes essentiell fir die Elektronen-Bifurkation ist (Wagner et al., 2017). Das hierbei gebildete
hochenergetische FAD-Semichinon, das die Elektronen an ein Eisen-Schwefel-Cluster mit einem sehr
negativen Redoxpotential weiterleitet, zeichnet sich durch seine Instabilitit aus. Entsprechend kann
das FAD-Semichinon nicht durch UV/Vis-Spektroskopie untersucht werden. Im Rahmen der
durchgefuhrten Experimente sollte deshalb tberprift werden, wie sich das in Hden_0691 enthaltene
FAD in Abhédngigkeit vom Redoxzustand und des pH-Wertes spektral verhalt (Abb. 40).
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Abb. 40: Das in Hden_0691 enthaltene FAD zeigt einen pH-abhéngigen stabilen Semichinon-Zustand. Zur UV/Vis-
Spektroskopie unter anaeroben Bedingungen wurden 18 pM reines rekombinantes Hden_0691 in den Zusténden ,wie isoliert*
(A), teiloxidiert® mit 12 pM Ferricyanid (B) und ,oxidiert® mit 50 uM Ferricyanid (C) bei verschiedenen pH-Werten
betrachtet. Die Pufferung erfolgte mit 200 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH 6) bzw. 200 mM Tris-HCI (pH 7 & 8). Die
Spektren wurden auf 750 nm und den Proteinpeak normiert.

Die Analyse der Absorption des Proteins im Zustand ,wie isoliert® (Abb. 40, A) bestétigte die zuvor
(Abb. 39, B) gemachten Beobachtungen. Sowohl bei pH 6 als auch bei pH 7 konnte im Bereich
zwischen 600 und 650 nm Wellenldnge eine verstarkte Absorption festgestellt werden, dariiber hinaus
eine Schulter bei 312 nm. Eine derartige Absorption ist charakteristisch fiir ein neutrales protoniertes
FAD-Semichinon-Radikal (Massey & Palmer, 1966; Evans et al., 2013). Bei einem pH-Wert von 8
hingegen waren die zuvor beschriebenen Eigenschaften deutlich schwécher ausgepragt. Hinzu kam,
dass der Peak bei 360 nm, der bereits bei pH 7 distinkter als bei pH 6 auftrat, bei einem pH-Wert von
8 ein Maximum zeigte. Ein dhnliches Absorptionsverhalten wére flir ein anionisches deprotoniertes
FAD-Semichinon-Radikal zu erwarten (Massey & Palmer, 1966; Evans et al., 2013). Ein ahnliches
Bild ergab sich fiir das teilweise oxidierte Protein (Abb. 40, B). Wéhrend bei einem pH-Wert von 8
das Absorptionsspektrum von Hden 0691 bereits die charakteristischen Absorptionsmaxima eines
FAD-Chinons bei 433 nm, 450 nm und 485 nm zeigte, waren diese bei pH 7 nur schwach und bei pH
6 Uberhaupt nicht sichtbar. Zudem war bei pH 8 auch beim teiloxidierten Protein der Peak bei 360 hm
distinkt erkennbar, was daflr sprach, dass eine Teilpopulation des FADs noch als deprotoniertes FAD-
Semichinon-Radikal vorlag. In Gegensatz dazu waren bei pH 6 und pH 7 die fiir ein protoniertes
FAD-Semichinon-Radikal zu erwartenden Absorptionen zwischen 600 nm und 650 nm noch
vorhanden. Im Zustand ,oxidiert* (Abb. 40, C) verschwanden die spektralen Eigenschaften, die auf ein
Semichinon-Radikal hindeuteten, bei allen drei pH-Werten, wahrend die fiir ein FAD-Chinon zu
erwartenden Absorptionsmaxima (Massey & Palmer, 1966; Evans et al., 2013) deutlich auftraten.
Aufféllig war, dass die bei pH 6 analysierte Probe sowohl im langwelligen Absorptionsbereich

zwischen 550 nm und 650 nm als auch im Bereich zwischen 380 nm und 420 nm eine hohere
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Absorption aufwies als die Proben bei pH 7 und pH 8. Ein derartiges spektrales Verhalten kdnnte ein
Hinweis darauf gewesen sein, dass bei pH 6 trotz eines Uberschusses an Oxidationsmitteln zumindest
noch eine Teilpopulation des im Protein enthaltenen FAD als deprotoniertes Semichinon-Radikal

vorlag.

Da das Hauptinteresse bei der UV/Vis-Spektroskopie des rekombinanten Hden 0691 auf dem
Redoxzustand des FAD-Cofaktors lag, sollte dieser durch eine schrittweise Oxidation naher untersucht
werden. Die vorangegangenen Experimente hatten gezeigt, dass die Ausbildung eines Semichinon-
Zustandes am besten bei einem pH-Wert von 6 verfolgt werden konnte (Abb. 40). Aus diesem Grund
wurde die schrittweise Oxidation bei pH 6 durchgefihrt (Abb. 41).

Hden_0691 konnte erfolgreich schrittweise oxidiert und anschlieBend komplett reduziert werden
(Abb. 41, A), wobei das frisch aufgereinigte Protein teilreduziert vorlag. Mit steigender Konzentration
des Oxidationsmittels konnte die Ausbildung von Absorptionsmaxima bei 360 nm, 433 nm und 450
nm sowie die Bildung einer Schulter bei 485 nm verzeichnet werden (Abb. 41, B). Derartige
Absorptionsmaxima sind charakteristisch fiir FAD-Cofaktoren im Chinon-Zustand (Massey & Palmer,
1966; Evans et al., 2013). Die Reduktion des Proteins liel} die zuvor beschriebenen spektralen
Charakteristika verschwinden. Eine Absorption bei 360 nm, wie es fir ein FAD im Hydrochinon-
Zustand zu erwarten wére (Massey & Palmer, 1966; Evans et al., 2013), konnte durch die starke
Eigenabsorption des eingesetzten Reduktionsmittels nicht verzeichnet werden.

Ein besonderes Interesse galt bei der Auswertung der Spektren méglichen Signalen, die auf ein FAD
im Semichinon-Zustand hindeuteten. Im Zustand ,wie isoliert zeigt das teilreduzierte Protein
zwischen 600 und 650 nm Wellenldnge ein spektrales Charakteristikum, das auf ein neutrales
protoniertes Semichinon-Radikal hindeutet (Massey & Palmer, 1966; Evans et al., 2013). Durch die
schrittweise Zugabe von Ferricyanid nahm die Intensitat der Absorption sukzessive ab und konnte bei
einer dquimolaren Menge an Oxidationsmittel (18 pM) nicht mehr verzeichnet werden. Zu diesem
Zeitpunkt lag der FAD-Cofaktor allerdings noch nicht komplett im Chinon-Zustand vor, da durch eine
nachfolgende Zugabe von Ferricyanid die Intensitit der Absorptionsmaxima zwischen 350 nm und
500 nm weiter zunahm. Eine vollstdndige Oxidation des Proteins wurde durch 24 puM Ferricyanid
erreicht. Weiteres Oxidationsmittel zeigte keine Auswirkungen auf das Spektrum. Der direkte
Vergleich des Absorptionsbereichs der Spektren von 550 nm bis 700 nm Wellenldnge der Zustinde
,wie isoliert’, ,oxidiert’ und ,reduziert® (Abb. 41, D) verdeutlichte die zuvor beschriebenen

Verénderungen der spektralen Eigenschaften von Hden_0691.
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Abb. 41: Titration von rekombinantem Hden_0691. Zur UV/Vis-Spektroskopie unter anaeroben Bedingungen wurden 18
MM reines rekombinantes Hden_0691 gepuffert mit 200 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH 6) schrittweise durch Zugabe von
Ferricyanid oxidiert und abschlieRend komplett durch einen Uberschuss an Natriumdithionit reduziert (A). Zum besseren
Vergleich der spektralen Eigenschaften wurden die Bereiche von 300-600 nm (B), 550-700 nm (C) vergrofert dargestellt
sowie die Zustdnde ,wie isoliert‘, ,oxidiert® (50 uM Ferricyanid) und ,reduziert‘ (oxidiertes Protein + 10 mM
Natriumdithionit) miteinander verglichen (D). Die Spektren wurden jeweils auf 750 nm und den Proteinpeak normiert.
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4.3.4 Bestimmung der Redoxeigenschaften von HdrA
Wie unter 4.3.2 und 4.3.3 beschrieben, konnten Hinweise darauf gefunden werde, dass Hden 0691 ein

Eisen-Schwefel-Cluster und ein FAD als Cofaktoren besitzt. Neben dem Nachweis von Cofaktoren in
einem Protein sind deren Redoxeigenschaften von besonderem Interesse. Da aus den Redoxpotentialen
von Cofaktoren Rickschlisse auf mdgliche Elektronenfliisse zwischen den Cofaktoren gezogen
werden konnen, sollten die Redoxpotentiale des FAD und des Eisen-Schwefel-Clusters ermittelt
werden. Hierflr wurden Redoxtitrationen in Kombination mit EPR-Spektroskopie und UV/Vis-
Spektroskopie mit rekombinantem Hden_0691 durchgefiihrt. Die nachfolgend gezeigten EPR-
Spektren sowie die durchgefiihrten Redoxtitrationen fur das 4Fe4S-Cluster und das FAD wurden in
einer Kooperation mit Dr. Sofia S. Venceslau (ITQB, Universidade Nova des Lisboa, Oeiras/Portugal)

generiert und ausgewertet.

Das frisch isolierte Protein zeigte hohe Intensitaten bei einem g-Wert von 2,002 (Abb. 42, A). Ein
derartiges Signal ist typisch fiir FAD (Schleicher & Weber, 2012). Im Gegensatz hierzu wurden beim
komplett reduzierten Protein Signale fur die g-Werte 2,053 und 1,926 detektiert, die charakteristisch

flir Proteine mit einem reduzierten 4Fe-4S-Cluster sind (Rouault, 2017).
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Abb. 42: Ermittlung des Redoxpotentials des Eisen-Schwefel-Clusters von rekombinantem Hden_0691. Gezeigt
werden die EPR-Spektren von 180 pM rekombinantem Hden_0691 ohne Redoxmediatoren in den Zusténden ,wie isoliert’
und ,reduziert® (A) sowie die EPR-Spektren von 110 pM rekombinantem Hden_0691, die in Gegenwart von
Redoxmediatoren wahrend der Redoxtitration aufgenommen wurden (B). Zur Ermittlung des Redoxpotentials des Eisen-
Schwefel-Clusters wurde das jeweilige Redoxpotential der Proben wahrend der EPR-Spektroskopie gegen die normalisierte
Signalintensitat des gmax-Wertes bei 2,05 (C) bzw. des gmed-Wertes bei 1,927 (D) aufgetragen. Die Ausgleichskurven
entsprechen den theoretisch durch die Nernst-Gleichung zu erwartenden Werten unter Verwendung eines E.,-Werts von -196
mV (C) bzw. -192 mV (D).
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Die Intensitaten der EPR-Spektren bei gmax (2,05) und 0gmes (1,927) wurden nachfolgend bei
Proteinproben analysiert, die zuvor einer Redoxtitration unterzogen worden waren (Abb. 42, B). Diese
beiden g-Werte zeichnen sich dadurch aus, dass sie nicht durch Signale der in den Proben enthaltenen
Redoxmediatoren Uberlagert werden. Die Spannungen wurden nachfolgend gegen die normalisierte
Signalintensitit von gmax UNd gmeq aufgetragen (Abb. 42, C und D), wodurch ein Redoxpotential von
-196 MV (gmax) bzw. -192 mV (gmeq) flr das Eisen-Schwefel-Cluster von Hden_0691 ermittelt wurde.
Die berechneten Werte wurden zusatzlich als Ej-Werte zur theoretischen Simulation der
Redoxtitration unter Nutzung der Nernst-Gleichung verwendet und die jeweiligen Kurven in die
jeweiligen Diagramme eingezeichnet. Der direkte Vergleich der berechneten und der tatséchlich
gemessenen Werte zeigt, dass die Daten eine starke Uberschneidung aufwiesen.

Da das Signal fir FAD im EPR-Spektrum von Hden_0691 durch die fur die Redoxtitration
essentiellen Redoxmediatoren uberlagert wird, konnte das Redoxpotential des FAD nicht auf diesem
Weg bestimmt werden. FAD-Cofaktoren besitzen jedoch charakteristische UV/Vis-spektroskopische
Eigenschaften, sodass die Bestimmung des Redoxpotentials durch eine Redoxtitration im UV/Vis-
Spektralphotometer maglich ist. Zur Bestimmung des Redoxpotentials des FAD-Cofaktors von
Hden_0691 wurde wahrend einer Redoxtitration die Absorption der Proteinlésungen bei einer
Wellenlange von 456 nm gemessen. Anschliefend wurden die jeweiligen Spannungen gegen die

normalisierte Absorption aufgetragen (Abb. 43).
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Abb. 43: Ermittlung des Redoxpotentials des FAD in rekombinantem Hden_0691. Zur Ermittlung des Redoxpotentials
des FAD wurden 50 pM Hden_0691 in Gegenwart von 1 uM Redoxmediatoren analysiert. Hierbei wurde das Redoxpotential
der Probe gegen die normalisierte Absorption bei 456 nm Wellenldnge aufgetragen. Die Ausgleichskurve entspricht den
theoretisch durch die Nernst-Gleichung zu erwartenden Werten unter Verwendung eines E-Werts von -218 mV.
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Es konnte ein Redoxpotential von -218 mV berechnet werden. Der experimentell ermittelte Wert liegt
sehr nah am in der Literatur zu findenden Wert fur freies FAD unter Standardbedingungen (-220 mV
(Thauer et al., 1977)). Mit dem experimentell ermittelten E.-Wert wurde zusétzlich der theoretische
Verlauf der Redoxtitration mittels Nernst-Gleichung simuliert und ergdnzend in Abb. 43 eingetragen.
Im Gegensatz zu der zuvor bei der Bestimmung des Redoxpotentials des FeS-Clusters simulierten
Kurve (Abb. 42, C/D) wichen bei der in Abb. 43 dargestellten Kurve zahlreiche Messwerte von den
theoretisch erwarteten Werten ab.

4.3.5 Struktur von HdrA
Um durch die Untersuchung der Struktur neue Hinweise auf die mdgliche Funktion der HdrA-

Untereinheit in Hdr-&hnlichen Systemen zu erhalten, sollte Hden 0691 kristallisiert werden. Die
nachfolgend dargestellten Ergebnisse wurden in einer Kooperation mit Dr. Ulrich Ermler vom Max-

Planck-Institut fur Biophysik in Frankfurt generiert und ausgewertet.

Die Kiristallisation wurde mit rekombinant in E. coli BL21 (DE3) AiscR produziertem Hden 0691

unter anaeroben Bedingungen durchgefihrt. Die Struktur von HdrA konnte mit einer Auflésung von
1,4 A aufgeklart werden (Abb. 44).

Abb. 44: Kristallstruktur von rekombinantem Hden_0691. Gezeigt ist die ermittelte Kristallstruktur eines Dimeres von
rekombinantem Hden_0691 mit einer Aufldsung von 1,4 A. Das enthaltene FAD wird als Stabchenmodell dargestellt und das
Eisen-Schwefel-Cluster als farbige Sphéren (Eisen rot, Schwefel gelb).
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Das Protein bildete einen Homo-Dimer. Jede der Untereinheiten wies ein FAD und ein 4Fe-4S-Cluster

als prosthetische Gruppen auf, wobei zwischen den FAD-Domdnen und 4Fe-4S-Clustern eine

Interphase mit einer Fliache von 2470 A? vorlag. Die Distanz zwischen den beiden lIsoalloxazinringen
betrug 18,8 A, zwischen den beiden Eisen-Schwefel-Clustern 11,5 A und zwischen FAD und 4Fe-4S-
Cluster der gegeniiberliegenden Untereinheiten 17,8 A. Als Monomer betrachtet wies HdrA eine

TrxR-Faltung bestehend aus zwei klassischen Dinukleotid-Binde-(Rossmann)-Domanen (Kuriyan et
al., 1991) auf. Die FAD-Binde-Domane (2-115, 271-341) bindet den FAD-Cofaktor am C-terminalen
Ende des zentralen B-Faltblattes, wobei der Isoalloxazinring zwischen den beiden Doménen gepackt

vorliegt. In der gewonnenen Kristallstruktur lag das Flavin in seiner reduzierten Form als Hydrochinon
vor. Das Eisen-Schwefel-Cluster (4Fe-4S) lag in der Eisen-Schwefel-Cluster-Bindedoméne (116-270)

zwischen dem zentralen C-terminalen B-Faltblatt und der N-terminalen Seite der a-Helix (180:194)

eingebettet vor. Der Kantenabstand zwischen den beiden Redoxzentren betragt 9,4 A und wiirde damit

einen physiologisch relevanten Elektronentransfer zwischen den beiden Zentren erlauben, wobei

gemall der zuvor ermittelten Redoxpotentiale (4.3.4) ein Elektronenfluss vom FAD zum Eisen-

Schwefel-Cluster zu erwarten ware.

Neben der Aufklarung der Struktur stand die Frage nach der Koordination der Cofaktoren in
Hden_0691 im Mittelpunkt des Interesses (Abb. 45).
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Abb. 45: Die Cofaktor bindenden Regionen von rekombinantem Hden_0691. Gezeigt werden die Kristallstruktur (A)
sowie ein Modell der FAD-Bindedoméne (B), ebenso wie die Kristallstruktur (C) und ein Modell der Eisen-Schwefel-

Cluster-Bindedoméne (D).
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Bei der Analyse der Bindung des FAD-Cofaktors konnten polare Interaktionen zwischen dem
Isoalloxazinring und dem Polypeptidgerust von HdrA festgestellt werden (Abb. 45, A/B). Diese
wurden durch den funktionell wichtigen N5 wund ein Wassermolekil, das uber eine
Wasserstoffbriickenbindung mit Lys47-O, Glul37-OE1 und iber ein weiteres Wassermolekil mit
Glul90-OE1 gebunden vorliegt, bewerkstelligt. Der Pyrimidin-Teil des Isoalloxazinrings und das
Proteingerist von HdrA bilden eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen O2 und 11e322-NH, das am
N-terminalen Ende der Helix 322:340 liegt. Eine weitere durch ein Wassermolekil vermittelte
Wasserstoffbriickenbindung konnte zwischen O2 und Asp323 festgestellt werden. Die Bindung des
Eisen-Schwefel-Clusters wird durch ein hochkonserviertes 4C-Motiv vermittelt. Die vier Eisen sind
koordiniert durch Cys163, Cys176, Cys180 und Cys181 und alle vier Schwefel interagieren mit
wenigstens einem Protonen-Donor (Abb. 44, C/D). Argl67, Arg208 und die partiell positiv geladenen
Reste der Helices 180:195 und 212¢:225°¢ sorgen in diesem Zusammenhang fiir eine positiv geladene

Bindetasche.

4.3.6 Expression ganzer Hdr-Komplexe in E. coli
Mit dem Plasmid pBBR1p264HdenHdr bzw. Varianten hiervon wurde ein Konstrukt generiert, das die

Expression des erweiterten hdr-ahnlichen Genlokus aus Hyphomicrobium X unter Kontrolle eines
konstitutiven Promotors erlaubte. Wie in den Abb. 24, 25 und 26 dargestellt, konnten sowohl in E. coli
als auch in Hyphomicrobium X rekombinant produziertes HdrA (Hden_0691) und LbpA (Hden_0696)
nachgewiesen werden. Dies zeigte, dass die Gene Hden_0688 bis Hden_0696 eine Operon-Struktur
ausbilden. Nachfolgend sollte gekléart werden, ob Hden_0691 (HdrA) — als Markerprotein fur die
Lokalisation des Hdr-&hnlichen Komplexes —, wenn es durch das Plasmid pBBR1p264HdenHdrTc
rekombinant in E. coli produziert wird, I6slich oder auch membranassoziiert vorliegt (Abb. 46).

A) B)

vz U Membran + - vz U Membran + -

70 kDa

55 kDa
40 kDa

35kDa

25kDa

15 kDa

Abb. 46: Das Plasmid pBBR1p264HdenHdrTc erlaubt eine heterologe Expression von léslichem rekombinantem
HdrA in E. coli BL21 (DE3) AiscR. Gezeigt ist das Ergebnis der coomassiegefarbten SDS-PAGE (A) und der chromogenen
Western-Blot-Analyse mit dem o-HdrA-Antiserum (B). Aufgetragen wurden jeweils 15 pyL der Fraktion der l6slichen
Proteine nach Zellaufschluss, Entfernung der Zelltrimmer und Ultrazentrifugation (UZ U) sowie von dem in einem gleichen
Volumen resuspendierten Pellet der Membranen nach erfolgter Ultrazentrifugation (Membranen). Als Positivkontrolle (+)
wurden 15 pL verdiinnter Rohextrakt einer E. coli BL21(DE3)-Uberexpressionskultur mit dem Plasmid pET-22bHden0691
und als Negativkontrolle (-) Rohextrakt einer Leervektoriiberexpressionskultur aufgetragen.
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Rekombinantes HdrA (inkl. Strep-tag) besitzt eine theoretische GréRRe von 38 kDa und konnte in der
Positivkontrolle detektiert werden (Abb. 46, B). Ein Signal auf dhnlicher Hohe konnte in der l6slichen
Fraktion und in der Membran-Fraktion verzeichnet werden. Dies zeigte, dass HdrA, das als
Markerprotein die Lokalisation des ganzen Hdr-&hnlichen Komplexes anzeigen sollte, unter den
gewahlten Bedingungen in E. coli sowohl 16slich als auch membranassoziiert vorlag.

Das zuvor beschriebene Experiment wurde ebenfalls mit den Plasmiden pASKIBA3+HdenHdr bzw.
pET-22bHdenHdr durchgefiihrt (hier nicht gezeigt). In beiden Féllen konnte mit dem a-HdrA-
Antiserum im Zellrohextrakt nach erfolgtem Zellaufschluss kein I6sliches HdrA und mit einem Strep-
Tactin HRP Konjugat kein l8sliches Hden_0696 nachgewiesen werden.
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5 Diskussion
Die Verstoffwechselung von anorganischen und organischen Schwefelverbindungen durch

dissimilatorischen Schwefelmetabolismus ist wahrscheinlich eine der evolutionér altesten Formen der
Energiegewinnung (Canfield & Raiswell, 1999). Aktive enzymatische Umsetzungen von
Schwefelverbindungen durch Mikroorganismen sind essentiell, um die globalen biogeochemischen
Kreislaufe in Gang zu halten. Bereits seit 2009 wird ein neuartiger oxidativer mikrobieller
Stoffwechselweg diskutiert, der eine Involvierung eines Heterodisulfidreduktase(Hdr)-ahnlichen
Komplexes postuliert (Quatrini et al., 2009). Ein experimenteller Nachweis der Funktion von Hdr-
ahnlichen Komplexen durch die biochemische Charakterisierung von Wildtypen und Mutanten-
Stammen wurde bisher nicht erbracht. Diese Wissensliicke sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit

adressiert werden.

5.1 Hyphomicrobium denitrificans X" als Modellorganismus fiir den

oxidativen dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel
Hyphomicrobium denitrificans X' erfillt die grundsatzlichen Anforderungen an einen

Modellorganismus zur Erforschung des Schwefelstoffwechsels, er ist genetisch manipulierbar und
nicht obligat lithotroph (Dijkhuizen et al., 1984; Urakami et al., 1995; Gliesche, 1997). Zudem verfiigt
er Uber ein vollstandiges hdr-ahnliches Gencluster (Hden_0689-Hden _0694) (Venceslau et al., 2014),
wobei eine Unfahigkeit zu einem oxidativen dissimilatorischen Schwefelmetabolismus flr den
Organismus beschrieben ist (Suylen et al., 1986). Diese Beschreibung deckte sich nicht mit den
Ergebnissen der bioinformatischen Untersuchung von Hyphomicrobium X (Tab. 15). GemaR der
genetischen Ausstattung verfugt Hyphomicrobium X (ber zwei Systeme zur Oxidation von Thiosulfat,
eine im Periplasma lokalisierte Thiosulfatdehydrogenase vom TsdA-Typ (Hden_2748) und ein
ebenfalls periplasmatisches unvollstdndiges Sox-System (Hden_0702-Hden_0706). Zudem konnten
auch potentielle SoxCD-Homologe (Hden_1146/45) auflerhalb des sox-Genclusters identifiziert
werden (Tab. 15). Der direkte Vergleich mit dem biochemisch charakterisierten SoxD aus Paracoccus
pantotrophus (Wodara et al., 1997) zeigte, dass Hden_1145 eine trunkierte SoxD-Version ist, der der
gesamte C-Terminus inklusive des zweiten Cytochrom-c-Bindemotivs fehlt (Abb. 49). Entsprechend

ist es unwahrscheinlich, dass Hden_1145 ein funktionelles SoxD-Homolog ist.

Basierend auf der genetischen Ausstattung ware zu erwarten, dass Hyphomicrobium X mit der TsdA
Thiosulfat zu Tetrathionat oxidiert (Denkmann et al., 2012). Das unvollstdndige Sox-System kdnnte
gleichzeitig Thiosulfat zu Sulfat und zu einem proteingebundenen Sulfanschwefel umsetzen. Letzterer
kann durch das Hdr-ahnliche System oder eine Persulfiddioxygenase zu Sulfit oxidiert werden. Diese
Erwartungen konnten teilweise durch Wachstumsversuche bestatigt werden. Unter allen getesteten
Bedingungen oxidierte Hyphomicrobium X Thiosulfat als Co-Substrat, sofern eine zusatzliche
Kohlenstoffquelle zum Wachstum bereitgestellt wurde (Abb. 16, 17, 18). Ein autotrophes Wachstum

nur mit Thiosulfat als Substrat konnte nicht beobachtet werden. Da der Organismus als obligat
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chemoorganoheterotroph beschrieben ist (Urakami et al., 1995), wére dies auch nicht zu erwarten

gewesen.

Das Oxidationsendprodukt-Spektrum der Thiosulfat-Oxidation gestaltete sich in Abhéngigkeit von
den gewdhlten Wachstumsbedingungen variabel. Als ausschlaggebende Faktoren wurden die als
Substrat verwendete Kohlenstoffquelle, die Stickstoffmenge im Medium, die Thiosulfat-Konzentration
und der pH-Wert festgestellt. Ungepuffertes Medium, Methylamin als Substrat, hohe Thiosulfat-
Konzentrationen und erhéhte Stickstoffmengen beginstigten die Bildung von Tetrathionat (Abb. 16,
17, 18). Die Thiosulfatdehydrogenase TsdA (Hden_2748) ist das einzige Tetrathionat-bildende
Enzym, uber das Hyphomicrobium X verfligt (Tab. 15). Entsprechend zeigten diese Beobachtungen,
dass die zuvor skizzierten Bedingungen eine hohere Aktivitat bzw. Expression der TsdA im Vergleich
zum Sox-System begiinstigen. Bei in vitro Enzym-Tests konnte flr verschiedene rekombinante
Thiosulfatdehydrogenasen gezeigt werden, dass diese Enzyme leicht acidophil sind und bei einem pH-
Wert von 5 hohe spezifische Aktivitaten aufweisen (Denkmann et al., 2012; Liu et al., 2013). Im
Gegensatz hierzu ist fiir das Sox-System bekannt, dass die beteiligten Proteine in vitro bei einem leicht
alkalischen pH-Wert (pH 7,5) aktiv sind (Friedrich et al., 2000) und eine Erh6hung des pH-Werts auf
8 mit einer erhdhten Enzymaktivitat einhergeht (Grabarczyk & Berks, 2017). Somit kénnen erhohte
Tetrathionatbildungsraten in ungepuffertem Medium, das im Rahmen der Fermentation durch
Hyphomicrobium X angesduert wurde (Abb. 16), durch das pH-Optimum der TsdA erkléart werden.
Dass die im Medium enthaltene Stickstoffmenge einen Einfluss auf das Oxidationsendprodukt-
Spektrum der Thiosulfat-Oxidation hatte, war Uberraschend. Bei sonst identischen
Versuchsbedingungen (optimiert fir die Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat) bewirkte eine
Stickstoffmenge von 1 g/L. Ammoniumchlorid im Medium (18,7 mM) eine vollstandige Umsetzung
von Thiosulfat zu Sulfat (Abb. 18). In Medium mit der doppelten Stickstoffmenge (2 g/L
Ammoniumchlorid, 37,4 mM) wurde ausschlielich Tetrathionat gebildet. Dies legt nahe, dass die
Bedingungen inhibierend auf die Aktivitat des Sox-Systems wirkten oder die Aktivitdt der TsdA
beglnstigten. Ein &hnlicher Mechanismus kann fiir die verwendeten Kohlenstoffquellen vermutet
werden. Da mit Methylamin als Kohlenstoffquelle — unabhéngig von den Wachstumsbedingungen —
ausschlie8lich Tetrathionat als Oxidationsendprodukt detektiert wurde, ist der Stickstoffgehalt des
Mediums eine wahrscheinliche Ursache. Hyphomicrobium X setzt den im Methylamin enthaltenen
Stickstoff als Ammonium ins Medium frei (Meiberg & Harder, 1978). Die Verwendung von 50 mM
Methylamin als Substrat resultierte entsprechend in Ammonium-Konzentrationen von 50 mM. In der
Literatur finden sich keine Studien, die den Einfluss von hohen Stickstoff-Konzentrationen auf die
Oxidation von reduzierten Schwefelverbindungen untersuchen. Allerdings ist beispielsweise fir die
Oxidation von Methan bekannt, dass Ammonium ein effektiver Inhibitor ist (King & Schnell, 1994;
Dunfield & Knowles, 1995; van der Nat et al., 1997; Hitsch, 1998). Ein dhnlicher Effekt wird flr den
Einfluss von Ammonium bzw. Ammoniak auf Methanogene beschrieben, wobei hier die

inhibierenden Effekte erst bei deutlich héheren Ammonium-Konzentrationen beobachtet wurden
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(Yenigin & Demirel, 2013). Bei der Betrachtung der Medienzusammensetzung bzw. des
Stickstoffgehalts im Medium muss beachtet werden, dass das Medium nicht stickstofflimitiert ist. Bei
kontinuierlicher Fitterung mit Methanol konnte mit Hyphomicrobium X in einem Fermenter innerhalb
von 360 h eine ODggonm VON 9 erreicht werden (Finkensieper, 2017). Bis zu diesem Zeitpunkt wirkte
der im Medium enthaltene Stickstoff (18,7 mM) nicht limitierend. Es ware entsprechend fir
zukinftige Fermentationen denkbar, die Medienzusammensetzung dahingehend zu verandern, dass der
Stickstoffgehalt weiter herabgesetzt wird, um mdgliche ungewollte Einflisse auf den
Schwefelstoffwechsel zu verhindern.

In Experimenten, bei denen eine Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat durch Hyphomicrobium X
beobachtet wurde, begann die Thiosulfat-Oxidation erst mit dem Erreichen der stationdren
Wachstumsphase oder aber unmittelbar davor (Abb. 16-17). Dies legt nahe, dass Thiosulfat im
Vergleich zu den verwendeten reduzierten Kohlenstoffverbindungen (Methylamin, Methanol) kein
durch den Organismus bevorzugtes Substrat darstellt. Eine Verwertung von Thiosulfat als zusétzliche
Elektronen-Quelle fand nur statt, wenn das préferierte Substrat bereits aufgebraucht wurde. Fur
Thiosulfatdehydrogenasen aus anderen Organismen ist bekannt, dass diese Enzyme eine hohe
Substrataffinitdt und hohe spezifische Umsatzraten aufweisen (Denkmann et al., 2012; Liu et al.,
2013; Kurth et al., 2016). Somit ware zu erwarten gewesen, dass bereits geringe Mengen der TsdA
eine effektive Umsetzung von Thiosulfat zu Tetrathionat ermdglichen. Da die Tetrathionatbildung erst
mit dem Erreichen der stationdren Wachstumsphase einsetzte, lasst dies die These zu, dass tsdA in
Hyphomicrobium X nicht konstitutiv exprimiert wird. Eine reversible Inaktivierung des Proteins, die
erst nach dem vollstdndigen Verbrauch der Kohlenstoffquelle aufgehoben wird, waére ebenfalls
denkbar.

Neben Bedingungen, unter denen Hyphomicrobium X Thiosulfat durch die TsdA zu Tetrathionat
umsetzte, konnten zusatzlich Bedingungen gefunden werden, bei denen Thiosulfat teilweise oder
vollstandig zu Sulfat oxidiert wurde (Abb. 17, 18). Ein neutraler und gepufferter pH-Wert (7,2),
Methanol als Kohlenstoffquelle und hochstens 1 g/L Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle im
Medium waren beglnstigende Faktoren. Als ausschlaggebend dafiir, ob eine vollstdndige Oxidation
von Thiosulfat zu Sulfat oder eine teilweise Oxidation zu Sulfat und gleichzeitig zu Tetrathionat
stattfand, konnte die eingesetzte Thiosulfat-Konzentration ausgemacht werden. Unter flr eine
Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat optimierten Bedingungen bestand das Spektrum der
Oxidationsendprodukte bei initial eingesetzten 5 mM Thiosulfat zu 70 % aus Tetrathionat und zu 30 %
aus Sulfat (Abb. 17). Eine Halbierung der Thiosulfat-Konzentration auf 2,5 mM fihrte zu einer
exklusiven Umsetzung von Thiosulfat zu Sulfat (Abb. 18). Dies zeigte, dass sich hdhere Thiosulfat-
Konzentrationen (> 2,5 mM) inhibierend auf das Sulfat-bildende Thiosulfat-Oxidationssystem in
Hyphomicrobium X auswirken. Die initiale Oxidation von Thiosulfat wird mit hoher

Wabhrscheinlichkeit durch das periplasmatische unvollstandige Sox-System (SoxABXYZ) katalysiert,
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wobei als Endprodukte Sulfat und ein proteingebundener Sulfanschwefel zu erwarten sind. Letzterer
wird dann wahrscheinlich durch den im Cytoplasma lokalisierten Hdr-&hnlichen Komplex weiter
oxidiert (Abb. 47). Durch die rdumliche Trennung der Thiosulfat-Oxidation in zwei
Zellkompartimente ist es unwahrscheinlich, dass hohe extrazellulére oder periplasmatische Thiosulfat-
Konzentrationen einen direkten inhibitorischen Effekt auf das Hdr-ahnliche System ausiiben. Die
These wird durch den immunologischen Nachweis der durch 5 mM Thiosulfat induzierten Expression
von HdrA als Markerprotein fir den Hdr-&hnlichen Komplex unterstiitzt (Abb. 24). Es ist
wahrscheinlicher, dass die fehlende Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat bei hohen Thiosulfat-
Konzentrationen durch eine Inhibierung oder eine Regulation des Sox-Systems verursacht wird. Fur
nahverwandte Hyphomicrobium-Spezies, die Thiosulfat zu Sulfat oxidieren, ist ein solches Verhalten
nicht bekannt. Hyphomicrobium VS oxidiert Thiosulfat in Konzentrationen bis 5 mM ausschlieBlich
zu Sulfat (Pol et al., 1994). Eine Bildung von Tetrathionat wurde nicht dokumentiert.
Hyphomicrobium denitrificans EG verfligt genau wie Hyphomicrobium X zur Oxidation von
Thiosulfat Uber zwei verschiedene Stoffwechselwege (TsdA/HdeA02384, unvollstandiges Sox-
System/HdeA00828-HdeA00832, Tab. 20). Fir diesen Organismus ist dokumentiert, dass er in Batch-
Kulturen in Gegenwart von 0-25 mM Thiosulfat 0,5-2,5 mM des Thiosulfats unabhédngig von der
initialen Thiosulfat-Konzentration zu Sulfat oxidiert und entsprechend nur eine geringe Affinitat zu
Thiosulfat aufweist (Suylen et al., 1986). Auch hier wurde von keiner Oxidation von Thiosulfat zu
Tetrathionat berichtet. Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass die
Thiosulfat-Oxidation  durch  Hyphomicrobium X stark abh&ngig von den gewdhlten
Wachstumsbedingungen ist, wére eine &hnliche Situation fiir Hyphomicrobium EG denkbar. Eine
Optimierung der Fermentationsbedingungen konnte zu einer vollstdndigen Oxidation von Thiosulfat
zu Sulfat fuhren. Unabhdngig davon zeigen die Beispiele von anderen Spezies der Gattung
Hyphomicrobium, dass ein konzentrationsabhéngiger Wechsel der Oxidationsendprodukte wahrend
der Oxidation von Thiosulfat ungewohnlich ist. Die Erstellung und phé&notypische Charakterisierung
von potentiellen sox-Deletionsmutanten wére eine Mdglichkeit, die genaue Rolle des Sox-Systems in

der Thiosulfat-Oxidation von Hyphomicrobium X zu untersuchen.

Ein weiterer Unterschied zwischen der beobachteten Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat bzw. zu
Tetrathionat bestand im zeitlichen Verlauf der Oxidation. Unter Bedingungen fir eine Oxidation von
Thiosulfat zu Sulfat oxidierte Hyphomicrobium X bereits zu Beginn der Fermentation das im Medium
enthaltene Thiosulfat (Abb. 18). Im Gegensatz zu Experimenten, bei denen nur eine teilweise
Umsetzung von Thiosulfat zu Sulfat (Abb. 17) oder eine vollstdndige Oxidation von Thiosulfat zu
Tetrathionat stattfand (Abb. 16), konnte in diesem Fall ein Einfluss der Thiosulfat-Oxidation auf das
Wachstumsverhalten des Organismus beobachtet werden. Solange Thiosulfat im Medium vorhanden
war, betrug die Verdopplungszeit 2,3 Tage. Nach Abschluss der Thiosulfat-Oxidation beschleunigte
sich die Zunahme der ODggonm Und die Verdopplungszeit sank auf 0,58 Tage. Dieses Verhalten stellt

einen Kklaren Gegensatz zur Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat dar, bei der ein messbarer
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Thiosulfat-Verbrauch erst mit dem Erreichen der stationdren Phase oder unmittelbar davor beobachtet
werden konnte (Abb. 16). Um einen Erklérungsansatz fur dieses Phdnomen zu finden, empfiehlt es
sich, die Unterschiede zwischen den zwei verschiedenen zugrunde liegenden Stoffwechselwegen zu
betrachten. Die Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat durch eine TsdA ist im Periplasma
lokalisiert. Die gewonnenen Elektronen werden in vivo auf verschiedene Elektronenakzeptoren
(Proteine) Ubertragen, die die Elektronen wahrscheinlich der Atmungskette oder in Phototropen dem
photosynthetischen Reaktionszentrum zufuhren (Kurth et al., 2016). Im Fall von Hyphomicrobium X
stellt Tetrathionat ein Stoffwechselendprodukt dar, das nicht weiter metabolisiert werden kann (Abb.
19). Die im Tetrathionat verbleibenden reduzierten Schwefel-Atome bleiben damit ungenutzt. Eine
Oxidation von Thiosulfat durch das unvolistdndige periplasmatische Sox-System und das
cytoplasmatische Hdr-dhnliche System wirde nicht nur eine Trennung der Thiosulfat-Oxidation in
zwei unterschiedliche Zellkompartimente bedeuten, sondern wére auch energetisch guinstiger. Obwohl
die vollstandige Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat dem Organismus theoretisch mindestens sechs
(Thiosulfat zu Sulfat und Sulfit) Mol Elektronen pro Mol Thiosulfat zur Verfugung stellt, zeigten
Kulturen mit und ohne Thiosulfat keinen Unterschied in der End-OD (Abb. 15). Eine ahnliche
Situation wird in der Literatur flr Hyphomicrobium EG in Batch-Kulturen beschrieben (Suylen et al.,
1986). Bei der Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat und proteingebundenem Sulfanschwefel werden
zwei Elektronen gewonnen, die Uber einen geeigneten Redox-Carrier (c-Typ-Cytochrom)
weitergeleitet werden (Friedrich et al., 2001). Der verbleibende proteingebundene Sulfanschwefel
kénnte durch das Hdr-ahnliche System im Cytoplasma zu Sulfit oxidiert werden, wobei hier insgesamt
vier Elektronen freigesetzt wirden. Als mdgliche Elektronenakzeptoren sind proteingebundene
Liponsdure und der Chinon-Pool im Gesprach (Chen et al., 2012; Ehrenfeld et al., 2013; Cao et al.,
2018; Koch & Dahl, 2018). Wenn die zentralen Unterschiede zwischen den beiden Thiosulfat-
Oxidationswegen (Anzahl der freigesetzten Elektronen, Elektronenakzeptoren, subzellulére
Lokalisation) im Kontext des Kohlenstoff-Metabolismus von Hyphomicrobium X betrachtet werden,
ergeben sich Hinweise auf das beobachtete unterschiedliche Wachstumsverhalten. Mit Methanol als
Substrat findet die initiale Oxidation zu Formaldehyd im Periplasma durch eine PQQ-abhéngige
Methanol-Dehydrogenase (Hden_1323) statt. Fur den nah verwandten Stamm H. denitrificans A3151
konnte gezeigt werden, dass ein c-Typ-Cytochrom in vivo der Elektronenakzeptor bei dieser Reaktion
ist (Nojiri et al., 2006). Ein homologes Protein wird bei Hyphomicrobium X im gleichen Gencluster
kodiert (Hden_1321). Fir eine weitere Energiegewinnung durch die Oxidation von Formaldehyd zu
Formiat (Formaldehyd-Dehydrogenase, Hden_0096 (Duine, 1990)) bzw. von Formiat zu CO,
(Formiat-Dehydrogenase, Hden_2466/67) oder eine Assimilation von Kohlenstoff durch den Serin-
Weg ist ein Transport des Formaldehyds in das Cytoplasma nétig. Damit ergeben sich zwei potentielle
Konfliktpunkte, bei denen die Thiosulfat-Oxidation uber das Sox- und das Hdr-ahnliche System und
die Methanol-Oxidation um zelluldre Ressourcen konkurrieren konnten. Beide Stoffwechselwege

besitzen fir den periplasmatischen Teil &hnliche Elektronenakzeptoren (c-Typ-Cytochrome). Eine
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Einleitung der gewonnenen Elektronen in die Atmungskette an &hnlichen Stellen ist damit ebenfalls
wahrscheinlich. Ein c-Typ-Cytochrom ist ebenfalls ein wahrscheinlicher in vivo Elektronenakzeptor
der TsdA. Da die Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat aber erst nach Beendigung des Wachstums
und damit vermutlich nach der vollstandigen Oxidation des verfugbaren Methanols einsetzt, besteht
hier kein direkter Wettstreit um mdgliche Ressourcen. Der zweite potentielle metabolische Engpass,
der zu einer Verlangsamung des Wachstums wéhrend der Thiosulfat-Oxidation durch das Sox- und
Hdr-&hnliche System fiihren konnte, besteht im Transfer der Intermediate aus dem Periplasma in das
Cytoplasma. Sowohl der durch das Sox-System bei der Degradation von Thiosulfat gebildete
proteingebundene Sulfanschwefel als auch Formaldehyd als Oxidationsprodukt der Methanol-
Dehydrogenase miissen Uber die Barriere der Cytoplasmamembran transportiert werden. Es ist
unwahrscheinlich, dass dieser Vorgang durch den gleichen Transporter vermittelt wird und die beiden
Intermediate direkt konkurrieren. Da es sich bei der Aufnahme von Formaldehyd in die Zellen héaufig
um einen aktiven Prozess handelt (Bussineau & Papoutsakis, 1988; Kostler & Kleiner, 1989), besteht
jedoch eine indirekte Konkurrenz, da fur die Aufnahme von proteingebundenem Sulfanschwefel
ebenfalls ein aktiver Transport angenommen wird. Damit kann diese Situation zusatzlich als mégliche
Ursache fiir die verlangsamte Wachstumsgeschwindigkeit wahrend der Oxidation von Thiosulfat in

Betracht gezogen werden.

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse zum Thiosulfat-Metabolismus  eindeutig, dass
Hyphomicrobium X im Gegensatz zu in der Literatur dokumentierten Berichten (Suylen et al., 1986)
zu einem oxidativen dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel mit dem anorganischen Substrat
Thiosulfat fahig ist. Damit erfillt der Organismus eine weitere Anforderung, die im Vorfeld an einen

Modellorganismus zur Erforschung von Hdr-ahnlichen Systemen formuliert wurde.

Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass Hyphomicrobium X mit Dimethylsulfid als alleinige
Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen kann. Der im DMS enthaltene Schwefel wurde
stochiometrisch zu Sulfat oxidiert (Abb. 22). Da bei den Wachstumsversuchen mit DMS lag-Phasen
von bis zu 10 Tagen beobachtet werden konnten und bereits Substrat-Konzentrationen > 0,75 mM eine
Wachstumsinhibierung bewirkten (Abb. 20), kénnte dies erklaren, weshalb Suylen und Kollegen
Hyphomicrobium X die Fahigkeit zur DMS-Metabolisierung abgesprochen haben (Suylen et al.,
1986). Andere Hyphomicrobium-Spezies wachsen in Batch-Kultur auch bei héheren DMS-
Konzentrationen (de Bont et al., 1981; Suylen & Kuenen, 1986; Pol et al., 1994; Borodina et al., 2000;
Borodina et al., 2002; Murakami-Nitta et al., 2002; Eyice et al., 2018). Entsprechend wére dies fir
Hyphomicrobium X ebenfalls zu erwarten gewesen. Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass
DMS kein bevorzugtes Substrat von Hyphomicrobium X darstellt. Hyphomicrobium X verfiigt tber
eine periplasmatische Methanthioloxidase (Hden_0743), ein Hdr-ahnliches System, ein cst-dhnliches
Operon sowie eine auflerhalb hiervon kodierte PDO zur Oxidation des im DMS enthaltenen Schwefels

(Tab. 15). Gene fiir eine klassische DMS-Monooxygenase vom DmoAB-Typ (Boden et al., 2011)
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konnten nicht im Genom gefunden werden. Dies zeigt, dass Hyphomicrobium X ein zum
gegenwaértigen Zeitpunkt unbekanntes Enzym fur die initiale Umsetzung von DMS zu Methanthiol
verwendet. Bei der Proteom-Analyse (4.1.13) konnten Proteine identifiziert werden, die die zuvor
beschriebene Funktion ibernehmen kénnten. Diese werden unter 5.2 diskutiert.

Eine essentielle Anforderung an Hyphomicrobium X als potentiellen Modellorganismus bestand in der
Mdglichkeit, den Organismus genetisch manipulieren zu kénnen. In der Literatur sind zwei Wege
beschrieben, Plasmid-DNS in Hyphomicrobium X einzubringen (Dijkhuizen et al., 1984; Gliesche,
1997). Das von Dijkhuizen und Kollegen publizierte System zum Einbringen von Plasmiden mittels
Konjugation konnte erfolgreich reproduziert werden. Aufgrund des hoheren Aufwands bei einer
Konjugation fand dieses System keine weitere Anwendung. Da das von Gliesche publizierte Protokoll
zur Elektroporation nicht reproduziert werden konnte, wurde in Anlehnung an Borodina et al. (2004)
ein neues Protokoll fiir die Elektroporation von Hyphomicrobium X entwickelt. Auffallig war, dass die
verwendeten Kohlenstoffquellen einen Einfluss auf die Elektroporationseffizienz und die Ausbildung
von Resistenzen gegen die zur Selektion verwendeten Antibiotika hatten (4.1.2). Die Unterschiede
zwischen der Verwendung von Methanol, was sich als geeignetes Substrat herausstellte, und
Methylamin, was sich als ungeeignetes Substrat entpuppte, kdnnten in veranderten Zellmorphologien
begriindet liegen. Es ist bekannt, dass verschiedene Hyphomicrobium-Spezies beim Wachstum mit
Methanol eine normale Zellmorphologie aufweisen, in Gegenwart von Methylamin aber dazu neigen,
kurze und stark verzweigte Filamente auf der gesamten Zelloberflaiche auszubilden (Harder &
Attwood, 1978). Es erscheint plausibel, dass die Anlagerung und die nachfolgende Aufnahme von
Plasmid-DNS an bzw. durch eine derartig morphologisch veranderte Zelle im Vergleich zu einer

normalen Zelle ineffizienter verlaufen.

Plasmide der pET-Vektor-Klasse besitzen einen in Bakterien der Familie Enterobacteriaceae
replikativen Replikationsursprung (Bolivar et al., 1977). Entsprechend war nicht zu erwarten, dass
solche Plasmide in Hyphomicrobium X replikativ sind. Dies konnte erfolgreich demonstriert werden
(4.1.3). Damit eigneten sich Plasmide mit einem pET-Vektorriickrad zur Generierung von Konstrukten
fiir gerichtete Mutagenesen im Genom von Hyphomicrobium X. Der mittels PCR getatigte Nachweis
der gerichteten Integration von Antibiotika-Resistenzen mit entsprechenden homologen flankierenden
Sequenzen bestatigte diese Theorie und ermoglichte die Generierung der Ahdr- und der AhdrAsqr-
Mutanten. Da bei der Herstellung von Mutanten Antibiotika-Resistenzen im Genom verblieben und
zum gegenwadrtigen Zeitpunkt nur zwei Antibiotika als effektive Selektionsmarker fiir
Hyphomicrobium X vorhanden sind, kdnnen maximal Doppelmutanten generiert werden. Eine
Komplementierung in trans von Doppelmutanten ist nicht moglich. Deshalb wurde zusétzlich
versucht, markerlos in frame Mutanten zu generieren. Da das Plasmid pk18mobsacB bzw. Derivate
von diesem nicht replikativ in Hyphomicrobium X waren und der Organismus weder durch Saccharose

im Medium inhibiert wurde noch diese verstoffwechselte, konnten pk18mobsacB-Derivate fir die
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markerlose in frame Deletion verwendet werden. Es wurde ein Protokoll zur gerichteten markerlosen
Manipulation des Genoms von Hyphomicrobium X entwickelt, das zur Generierung der AlbpA-,
AtsdA- und der Knock-in-Mutante verwendet wurde.

Plasmide mit einem auf der pBBR-Vektor-Klasse basierenden Rickgrat sind replikativ in
Hyphomicrobium X (Gliesche, 1997). Entsprechend kdnnten Plasmide aus dieser Klasse mit einem
Promotor, der vom Organismus erkannt wird, zur Komplementation von Knock-out-Mutanten oder
zur Expression rekombinanter Proteine verwendet werden. Die generierten Stdimme H. denitrificans
hdr” und H. denitrificans Ahdr* bestatigten diese Theorie. Unter Kontrolle des konstitutiven Promotors
p264 aus Gluconobacter oxydans (Kallnik et al., 2010) konnten die nachfolgenden, in den jeweiligen
Vektor klonierten Gene exprimiert und deren Genprodukte immunologisch nachgewiesen werden
(Abb. 24-26). Im Gegensatz zu den von Gliesche gemachten Angaben war es nicht moglich, die
Plasmide aus Hyphomicrobium X aufzureinigen, wohingegen Nachweise mittels PCR erfolgreich
waren. Eine konkrete Ursache hierfir zu finden, ist schwierig. Da die in Hyphomicrobium X
elektroporierten replikativen Plasmide (pBBR1p264HdenHdrRif, pBBR1p264HdenHdrTc, Tab. 5)
jeweils groRe Inserts enthielten, die homolog zu Bereichen im Genom von Hyphomicrobium X waren,
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Plasmide im Rahmen einer homologen Rekombination in

das Genom des Organismus integrierten und deshalb nicht mehr aufgereinigt werden konnten.

Die Eigenschaften, mesophil im Labormalistab einfach kultiviert werden zu konnen, genetisch
manipulierbar zu sein und mit organischen und anorganischen Schwefelverbindungen einen oxidativen
dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel zu betreiben, machen Hyphomicrobium X zu einem
hervorragenden neuen Modellorganismus zur Erforschung der Hdr-&hnlichen Proteine.
Hyphomicrobium X ist in natiirlichen sowie industriellen terrestrischen und aquatischen Habitaten

verbreitet (Koch & Dahl, 2018) und besitzt damit zusatzlich eine 6kologische Relevanz.

5.2 Ein Modell fur die Rolle Hdr-ahnlicher Proteine im oxidativen
dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel in Hyphomicrobium

denitrificans X'
Immunologische Untersuchungen (Abb. 24) und vergleichende Proteomik (4.1.13) zeigten, dass Hdr-

ahnliche Proteine am Schwefelmetabolismus von Hyphomicrobium X beteiligt sind. Mit Ausnahme
von HdrC1 und dem hypothetischen Protein (Hden_0692) waren alle Proteine aus dem hdr-&hnlichen
Gencluster sehr signifikant oder hochstsignifikant hufiger im DMS-Proteom von Hyphomicrobium X
zu finden (Tab. 17). Ahnliches ist aus Proteom-Analysen mit Acidithiobacillus spp. bekannt (Mangold
et al., 2011; 2013; Osorio et al., 2013). Durch die Entwicklung eines genetischen Systems konnte
erstmals eine funktionelle Knock-out-Mutante fir einen Hdr-&hnlichen Komplex generiert und
untersucht werden (H. denitrificans Ahdr, 4.1.3). Die Ahdr-Mutante zeigte weder Wachstum mit DMS
als Substrat (Abb. 27) noch oxidierte sie es (Abb. 28). Eine Komplementierung in trans (H.
denitrificans Ahdr") stellte ein wildtypisches DMS-Oxidationsverhalten wieder her (Abb. 28). Diese
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Beobachtungen stellen den ersten genetischen Nachweis fur die Beteiligung Hdr-ahnlicher Proteine
am oxidativen dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel dar. Die Ahdr-Mutante verfiigt ber eine
Methanthioloxidase (Hden_0743) und ein unbekanntes Enzym zur Umsetzung von DMS zu
Methanthiol, da lediglich der hdr-dhnliche Genlokus (Abb. 8) mutiert wurde. Fir die
Methanthioloxidase aus Hyphomicrobium EG ist bekannt, dass sie sowohl durch das naturliche
Substrat Methanthiol ab Konzentrationen von 14 uM (K; 42 uM) als auch durch das Produkt Sulfid (K;
90 puM) inhibiert wird (Suylen et al., 1987). Dieser Effekt ist auch fur die Methanthioloxidase aus
Hyphomicrobium VS bekannt (Eyice et al., 2018). Eine Unterbrechung der nachfolgenden
Schwefeloxidation in der Ahdr-Mutante konnte in Form einer Feedback-Hemmung einen Einfluss auf
die initiale DMS- und Methanthiol-Oxidation in Hyphomicrobium X haben und die ausbleibende
Oxidation von DMS erklaren. Die Daten aus der Proteom-Analyse zeigten, dass bei Wachstum mit
DMS die Sulfid:Chinon-Oxidoreduktase (Hden_0718) und die cytoplasmatische Persulfiddioxygenase
(Hden_0740) signifikant haufiger zu finden waren (Tab. 17). Trotzdem konnten diese in vivo den Hdr-
ahnlichen Komplex nicht ersetzen. Dies wére so nicht zu erwarten gewesen. Kombinationen aus Sqr
und PDO, die haufig in cst-dhnlichen Operon-Strukturen zusammen mit einer Rhodanese kodiert
werden, sind in Staphylococcus aureus ein effektives System zur Detoxifikation von Sulfid (Shen et
al., 2015; Shen et al., 2016). Fir rekombinant in E. coli produziertes Hden_0740 konnten im Rahmen
von in vitro Enzymtests mit Glutathionpersulfid als Substrat die kinetischen Parameter V sy [172 pumol
0, min mg™] und der K,-Wert [200 pM] ermittelt werden (Tanabe, 2017). Damit wéare auch eine

Relevanz in vivo vorstellbar gewesen.

Dem im erweiterten hdr-ahnlichen Genlokus kodierten Lipoatbindeprotein LbpA (Hden_0696) konnte
eine essentielle Funktion im Rahmen des DMS-Metabolismus von Hyphomicrobium X zugewiesen
werden. Die Deletionsmutante H. denitrificans AlbpA (Abb. 30) zeigte einen dhnlichen Ph&notyp wie
zuvor die Ahdr-Mutante. Das Ausbleiben von Wachstum mit DMS als Substrat verbunden mit keiner
nachweisbaren Oxidation von DMS bewies, dass LbpA eine essentielle Rolle in der Oxidation von
DMS bzw. der Verstoffwechselung der Abbauprodukte einnimmt. Der beobachtete Phanotyp der
AlbpA-Mutante wirft erneut die Frage auf, weshalb die Deletion eines Gens, dessen Genprodukt
vermutlich an der Oxidation des im DMS enthaltenen Schwefels beteiligt ist, ein komplettes
Ausbleiben der Oxidation von DMS bewirkt. Eine plausible Erklarung liefert in diesem
Zusammenhang — wie zuvor fur die Ahdr-Mutante ausfihrlich beschrieben — eine Feedback-
Inhibierung der initialen DMS-Oxidation durch eine Akkumulation der Abbauprodukte Methanthiol
und Sulfid.

Im Gegensatz zur Ahdr- und AlbpA-Mutante konnte fur H. denitrificans AtsdA kein Phénotyp fur das
Wachstum mit oder die Oxidation von DMS als Substrat festgestellt werden (Abb. 32). Dieses
wildtypische Verhalten zeigte, dass die TsdA wéhrend der von Hyphomicrobium X durchgefiihrten

Oxidation von DMS zu Sulfat keine wichtige Funktion einnimmt. Diese Vermutung wurde durch die
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vergleichende Proteomik (Tab. 17) sowie durch Analysen von Kulturiiberstinden von DMS
oxidierenden Kulturen bestétigt (4.1.6). Die TsdA wurde im DMS-Proteom signifikant weniger
haufiger gefunden (log2 fold change -0,8, Tab. 17) und Tetrathionat konnte nicht als Intermediat der
DMS-Oxidation nachgewiesen werden.

Eine grundsatzliche Frage bei der Betrachtung des oxidativen dissimilatorischen
Schwefelmetabolismus in Hyphomicrobium X besteht darin, mit welchem Enzym der Organismus die
initiale Umsetzung von DMS zu Methanthiol vollzieht. Fir den Schritt, bei dem Methanthiol zu Sulfid
und Formaldehyd umgesetzt wird, konnte eine Methanthioloxidase (Hden_0743) als Kandidat sowohl
durch die bioinformatische Analyse (Tab. 15) als auch durch die vergleichende Proteomik (Tab. 17)
identifiziert werden. Ein bekanntes DMS umsetzendes Protein wurde nicht gefunden, dafur aber
Kandidaten fir ein neuartiges DMS verstoffwechselndes Enzym. Einer dieser Kandidaten ist
Hden_0730. Das Protein war sehr signifikant um einen log2 fold change von 4,0 hdufiger im DMS-
Proteom zu finden (Tab. 17). Zudem handelt es sich bei der bereits charakterisierten DmoA-
Untereinheit der DMS-Monooxygenase aus Hyphomicrobium sulfonivorans um eine FMN-abhéangige
Oxidoreduktasen (Boden et al., 2011), was gemal3 der bioinformatischen Untersuchung auch auf
Hden_0730 zutrifft (Tab. 15). Ein Vergleich dieser Proteine zeigte, dass sie eine Ahnlichkeit von
12,6 % (Abb. 50) aufwiesen. Wahrend der N- und der C-Terminus gréRere Ahnlichkeiten mit
mehreren Kkonservierten Aminosduren zeigen, fehlte bei Hden 0730 ein Bereich von fast 300
Aminosduren, der bei DmoA in der Mitte der Priméarsequenz vorhanden ist. Dieser Unterschied wird
auch bei der ungleichen Lange der Proteine (Hden 0730 — 207 Aminosauren; DmoA — 480
Aminosduren) deutlich. Im Fall von Hden_0730 fehlte aulerdem eine genetische Vergesellschaftung
mit dmoB (NAD(P)H-anhédngige Flavin-Oxidoreduktase). Die in die gleiche Leserichtung im Genom
zusammen mit Hden_0730 kodierten Proteine Hden_0729 und Hden_0728 wurden im DMS-Proteom
sehr signifikant haufiger gefunden (log2 fold change 4,9 bzw. 4,5), konnten bioinformatisch aber nicht
naher charakterisiert werden. Zudem liegt zwischen Hden_0730 und Hden_0729 eine nicht kodierende
Region von 191 Basenpaaren. Somit ware es moglich, dass Hden_0730 kein Bestandteil der Operon-
Struktur von Hden_0729-Hden_0725 ist.

Neben Hden 0730 ist Hden 0734 ein weiterer Kandidat fir die Rolle des DMS-degradierenden
Enzyms in Hyphomicrobium X. Das cytoplasmatische Protein, das als Oxidoreduktase mit einer
FAD/NAD-Bindedoméne annotiert ist, besitzt eine Ahnlichkeit von 50,5 % zur DsoF-Untereinheit der
DMS-Oxidase aus Acinetobacter sp. strain 20B (Abb. 51). Im Originalorganismus besteht der DMS-
Oxidase-Komplex (DsoABCDEF) aus sechs Untereinheiten und oxidiert DMS zu DMSO bzw. DMSO
zu DMSO; (Horinouchi et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass DsoF essentiell fur die Aktivitat
des Komplexes ist und eine DMS-Reduktase-Aktivitat besitzt (Horinouchi et al., 1999). Basierend auf
Sequenz-Homologien zur DmpP-Untereinheit der Phenol-Hydroxylase aus Pseudomonas sp. strain
CF600 (Nordlund et al., 1990) wurde zudem geschlussfolgert, dass DsoF ein FAD und ein 2Fe-2S-
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Cluster vom Ferredoxin-Typ bindet. Sowohl die konservierten Cysteine, die im N-Terminus der
Proteine zu finden sind, als auch die im Mittelteil von DsoF und DmpP gelegene FAD-Bindetasche
konnten in Hden_0734 gefunden werden. In Kombination mit der Tatsache, dass Hden_0734 im
DMS-Proteom sehr signifikant mit einem log2 fold change von 3,1 haufiger zu finden war (Tab. 18),
deuten diese Beobachtungen auf eine Rolle des Proteins im DMS-Stoffwechsel hin. Gene fiir
Homologe zu den Untereinheiten DsoABCDE der DMS-Oxidase konnten nicht im Genom von
Hyphomicrobium X gefunden werden. Allerdings wird Hden_0734 in einem Gencluster zusammen
mit vier weiteren Proteinen (Hden_0731-0735) kodiert, von denen drei hdchstsignifikant haufiger im
DMS-Proteom zu finden waren (Tab. 18). Geméal bioinformatischer Analysen der cytoplasmatischen
Proteine handelt es sich bei Hden_0731 (log2 fold change 4,8) um ein Peroxidase-&hnliches Protein,
bei Hden_0732 (log2 fold change 3,7) um eine putative Fettsduredesaturase und bei Hden_0733 (log2
fold change 4,3) um ein Globin-dhnliches Protein. Das ebenfalls in gleicher Leserichtung im selben
Gencluster kodierte Hden 0735 ist als Regulator annotiert, konnte aber im Proteom nicht gefunden
werden. Basierend auf der genetischen Vergesellschaftung verbunden mit der gleichzeitigen sehr
signifikanten Erhohung der Haufigkeit der Proteine im DMS-Proteom lasst sich die Hypothese
formulieren, dass die Proteine Hden_0731-Hden_0734 einen Komplex zur cytoplasmatischen DMS-

Degradation bilden.

Wenngleich die zuvor diskutierten Ergebnisse Anhaltspunkte dafiir liefern, dass die genannten
Kandidaten-Proteine die Funktion einer DMS-Monooxygenase in Hyphomicrobium X bernehmen
kdnnten, fehlt ein experimenteller Beweis. In Anlehnung an die Arbeit von Horinouchi und Kollegen
(Horinouchi et al., 1999) kdnnten Knock-out-Mutanten fiir die Kandidaten erzeugt und mit einzelnen
Genen oder einem kompletten Gencluster in trans komplementiert werden. Zusatzlich bietet sich die
Option, das jeweilige Protein rekombinant in E. coli zu produzieren und zu versuchen, eine in vitro
Aktivitat zu dokumentieren, ahnlich wie es Boden und Kollegen fiir die DMS-Monooxygenase aus
Hyphomicrobium sulfonivorans beschrieben haben (Boden et al., 2011). Hierbei muss allerdings
beachtet werden, dass im Beispiel aus der Literatur das Enzym aus dem Originalorganismus
aufgereinigt wurde. Da gezeigt werden konnte, dass der Stamm E. coli AiscR dazu geeignet ist, Eisen-
Schwefel-Flavoproteine aus Hyphomicrobium X rekombinant zu produzieren (4.3.2), wére ein

analoges Vorgehen fiir die Expression einer putativen DMS-Monooxygenase denkbar.

Die Proteine des unvollstdndigen Sox-Systems (SoxABXYZ) zdhlten zu den Proteinen mit den
hdchsten signifikanten Verdnderungen der relativen Protein-Level im DMS-Proteom (Tab. 17, 18).
Diese Beobachtung kann in zwei verschiedene Richtungen interpretiert werden. Es ist denkbar, dass
Thiosulfat als Intermediat wahrend der DMS-Oxidation gebildet und durch das Sox-System teilweise
verstoffwechselt wird. Ein direkter Nachweis von Thiosulfat in Kulturiberstdnden konnte weder mit
kolorimetrischen Tests noch mittels HPLC-Analyse vollbracht werden (4.1.6). Eine Akkumulation des

potentiellen Intermediates fand entsprechend nicht statt. Zum anderen wére es mdglich, dass das
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unvollstandige Sox-System in Hyphomicrobium X — in Ermangelung anderer Enzyme zur Sulfit-
Oxidation (4.1.1) —an der Oxidation von Sulfit zu Sulfat beteiligt ist, &hnlich wie es in vitro fur das
Sox-System von Paracoccus pantotrophus beschrieben wurde (Friedrich et al., 2000). Unabhéangig
von der genauen Rolle des Sox-Systems im Rahmen des Schwefelstoffwechsels von Hyphomicrobium
X konnte durch Wachstumsversuche mit den generierten Mutanten-Stdmmen gezeigt werden, dass die
vollstandige Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat einen funktionalen Hdr-&hnlichen Komplex benétigt.
Unter Bedingungen, bei denen wildtypische Zellen Thiosulfat stochiometrisch zu Sulfat oxidieren,
setzte die Ahdr-Mutante das Substrat vollstdndig zu Tetrathionat um, wéhrend der in trans
komplementierte Ahdr*-Stamm ein wildtypisches Verhalten zeigte (Abb. 28). Die beobachtete
Akkumulation von Tetrathionat konnte exklusiv auf eine enzymatische Bildung durch die TsdA
zuriickgefiihrt werden. Die AtsdA-Mutante zeigte unter Bedingungen, bei denen der Wildtyp
Thiosulfat ausschlieflich zu Tetrathionat oxidierte, keine Oxidation von Thiosulfat (Abb. 31). Im
Gegensatz hierzu verhielt sich die Mutante unter Bedingungen, bei denen der Wildtyp Thiosulfat
ausschliellich zu Sulfat oxidierte, wildtypisch (Abb. 32).

Wenn das unvollstdndige Sox-System eine Thiosulfat oxidierende Funktion in Hyphomicrobium X
besitzt und Thiosulfat zu Sulfat und proteingebundenem Sulfanschwefel umsetzt, verfiigt der
Organismus theoretisch iber zwei Mdglichkeiten, den verbleibenden reduzierten Schwefel zu Sulfit zu
oxidieren. Eine Mdglichkeit besteht in der Oxidation tber das Hdr-dhnliche System, die andere basiert
auf einer Kombination von Sgr und PDO (Tab. 15). Der Verlust eines funktionsfahigen Hdr-ahnlichen
Komplexes in der Ahdr-Mutante fiihrte dazu, dass der Stamm kein Thiosulfat mehr zu Sulfat umsetzen
konnte, obwohl noch eine funktionelle Sgr und PDO verfugbar waren. Entsprechend kann équivalent
zu der Situation bei der Oxidation von DMS angenommen werden, dass ein Schwefeloxidationsweg
via Sgr und PDO im Rahmen der Thiosulfat-Oxidation in Hyphomicrobium X keine entscheidende
Rolle spielt oder zumindest nicht die Funktion des Hdr-ahnlichen Systems ersetzen kann. Sgr und
PDO aus cst-dhnlichen Operon-Strukturen haben in vivo in der Regel eine detoxifizierende Funktion
(Shen et al., 2015; Shen et al., 2016). Entsprechend ist es moglich, dass die Aktivitat der Enzyme von
Hyphomicrobium X nicht ausreicht, um groflere Mengen an Substrat umzusetzen. Zudem ist eine
Schwefeloxidation durch das Hdr-ahnliche System in Kombination mit dem unvollstdndigen Sox-
System flr Hyphomicrobium X energetisch attraktiver. Im direkten Vergleich zur Detoxifikation durch
die Sgr und PDO, bei der nur zwei Elektronen auf Redox-Carrier Ubertragen werden (Sulfid zu Sulfit),

wirden hier mindestens sechs Elektronen (Thiosulfat zu Sulfat und Sulfit) gewonnen werden.

Eine weitere Verknupfung zwischen dem DMS- und dem Thiosulfat-Stoffwechsel in Hyphomicrobium
X zeigte die AlbpA-Mutante. Die Deletion von IbpA fiihrte dazu, dass die Mutante kein Thiosulfat zu
Sulfat oxidierte (Abb. 30). Stattdessen zeigte die AlbpA-Mutante einen Phéanotyp, der zuvor bei der
Ahdr-Mutante beobachtet wurde, sie oxidierte Thiosulfat stochiometrisch zu Tetrathionat. Diese

Beobachtung untermauert, dass das genetisch mit den hdr-dhnlichen Genen vergesellschaftete
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Lipoathindeprotein LbpA essentiell fur die Funktion des Hdr-&hnlichen Komplexes ist. Gleichzeitig
bleibt die Frage offen, welche Rolle LbpA im Rahmen des Schwefelstoffwechsels einnimmt. Die
vergleichende Proteomik (Tab. 17) und die immunologischen Untersuchungen (Abb. 26) zeigten, dass
die Expression von LbpA in Gegenwart von reduzierten Schwefelverbindungen spezifisch induziert
wurde. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass das erweiterte hdr-ahnliche Gencluster
(Hden_0688-Hden_0696) eine Operon-Struktur bildet, die IbpA (Hden_0696) einschlielt. Das aus E.
coli aufgereinigte rekombinante LbpA wies allerdings keine stabile Bindung an HdrA als
Markerprotein fur den Hdr-ahnlichen Komplex auf (Abb. 25). Diese Beobachtung deckt sich mit den
Ergebnissen von Boughanemi und Kollegen, die zeigten, dass der Hdr-&hnliche Komplex aus Aquifex
aeolicus aus den Untereinheiten HdrA, HdrB1, HdrB2, HdrC1l und HdrC2 sowie einem lose

assoziierten DsrE-&hnlichen Protein besteht (Boughanemi et al., 2016).

Aus der Analyse mit einem a-Liponsdure-Antikorper ging hervor, dass LbpA lipoyliert vorlag (Abb.
26). Fur das LbpA aus Thioalkalivibrio sp. K90mix konnte ebenfalls kirzlich eine Lipoylierung
mittels Massenspektrometrie nachgewiesen werden (Cao et al., 2018). Es kann entsprechend davon
ausgegangen werden, dass der gebundene Liponsdurerest flr die Funktion des Proteins entscheidend
ist. Theoretisch waren in diesem Zusammenhang zwei mdgliche Rollen fir lipoyliertes LbpA in der
Schwefeloxidation denkbar. Proteingebundener Sulfanschwefel konnte auf den Liponsdurerest von
LbpA Ubertragen werden, was zur Ausbildung eines Persulfids fuhren wiirde, das dann als Substrat flr
den Hdr-ahnlichen Komplex dienen koénnte. Mdglicherweise spielt in diesem Zusammenhang ein
hochkonserviertes Cystein, das am &duBersten Ende der C-Termini von LbpAs aus verschiedenen
Organismen gefunden wurde (Cao et al., 2018), ebenfalls eine Rolle. Fir DsrC, das Substrat der
dissimilatorischen Sulfit-Reduktase, konnte gezeigt werden, dass es ein proteingebundenes Trisulfid
ausbildet (Santos et al., 2015). Eine &hnliche Situation ware fiir LbpA ebenfalls denkbar. Zum anderen
waére es moglich, dass LbpA als Elektronenakzeptor des Hdr-ahnlichen Komplexes fungieren kénnte.
Im Genom von Metallosphaera cuprina Ar-4" liegt direkt stromaufwérts vom hdr-ahnlichen Genlokus
ein Gencluster, das fir ein DsrE3-dhnliches Protein, eine Dihydrolipoyl-Dehydrogenase sowie ein
Thioredoxin kodiert (Liu et al., 2014). Es ware moglich, dass die Elektronen, die bei der Oxidation
einer reduzierten Schwefelverbindung durch den Hdr-&hnlichen Komplex freigesetzt werden, zunéchst
auf oxidiertes LbpA (bertragen werden. Reduziertes LbpA konnte dann durch die Dihydrolipoyl-
Dehydrogenase reoxidiert und die Elektronen konnten auf NAD" tibertragen werden. In Organismen,
bei denen der Hdr-ahnliche Komplex nicht in einer genetischen Vergesellschaftung mit einer
Dihydrolipoyl-Dehydrogenase liegt, wére es denkbar, dass diese Aufgabe von der E3-Untereinheit des
Pyruvatdehydrogenase-Komplexes ubernommen werden konnte. Fir E. coli konnte bereits gezeigt
werden, dass sich der Pyruvatdehydrogenase-, der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase- und der Glycin-
Decarboxylase-Komplex eine E3-Untereinheit teilen (Steiert et al., 1990). Diese Hypothese wirft
allerdings die Frage auf, was das endogene Substrat des Hdr-&hnlichen Komplexes ist bzw. wie es sich

um die Redox-Chemie der katalysierten Reaktion verhalt.
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Fir reduzierte proteingebundene Liponsaure (GlyH-Protein) in Rahmen der Glycin-Degradation durch
den Glycin-Decarboxylase-Komplex ist bekannt, dass diese ausreichend elektronegativ ist, um NAD"
zu reduzieren (Kikuchi & Hiraga, 1982). Fir das Redox-Paar NAD*/NADH wiederum wird unter
physiologischen Bedingungen ein Redoxpotential von -280 mV angenommen (Buckel & Thauer,
2013). Basierend auf den in der Literatur zu findenden Standardredoxpotentialen fir reduzierte
Schwefelverbindungen (E® Sulfit/Sulfat -515 mV, Sulfid/Schwefel -270 mV, Sulfid/Sulfit -116 mV,
(Thauer et al., 1977)) wére lediglich die Oxidation von Sulfit zu Sulfat ausreichend elektronegativ, um
Elektronen direkt auf NAD" bzw. LbpA als Redox-Mediator tibertragen zu kdnnen. Allerdings handelt
es sich bei den aufgefuhrten Redoxpotentialen um  Standardredoxpotentiale. Das
Standardredoxpotential fir die Oxidation von Malat zu Oxalacetat von -172 mV (Thauer et al., 1977)
ware theoretisch auch nicht ausreichend elektronegativ, um die freigesetzten Elektronen auf NAD" zu
Ubertragen. Dass diese Reaktion von der Malatdehydrogenase im Citratzyklus katalysiert wird (Krebs
& Johnson, 1937), ist Lehrbuchwissen und zeigt, dass in der Literatur zu findende
Standardredoxpotentiale von den tatsachlichen Potentialen unter physiologischen Bedingungen
abweichen konnen. Eine é&hnliche Situation kann flr die durch den Hdr-dhnlichen Komplex
katalysierten Reaktionen angenommen werden. Ebenfalls ist es nicht unwahrscheinlich, dass das
eigentliche Substrat des Hdr-dhnlichen Komplexes keine anorganische Schwefelverbindung wie
Sulfid, Thiosulfat oder ein niedermolekulares Persulfid wie Glutathionamid-Persulfid ist, sondern
proteingebunden vorliegt (proteingebundener Sulfanschwefel) und ein bisher unbekanntes
Redoxpotential besitzt. In der Literatur wird das Protein TusA als mdglicher Substrat-Carrier
diskutiert (Dahl, 2015). Homologe dieses Proteins, fir das bereits eine Rolle im cytoplasmatischen
Transport des Substrats der oxidativen dissimilatorischen Sulfit-Reduktase (DsrAB) in
Allochromatium vinosum nachgewiesen werden konnte (Stockdreher et al., 2014), befinden sich in
einer Vielzahl von Mikroorganismen in direkter genetischer Vergesellschaftung mit hdr-dhnlichen
Genen (Liu et al., 2014; Stockdreher et al., 2014). In Hyphomicrobium X liegt tusA (Hden_0698) im
sox-Gencluster unmittelbar stromabwarts vom hdr-&hnlichen Genlokus (Abb. 52). Zudem wurde das
Protein im DMS-Proteom hdéchstsignifikant haufiger mit einem log2 fold change von 3,3 gefunden
(Tab. 17). Damit wére ein TusA-gebundener Sulfanschwefel in Form eines Persulfids ein Kandidat als

Substrat fiir den Hdr-ahnlichen Komplex.

Viele Organismen, die einen hdr-ahnlichen Genlokus besitzen, wie z.B. Acidithiobacillus spp. oder
Thioalkalivibrio spp., wachsen chemolithoautotroph und sind darauf angewiesen, NADH durch
reversen Elektronenfluss zu erzeugen (Cao et al., 2018; Koch & Dahl, 2018). Fiir solche Prokaryoten
wére es energetisch gunstig, bei der cytoplasmatischen Oxidation von reduzierten
Schwefelverbindungen durch einen Hdr-dhnlichen Komplex NADH zu gewinnen. Diese wére durch
verschiedene Szenarien denkbar. Wenn das Redoxpotential des Substrats des Hdr-&hnlichen
Komplexes ausreichend elektronegativ ist, konnen die freigesetzten Elektronen NAD® direkt zu

NADH reduzieren oder indirekt erst proteingebundenes Lipoat (LbpA) als Redox-Carrier. Die
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Elektronen konnten dann durch eine Dihydrolipoyl-Dehydrogenase auf NAD® (ibertragen werden.
Falls das Substrat des Hdr-ahnlichen Komplexes elektropositiver als NAD" sein sollte, ware — analog
zum Hdr-Komplex aus methanogenen Archaeen — eine Flavin-basierte Elektronen-Bifurkation
vorstellbar. NAD" oder proteingebundene Liponsaure konnte der elektronegative Elektronenakzeptor
sein. Der Chinon-Pool ware ein geeigneter elektropositiver Elektronenakzeptor. Da Hyphomicrobium
X nicht Uber die Gene fir die Biosynthese von Menachinon verfiigt (1.5), wére Ubichinon der
Elektronenakzeptor. Das genaue Redoxpotential von Ubichinon ist unklar, die Literaturwerte variieren
stark (0 mV (Green & Baum, 1970), 45 mV (Nelson et al., 2005), 65 mV (Urban & Klingenberg,
1969), 113 mV (Thauer et al., 1977)). Basierend auf den Ergebnissen der in vitro Analysen von
rekombinantem HdrA erscheint ein solches Szenario allerdings eher unwahrscheinlich (5.3). Die
Ausbildung eines stabilen neutralen protonierten Semichinon-Radikals (Abb. 40-41) ist ein deutlicher
Hinweis darauf, dass das FAD in HdrA keine Elektronen-Bifurkation vollzieht. Zudem ist es fraglich,
ob im Fall des Hdr-dahnlichen Komplexes eine Elektronen-Bifurkation mit dem Chinon-Pool als
elektropositivem Elektronenakzeptor eine ausreichend starke exergone Reaktion zur Verfugung stellt,
um die endergone Reduktion von NAD" oder Liponsdure zu bewerkstelligen. Im Fall des HdrABC-
Komplexes in Methanogenen wird durch die Reduktion des Heterodisulfids (E® -140 mV) mit
Elektronen aus der Oxidation von Wasserstoff (E -296 mV, unter physiologischen Bedingungen) die
Reduktion von Ferredoxin (E -500 mV, unter physiologischen Bedingungen) katalysiert (Buckel &
Thauer, 2013). Entsprechend wird ein Potentialgefdlle von -156 mV genutzt, um eine endergone
Reaktion mit einem Potential von 204 mV zu katalysieren. Bei einem anderen Beispiel, dem BcdA-
EtfBC Komplex aus Clostridium Kluyveri, betrdgt das Redoxpotential der exergonen Reaktion -270
mV und das der endergonen Reaktion 220 mV (Buckel & Thauer, 2013). Das endogene Substrat des
Hdr-ahnlichen Komplexes und damit auch dessen entsprechendes Redoxpotential sind zum
gegenwartigen Zeitpunkt noch unbekannt. Wenn ein &hnliches Potential wie das fur die Oxidation von
Hydrogensulfid zu Hydrogensulfit (E® -116 mV, (Thauer et al., 1977)) angenommen wird, wiirde die
exergone Teilreaktion mit Chinon als Elektronenakzeptor ein Redoxpotential zwischen -116 mV und -
229 mV besitzen, abhdngig davon, welches in der Literatur zu findende Standardpotential von
Ubichinon fir die Berechnung herangezogen wird. Die endergone Teilreaktion mit NAD" wirde ein
Redoxpotential von 164 mV aufweisen. Die zuvor angestellten Berechnungen sind nur mathematische
Uberlegungen, die die Komplexitit der Redox-Chemie in biologischen Systemen ignorieren. Die
Tatsache, dass in der Literatur beschriebene Enzym-Komplexe mit Flavin-basierter Elektronen-
Bifurkation groRere Potentialgefélle in der exergonen Teilreaktion zum Antrieb der endergonen
Teilreaktion verwenden, kann méglicherweise ein weiterer Hinweis darauf sein, dass der Hdr-&hnliche

Komplex in Sulfurikanten keine Bifurkation katalysiert.

Wenn das Substrat des Hdr-ahnlichen Komplexes kein ausreichend negatives Redoxpotential besitzt,
um einen Transfer der freigesetzten Elektronen auf NAD" zu erlauben, und der Komplex ebenfalls

keine Flavin-basierte Elektronen-Bifurkation katalysiert, stellt sich die Frage nach dem tatséchlichen
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Elektronenakzeptor. Denkbar ware, dass der Chinon-Pool (Ubichinon) als Elektronenakzeptor
fungiert. Der Transfer von Elektronen aus der Oxidation reduzierter Schwefelverbindungen in den
Chinon-Pool ist beispielsweise fur die Thiosulfat:Chinon-Oxidoreduktase (Muller et al., 2004) oder
die Sulfid:Chinon-Oxidoreduktase (Reinartz et al.,, 1998) bekannt. Die Gewinnung von
Reduktionsaquivalenten in Form von NADH misste in einem solchen Fall durch reversen
Elektronenfluss bewerkstelligt werden. In vitro konnte gezeigt werden, dass FAD in einem
elektroenzymatischen System zur Synthese von L-Laktat bei einem kontinuierlichen Potential von -
500 mV als Elektronendonator fur eine an eine Elektrode gebundene Dihydrolipoyl-Dehydrogenase
fungieren kann (Leonida et al., 1998). Hierbei werden die Elektronen von der Elektrode auf
immobilisiertes FAD im Chinon-Zustand bertragen, was als Hydrochinon den proteingebundenen
Liponsdurerest der Dihydrolipoyl-Dehydrogenase, die ebenfalls immobilisiert auf der Elektrode
vorliegt, reduziert. Die Dihydrolipoyl-Dehydrogenase gibt die Elektronen an NAD™ ab, das als NADH
durch eine 16sliche L-Laktatdehydrogenase reoxidiert wird. Kontrollexperimente ohne FAD zeigten
keinen direkten Elektronenfluss von der Elektrode auf die Dihydrolipoyl-Dehydrogenase (Leonida et
al., 1998). Ein solcher Versuchsaufbau ist artifiziell und direkte Ubertragungen der beobachteten
Elektronenflisse auf in vivo Situationen sind spekulativ. Zudem ist das Standardredoxpotential von
FAD/FADH, (E* -220 mV (Thauer et al., 1977)) theoretisch zu positiv, um eine direkte Ubertragung
von Elektronen von FADH, auf proteingebundene oxidierte Liponsdure zu erlauben. Gleichwohl
kénnen diese Ergebnisse als GedankenanstoR zur Erstellung eines Modells fur den

Funktionsmechanismus von Hdr-&hnlichen Komplexen verstanden werden.

Die Komposition und die subzelluldre Lokalisation des Hdr-dhnlichen Komplexes sind bisher unklar.
Fir den aufgereinigten Hdr-ahnlichen Komplex aus Aquifex aeolicus ist beschrieben, dass er aus fiinf
Untereinheiten (HdrAB1B2C1C2) besteht, die entweder als Monomer oder als Dimer vorliegen
(Boughanemi et al., 2016). Das im hdr-ahnlichen Genlokus kodierte hypothetische Protein (Hp) wurde
nicht gefunden. Der Hdr-dhnliche Komplex lag sowohl léslich im Cytoplasma als auch
membranassoziiert vor (Boughanemi et al., 2016). In der vergleichenden Proteom-Analyse konnten
lediglich die Untereinheiten HdrA, HdrB1, HdrB2 und HdrC2 identifiziert werden (Tab. 17). Dabei
wiesen mit Ausnahme von HdrB1 die anderen Untereinheiten des Hdr-&hnlichen Komplexes ahnliche
log2 fold changes auf (3,94,3), was als Hinweis auf eine dquimolare Komposition der verschiedenen
Untereinheiten des Hdr-&hnlichen Komplexes interpretiert werden kann. Bei Proteom-Analysen von
Acidithiobacillus spp. konnten ebenfalls nur Teile des Hdr-dhnlichen Komplexes gefunden werden
(Mangold et al., 2011; Osorio et al., 2013). Hierbei muss allerdings beachtet werden, dass in beiden
Quellen 2D-Gelelektrophoresen mit anschliefender Spot-ldentifizierung zur vergleichenden
Proteomik herangezogen wurden und nicht wie im Rahmen dieser Arbeit eine LC-MS-Analyse.
Mdgliche Hinweise dafiir, dass bei der vergleichenden Proteomik nicht alle von Boughanemi und
Kollegen beschriebenen Untereinheiten des Komplexes gefunden wurden, liefert der Vergleich der

Methoden zur Préparation der Proteine. Bei Boughanemi wurde der Hdr-dhnliche Komplex aus
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Membranfraktionen mittels Detergenzien solubilisiert, wahrend in dieser Arbeit Ganzzellproteine ohne
erganzende Solubilisierung von Membranproteinen verwendet wurden. Es ist moglich, dass
Membranproteine wie das im cst-ahnlichen Operon kodierte TauE-ahnliche Protein (Hden_0720) im
Proteom fehlen oder aber membranassoziierte Proteine hinsichtlich ihres log2 fold changes
unterreprasentiert sind. Das zuletzt aufgefiihrte Szenario kénnte im Fall von HdrB1 zutreffend sein.
HdrB1 besitzt gemal der bioinformatischen Analyse mit verschiedenen Tools zur Vorhersage von
Transmembrandomanen keine ebensolchen, konnte aber — wie bereits fur andere Enzyme mit
konservierten CCG-Doménen beschrieben (Lemos et al., 2002; Auernik & Kelly, 2008) — uber
amphipathische Helices eine Membranassoziierung erfahren. Mit einem Tool zur Vorhersage von in-
plane Membranankern (Sapay et al., 2006) konnten potentielle amphipathische Helices in HdrB1 (eine
Helix), HdrC1 (zwei Helices) und Hp (zwei Helices) identifiziert werden. Diese Beobachtung deckt
sich mit den Ergebnissen der vergleichenden Proteomik. Wéhrend HdrB1 — wenn auch vermutlich
unterrepréasentiert hinsichtlich des log2 fold changes — im DMS-Proteom gefunden wurde, fehlen
HdrC1 und Hp, obwohl sie zusammen mit den anderen Hdr-dhnlichen Proteinen als eine
Transkriptionseinheit im Genom kodiert werden. Zusatzlich zeigten die Untersuchungen zu heterolog
produziertem Hp (Hden_0692, 4.3.1), dass das rekombinante Protein mit hoher Affinitat an Proteine
von E. coli assoziiert vorlag, die durch ihre spektralen Eigenschaften mit hoher Wahrscheinlichkeit als
Cytochrom-b558-d-Komplex identifiziert werden konnten. Wenn im Originalorganismus eine
ahnliche Situation vorliegt, konnte dies das Fehlen von Hp im Proteom erklaren. Gleichzeitig stellt
sich die Frage, weshalb der Hdr-ahnliche Komplex eine Membranassoziierung benétigt. In dem Fall,
dass der Hdr-ahnliche Komplex tatséchlich eine Flavin-basierte Elektronen-Bifurkation katalysiert und
der Chinon-Pool als elektropositiver Elektronenakzeptor fungiert, kénnte HdrB1, HdrC1 oder Hp die
notige Assoziierung zur Membran bewerkstelligen. Fir den Fall, dass keine Elektronen-Bifurkation
vollzogen wird und die Elektronen direkt in den Chinon-Pool eingespeist werden, wiirde den Proteinen

eine &hnliche Aufgabe zukommen.

Da das Redoxpotential von mdglichen anorganischen Substraten des Hdr-ahnlichen Komplexes nicht
ausreichend elektronegativ ist, um Elektronen direkt auf NAD" oder oxidierte proteingebundene
Liponsdure zu Ubertragen, stellt eine hypothetische Elektronen-Konfurkation einen weiteren
Erklarungsansatz dar. Fir den LDH/Etf-Komplex aus Acetobacterium woodii ist bekannt, dass dieser
Organismus Elektronen aus der Oxidation von Laktat zur endergonen Reduktion von NAD*
verwendet, indem er gleichzeitig Elektronen aus der Oxidation von reduziertem Ferredoxin nutzt
(Weghoff et al., 2015). Es ist jedoch fraglich, ob in Sulfurikanten stark elektronegative Redox-Carrier
wie reduziertes Ferredoxin fur eine solche Reaktion zur Verfligung stehen. Theoretisch ware ein
Szenario denkbar, bei dem Elektronen aus der Oxidation einer reduzierten Schwefelverbindung mit
Elektronen aus der Atmungskette vereint werden, um Reduktionséquivalente in Form von NADH zu
generieren. Die vermeintliche Membranassoziierung von Hp, HdrB1 und HdrC1 kdnnte als Hinweis

auf eine solche Situation interpretiert werden.
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Aufgrund der hohen Sequenzibereinstimmungen zum kristallisierten HdrC aus Methanothermococcus
thermolithotrophicus (mHdrC) (Wagner et al., 2017) — inklusive samtlicher konservierter Cysteine —
kann davon ausgegangen werden, dass HdrC1 und HdrC2 jeweils zwei 4Fe-4S-Cluster binden. Damit
kommen beide Proteine fir eine Rolle als Elektronentbertrager innerhalb des Hdr-ahnlichen
Komplexes in Frage. Bei HdrB1l ist eine Zuweisung einer mdglichen Funktion schwieriger.
Alignments mit HdrB aus M. thermolithotrophicus (mHdrB) zeigten, dass in HdrB1 zwei der vier
Cysteine, die in mHdrB das N-terminale FeS-Cluster koordinieren, fehlen (Koch & Dahl, 2018). Im C-
terminalen Bereich von HdrB1 sind nur drei der vier Cysteine zu finden, die in mHdrB das zweite
Eisen-Schwefel-Cluster bilden. Dies deutet darauf hin, dass HdrB1 keine zwei 4Fe-4S-Cluster bindet.
Neben der zuvor angesprochenen Rolle im Rahmen einer mdglichen Membranassoziierung bleibt die
konkrete Funktion von HdrB1 damit unklar. Einen Gegensatz dazu stellt HdrB2 dar, bei dem alle
konservierten Cysteine, die in die Bindung der beiden nicht-cubanen FeS-Cluster im mHdrB involviert
sind, gefunden werden konnten (Koch & Dahl, 2018). Damit ist es wahrscheinlich, dass HdrB2 eine
katalytisch aktive Untereinheit des Hdr-ahnlichen Komplexes ist. HdrA besitzt, wie im Rahmen dieser
Arbeit gezeigt werden konnte (4.3.5), jeweils ein 4Fe-4S-Clutser und ein FAD. Es fehlen im Vergleich
zu HdrA aus M. thermolithotrophicus (mHdrA) insgesamt flinf Eisen-Schwefel-Cluster. Dies legt
nahe, dass HdrA im Hdr-ahnlichen Komplex eine Funktion ausubt, die sich von der von mHdrA
unterscheidet. Die gewonnenen Erkenntnisse aus der aufgeklarten Struktur von HdrA werden unter 5.3

naher erlautert.

Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der Proteom-Analyse (4.1.13), der immunologischen
Untersuchungen (4.1.7-4.1.8.) und der biochemischen Charakterisierungen von wildtypischen Zellen
und Mutanten-Stdimmen (4.1.5-4.1.6, 4.1.9-4.1.12) wurde ein Modell fur den oxidativen

dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel von Hyphomicrobium X entwickelt (Abb. 47).
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Abb. 47: Thiosulfat- und DMS-Stoffwechsel in Hyphomicrobium X. Normalisierte und statistisch relevante (p-Wert < 0,05) Verdnderungen der relativen Proteinhdufigkeiten (DMS/DMA

logarithmiert zur Basis 2, gerundet auf ganze Zahlen) werden mit den griinen Pfeilen angegeben. Mdgliche prosthetische Gruppen bei den Hdr-&hnlichen Proteinen: braune Vierecke = [4Fe-4S];

orange Ovale = FAD. Abkirzungen: DMS MO = DMS-Monooxygenase; DLDH = Dihydrolipoyl-Dehydrogenase; LbpA = Lipoatbindeprotein; MTO = Methanthioloxidase; PDO =
Persulfiddioxygenase; SQR = Sulfid:Chinon-Oxidoreduktase; TsdA = Thiosulfatdehydrogenase; Q = Chinon-Pool.
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Das Modell fir die Rolle des Hdr-dhnlichen Komplexes im Schwefelstoffwechsel von
Hyphomicrobium X umfasst sowohl die Oxidation von DMS als auch die Oxidation von Thiosulfat.
Da davon ausgegangen wird, dass Thiosulfat ein Intermediat wahrend der DMS-Oxidation ist, wird
das Modell nachfolgend nur ausgehend von DMS als Substrat beschrieben.

Hyphomicrobium X verfiigt ber kein beschriebenes Enzym, das DMS zu Methanthiol umsetzen kann.
Ein mdglicher zuvor bereits diskutierter Kandidat hierfir ist Hden 0730, eine cytoplasmatische
NADH-Dehydrogenase mit einem FMN-Bindemotiv. Das bei der Umsetzung von DMS zu
Methanthiol gebildete Formaldehyd kann zur Energiegewinnung cytoplasmatisch zu Formiat und
weiter zu CO, oxidiert oder zum Aufbau von Biomasse Uber den Serin-Weg verwendet werden
(Meiberg & Harder, 1978). Der im DMS enthaltene Schwefel wird als Methanthiol freigesetzt, dem
Substrat der periplasmatischen Methanthioloxidase (Hden_0743). Methanthiol, das wvon der
Methanthioloxidase zu Dihydrogensulfid und Formaldehyd umgesetzt wird (Suylen et al., 1987; Eyice
et al., 2018), muss vor der weiteren Verstoffwechselung das zelluldare Kompartiment wechseln. Bei
dieser Reaktion freigesetztes Formaldehyd kann erneut entweder zur Energiegewinnung oder zum
Aufbau von Biomasse genutzt werden, wéhrend das Dihydrogensulfid (ber zwei verschiedene
Stoffwechselwege oxidiert werden kann. Der erste Weg, der energetisch einer Detoxifikation gleicht,
involviert die Sqr (Hden 0718), die cytoplasmatisch Glutathionpersulfid generiert und dabei zwei
Elektronen in den Chinon-Pool einspeist. Glutathionpersulfid dient der cytoplasmatischen PDO
(Hden_0740) als Substrat und wird ohne Energiekonservierung zu Sulfit oxidiert. Dieses wird durch
ein TauE-dhnliches Protein (Hden_0720) ins Periplasma exportiert, wo es abiotisch mit Sauerstoff zu
Sulfat reagiert. Ebenfalls ware eine abiotische Reaktion von Hydrogensulfit und Hydrogensulfid, die
zur Bildung von Thiosulfat fiihrt (Heunisch, 1977), denkbar. Diese Reaktion wird auch als
Ausgangspunkt fir den zweiten Weg zur Oxidation des durch die Methanthioloxidase freigesetzten
Dihydrogensulfids postuliert. Das auf diese Weise gebildete Thiosulfat dient als Substrat des
periplasmatischen unvollstandigen Sox-Systems. Eines der beiden Schwefelatome wird vollstandig zu
Sulfat oxidiert, das zweite verbleibt als proteingebundener Sulfanschwefel an SoxYZ. Wie der
Sulfanschwefel nachfolgend in das Cytoplasma gelangt, ist unklar, wobei in dem hier dargestellten
Modell eine Involvierung von Hden 0699 vorgeschlagen wird, einem potentiellen
Schwefeltransporter, der im gleichen Gencluster wie SoxX, SoxA und TusA kodiert wird. Ebenso
ware denkbar, dass der Schwefel als niedermolekulare Verbindung wie Glutathionamid-Persulfid in
das Cytoplasma gelangt. Ein dhnlicher Mechanismus wird fiir Allochromatium vinosum angenommen
(Frigaard & Dahl, 2009). Eine Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat im Periplasma durch eine
Thiosulfatdehydrogenase (Hden_2748) ist metabolisch mdglich, spielt aber im Rahmen der DMS-

Oxidation nachweislich keine Rolle.

Es ist wahrscheinlich, dass TusA (Hden_0698) in den weiteren Transport des Sulfanschwefels im

Cytoplasma involviert ist. Ob ein proteingebundener Sulfanschwefel, der, wie im Modell dargestellt,
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durch TusA transportiert wird, das Substrat des Hdr-&hnlichen Komplexes ist, muss durch zukiinftige
Experimente gezeigt werden. Eine Beteiligung eines DsrE-ghnlichen Proteins (Hden_0688), das im
DMS-Proteom sehr signifikant mit einen log2 fold change von 4,1 h&ufiger gefunden wurde (Tab. 17),
wére ebenfalls denkbar. Ob ein DsrE-&hnliches Protein in den Transport des proteingebundenen
Sulfanschwefels involviert ist, wie es fiir Metallosphaera cuprina postuliert wird (Liu et al., 2014),
oder selbst als Substrat fungiert, ist unklar. Selbiges gilt fir die Frage, welche Untereinheit des Hdr-
ahnlichen Komplexes die katalytisch aktive ist und wie der weitere Transport der durch die Oxidation
freigesetzten Elektronen verlauft. Im hier dargestellten Modell werden zwei verschiedene
Maoglichkeiten gezeigt: der Transfer der Elektronen in den Chinon-Pool und der Transfer der
Elektronen auf oxidierte proteingebundene Liponsaure. Eine Kombination beider Prozesse durch eine
Flavin-basierte Elektronen-Bifurkation wére theoretisch ebenfalls denkbar, erscheint aber
unwahrscheinlich (5.3). Als Endprodukt der Oxidation des proteingebundenen Sulfanschwefels wird
Sulfit angenommen. Unter aeroben Bedingungen reagiert Sulfit spontan mit Sauerstoff zu Sulfat. Die
andere Madglichkeit besteht in der abiotischen Reaktion mit Hydrogensulfid zu Thiosulfat.
Hyphomicrobium X verfligt Uber kein klassisches System zur Oxidation von Sulfit zu Sulfat, bildet
aber Sulfat stéchiometrisch als Oxidationsendprodukt der DMS- oder Thiosulfat-Oxidation. Dies lasst
die Theorie zu, dass der Hdr-&hnliche Komplex sein Substrat vollstdndig zu Sulfat oxidiert. Da in
einer Vielzahl von anderen Mikroorganismen mit hdr-dhnlichem Genlokus etablierte Systeme zur
Oxidation von Sulfit vorhanden sind, erscheint dieses jedoch eher abwegig. Im Fall von
Acidithiobacillus caldus SM-1 ist der Sulfit oxidierende SoeABC-Komplex sogar direkt genetisch mit
dem hdr-ahnlichen Gencluster vergesellschaftet (Abb. 4).

Ausgehend von DMS als Substrat lasst sich der skizzierte Stoffwechselweg wie folgt stdchiometrisch

darstellen:

(CH3)28 + 40, > CO, + [CHzo] + H,S0, + H,0.

In Hyphomicrobium X wurde gezeigt, dass die Expression der hdr-dhnlichen Gene stark reguliert
wird. Die Tatsache, dass der Organismus bisher als unféhig beschrieben wurde, einen oxidativen
dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel zu betreiben (Suylen et al., 1986), ist entsprechend der
strikten Regulation der Gene geschuldet. Als mdéglicher Regulator konnte das unmittelbar vor dem
hdr-&hnlichen Genlokus kodierte Hden_0682, das gemal KEGG als Regulator aus der ArsR-Familie
annotiert wird, identifiziert werden. Da ein Ziel fir zukinftige Arbeiten mit den Hdr-ahnlichen
Proteinen darin besteht, den gesamten Komplex aufzureinigen, konnte die Generierung einer
Deletionsmutante ohne Hden_0682 eine maogliche Strategie darstellen, eine verstérkte Bildung des
Hdr-&hnlichen Systems zu erreichen. Im Fall von biotechnologisch relevanten Mikroorganismen wie
Metallosphaera spp. oder Acidithiobacillus spp. liegt kein Gen flr einen Regulator in der Nahe der
hdr-ahnlichen Gene. Dies ist nicht verwunderlich, da Spezies aus beiden Genera fur ihre Fahigkeit

zum lithotrophen Wachstum mit reduzierten Schwefelverbindungen bekannt sind (Dahl, 2017). Es
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waére denkbar, durch das Einbringen weiterer Kopien des hdr-ahnlichen Genclusters in trans unter
Kontrolle eines  konstitutiven  Promotors die Kapazitdt zur Oxidation reduzierter
Schwefelverbindungen entsprechender Organismen zu erhéhen. Dies konnte fiir biotechnologische
Anwendungen wie Bioleaching oder die Reinigung von Industrieabwéssern genutzt werden. Dass ein
solches Projekt grundsatzlich mdglich ist, konnte durch die Experimente mit der in trans
komplementierten Ahdr-Mutante (H. denitrificans Ahdr®) demonstriert werden.

Die Relevanz der im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse ist vielschichtig. Mit dem
erstmaligen genetischen Nachweis der Funktion eines Hdr-dhnlichen Komplexes im Rahmen des
oxidativen dissimilatorischen Schwefelmetabolismus wurde eine wichtige Erkenntnis gewonnen, die
bei zukiinftigen Analysen von mikrobiellen Gemeinschaften eine Rolle spielen wird. Zum
gegenwartigen Zeitpunkt werden bei der Analyse der mikrobiellen Diversitdt von Umweltproben in
der Regel Gene aus dem dsr-Gencluster (Sulfit-Reduktase, dsrAB) bzw. die jeweiligen Proteine als
Marker fiir den dissimilatorischen Schwefelmetabolismus verwendet (Loy et al., 2009; Anantharaman
et al., 2016; Anantharaman et al., 2018; Hausmann et al., 2018; Probst et al., 2018). Zukinftig muss
die Liste der physiologischen Marker um das Hdr-&hnliche System ergdnzt werden. In einer aktuellen
Studie wurde durch die Verwendung von Hdr-ahnlichen Proteinen als Marker bereits verschiedenen
Prokaryonten, flr die noch kein oxidativer dissimilatorischer Schwefelstoffwechsel bekannt war, ein
Hdr-ahnlicher Weg der Schwefeloxidation zugeordnet (Koch & Dahl, 2018). Die hohe Diversitét der
Habitate, in denen Mikroorganismen mit einem vollstandigen hdr-dhnlichen Genlokus gefunden
werden konnten (unterirdische Okosysteme, Grundwisser, terrestrische und marine Sedimente,
Kléaranlagen), zeigt, dass Hdr-dhnliche Komplexe ubiquitir eine Rolle innerhalb des
biogeochemischen Schwefelkreislaufs spielen (Koch & Dahl, 2018). Die Tatsache, dass das Hdr-
ahnliche System in einem Organismus sowohl in die Degradation von anorganischen
Schwefelverbindungen wie Thiosulfat als auch in die von organischen wie DMS involviert ist, ist in
der Literatur in dieser Form bisher nicht dokumentiert. Damit stellen Organismen wie
Hyphomicrobium X oder Hyphomicrobium EG eine aktive Verbindung zwischen dem organischen
und dem anorganischen Schwefelkreislauf dar. Zudem schlief3t das zuvor skizzierte Modell eines Hdr-
ahnlichen Komplexes, der Sulfanschwefel zu Sulfonschwefel oxidiert, die Liicken im Rahmen des
Schwefelstoffwechsels von zahlreichen biotechnologisch relevanten Mikroorganismen wie

Metallosphaera- oder Acidithiobacillus-Spezies.

5.3 Zusammenhange zwischen der Struktur, den Redoxpotentialen

und moglichen Funktionen in Hdr-ahnlichen Proteinen
Die HdrA-Untereinheit (Hden_0691) des Hdr-dhnlichen Komplexes aus Hyphomicrobium X" konnte

erfolgreich produziert und aufgereinigt werden (Abb. 39). Die spektralen Eigenschaften des
aufgereinigten Proteins im oxidierten Zustand zeigten, dass das rekombinante Protein ein FAD als
Cofaktor gebunden hatte (Abb. 39). Die hierbei im UV/Vis-Spektrum verzeichnete Schulter im

Absorptionsbereich zwischen 600 nm und 650 nm, die durch eine schrittweise Oxidation des Proteins
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ausgeblichen wurde (Abb. 41), ist charakteristisch fur ein protoniertes FAD-Semichinon-Radikal
(Massey & Palmer, 1966; Liu et al., 2010; Evans et al., 2013). Die spontane Ausbildung eines stabilen
Semichinon-Radikals ohne eine vorangegangene spezielle Behandlung des Proteins zur Erzeugung
eines Semichinons steht in Widerspruch zum Konzept der Flavin-basierten Elektronen-Bifurkation,
die ein hochreaktives und damit instabiles Semichinon-Radikal postuliert (Nitschke & Russell, 2012;
Buckel & Thauer, 2013, 2018). Fur die kirzlich kristallisierten HdrABC-MvhAGD-Komplexe aus
Methanothermococcus thermolithotrophicus und Methanothermobacter wolfeii wird angenommen,
dass der FAD-Cofaktor in der HdrA-Untereinheit als Chinon stabil und als Hydrochinon relativ stabil
vorliegen muss, wahrend das protonierte Semichinon-Radikal kurzlebig und damit via UV/Vis-
Spektroskopie nicht messbar ist (Wagner et al., 2017). Kuirzlich ist es gelungen, durch eine
Redoxtitration mit der bifurkierenden NADH-abhangigen Ferredoxin-NADP-Oxidoreduktase Nfn die
Ausbildung eines stabilen FAD-Semichinons durch UV/Vis-Spektroskopie zu dokumentieren (Lubner
et al., 2017). Fur potentiell bifurkierende Proteine im Zustand ,wie isoliert‘, wie es nun erstmals im
Fall von Hden_0691 dokumentiert werden konnte (Abb. 39, 40, 41), war dies bisher nicht bekannt.
Umso erstaunlicher war es, dass der FAD-Cofaktor von Hden_0691 wahrend der Redoxtitration zur
Bestimmung des Redoxpotentials kein stabiles Semichinon ausbildete (Abb. 43). Die dokumentierten
Messwerte deuteten hierbei darauf hin, dass das FAD in einem zwei Elektronen lbertragenden Schritt
direkt vom Chinon zum Hydrochinon reduziert wird. Das ermittelte Redoxpotential fir den FAD-
Cofaktor liegt mit -218 mV nur unwesentlich unterhalo des Wertes flr freies FAD unter
Standardbedingungen (-220 mV (Thauer et al., 1977)). Fir das bifurkierende L-FAD aus Nfn ist mit
-276 mV (Chinon/Hydrochinon) ein deutlich negativeres Redoxpotential dokumentiert (Lubner et al.,
2017). Es ist bekannt, dass bei freiem FAD in wassriger Losung die Reduktion des Semichinons zum
Hydrochinon ein positiveres Redoxpotential als die Reduktion des Chinons zum Semichinon aufweist
(Vogt et al., 2014). Entsprechend ist lediglich das komplett oxidierte Chinon oder das doppelt
reduzierte Hydrochinon stabil, wohingegen proteingebundenes FAD ein stabiles Semichinon ausbilden
kann (Massey & Palmer, 1966). In Kombination mit der Tatsache, dass bei der Bestimmung des
Redoxpotentials einige der gemessenen Werte von den theoretisch erwarteten Werten abwichen, kann
das Ergebnis der Redoxtitration als fraglich angesehen werden. Bei der Redoxtitration des FAD-
Cofaktors, die von Dr. Sofia S. Venceslau (ITQB, Universidade Nova des Lishoa, Oeiras/Portugal)
durchgefuhrt wurde, wurden Proteinproben eingesetzt, die zuvor bereits einem wiederholten Einfrier-
und Auftauprozess unterzogen waren. Eine derartige Behandlung von Proteinen fiihrt nicht selten zur
Prézipitation oder dem Verlust von Cofaktoren. Entsprechend kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die bei der Redoxtitration verfolgte Absorption von FAD bei 456 nm auch durch freies FAD in der
Probenldsung verursacht wurde. Eine Wiederholung der Redoxtitration mit einer frischen
Proteinpréparation sollte die angesprochenen Unsicherheiten beseitigen konnen. Wenn hierbei
ebenfalls ein Hinweis auf die Ausbildung eines stabilen Semichinons gefunden wird, wirde dies die

These untermauern, dass Hden_0691 keine Elektronen-Bifurkation vollzieht.
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Ein direkter Vergleich mit anderen HdrA-Untereinheiten aus Hdr-ahnlichen Komplexen aus
Sulfurikanten ist nicht moglich. Fir den aufgereinigten Hdr-&hnlichen Komplex aus Aquifex aeolicus
ist bekannt, dass dieser nach Abschluss der Aufreinigung sémtliche prosthetischen Gruppen verloren
hat und keine spektralen Eigenschaften mehr aufwies (Boughanemi et al., 2016). Im Rahmen der
gleichen Arbeit wurde zudem HdrA aus A. aeolicus rekombinant in E. coli produziert und
aufgereinigt, wobei auch hier keine Informationen zu den spektralen Eigenschaften des Proteins
verfiigbar sind.

Weitere Hinweise darauf, dass HdrA aus Hdr-ahnlichen Komplexen keine Flavin-basierte Elektronen-
Bifurkation katalysiert, ergibt der direkte Vergleich zwischen HdrA aus Hyphomicrobium X (xHdrA)
und dem HdrA aus Methanothermococcus thermolithotrophicus (mHdrA). Alignments zwischen
XHdrA und mHdrA zeigen, dass in der Aminosduresequenz von xHdrA fiinf der sechs Eisen-
Schwefelcluster-Bindemotive von mHdrA und damit sowohl die N-terminale Doméne, die C-
terminale Ferredoxin-Domédne als auch die inserierte Ferredoxin-Domane fehlen (Koch & Dahl, 2018).
Die N-terminale und die inserierte Ferredoxin-Doméne werden als essentiell fur die Elektronen-
Bifurkation im HdrABC-MvhAGD-Komplex angesehen (Wagner et al., 2017). Damit ist das Fehlen
dieser Doménen in xHdrA ein Hinweis darauf, dass das Enzym eine strukturell andere Reaktion
katalysiert. Diese These wird unterstiitzt durch die Umgebung des funktionell wichtigen Stickstoffs 5
(N5) des Isoalloxazinrings in xHdrA (Abb. 45 A, B). Da N5 (berwiegend von negativ geladenen
Aminosduren umgeben ist, kann das Wassermolekiil, das mit N5 interagiert, deprotoniert vorliegen.
Ein deprotoniertes Wassermolekil wiirde vorzugsweise mit einem protonierten N5 von einem
neutralen protonierten Semichinon-Radikal oder einem vollstandig reduzierten anionischen
Hydrochinon interagieren (Abb. 45 B). Dies stellt einen Gegensatz zur Situation in mHdrA dar, wo N5
mit dem positiv geladenen Lysin 0409 interagiert und das FAD bevorzugt im oxidierten ungeladenen
Chinon-Zustand vorliegt (Wagner et al., 2017). Zudem zeigte die Struktur, dass in xHdrA das
Aspartat323 anstelle des Lysins o’524 in mHdrA der direkten Umgebung der N2-C=01-Gruppe eine
negativere Ladung verleiht. Dies wirde ein FAD im Zustand eines neutralen protonierten Semichinon-
Radikals im Gegensatz zu einem negativ geladenen Hydrochinon stabilisieren. Die daraus
resultierende Ausbildung eines stabilen neutralen protonierten Semichinons konnte durch UV/Vis-
Spektroskopie verifiziert werden (Abb. 41). Eine Konsequenz dieser Situation ist, dass sich fiir den
FAD-Cofaktor in xHdrA im Vergleich zu mHdrA wahrscheinlich ein hoheres Redoxpotential fur das
Redoxpaar ,Chinon/neutrales protoniertes Semichinon-Radikal® ergibt. Zudem kann ein negativeres
Redoxpotential fur das Redoxpaar ,neutrales protoniertes Semichinon/Hydrochinon® angenommen
werden. Zusammengefasst deuten diese Erkenntnisse darauf hin, dass die Struktur des Proteins dazu
beitrégt, den FAD-Cofaktor im Zustand eines neutralen protonierten Semichinons zu stabilisieren.

Dies spricht gegen ein bifurkierendes xHdrA.
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Die Thioredoxin-Domane von mHdrA koordiniert ein 4Fe-4S-Clutser (HA4) Uber ein konserviertes
Motiv aus vier Cysteinen (4C-Motiv) (Wagner et al., 2017). Die HdrA-Untereinheit aus Hdr-&hnlichen
Komplexen in Sulfurikanten weist eine hohe Ahnlichkeit zur Thioredoxin-Domane von auf, inklusive
des konservierten 4C-Motives (Koch & Dahl, 2018). Entsprechend wurde vermutet, dass das
Sulfurikanten-HdrA  ebenfalls ein  Eisen-Schwefel-Cluster  besitzt. Die  durchgefiihrten
kolorimetrischen Eisen- und Schwefelbestimmungen in Kombination der UV/Vis-Spektroskopie
ermoglichten einen qualitativen Nachweis eines Eisen-Schwefel-Clusters in rekombinantem
Hden_0691 (Abb. 39). Die Ergebnisse der EPR-Spektroskopie (Abb. 42) in Kombination mit der
Struktur (Abb. 44, 45) verifizierten diese Beobachtung und zeigten, dass es sich hierbei um ein 4Fe-
4S-Clutser mit einem Redoxpotential von 194 mV (+/- 2,8 mV) handelt. Unter der Annahme, dass das
fir den FAD-Cofaktor von Hden 0691 ermittelte und zuvor bereits diskutierte Redoxpotential von
-218 mV anndherungsweise stimmt, kann ein Elektronenfluss vom FAD zum FeS-Cluster
angenommen werden. In mHdrA werden Elektronen wahrend des exergonen Elektronenflusses der
Bifurkation ebenfalls vom FAD auf das in der Thioredoxin-Doméne koordinierte 4Fe-4S-Clutser
(HA4) und dann via HdrC auf HdrB Ubertragen (Wagner et al., 2017). Eine ahnliche Situation wére
auch innerhalb eines Hdr-dhnlichen Komplexes in Sulfurikanten denkbar, wobei hier die
Schwierigkeit besteht, dass zwei sehr ahnliche HdrC-ahnliche Proteine (HdrC1/HdrC2) und zwei sehr
unterschiedliche HdrB-ahnliche Proteine (HdrB1/HdrB2) vorliegen.

Eine grundsétzliche Frage, die sich aus der Analyse von rekombinantem xHdrA ergibt, ist die nach der
Funktion des FAD-Cofaktors in einem nicht bifurkierenden Komplex. Im Nfn-Komplex sind zwei
FAD-Cofaktoren vorhanden, einer in Nfn-L und ein weiterer in Nfn-S, wobei das FAD in Nfn-L (L-
FAD) eine Elektronen-Bifurkation vollzient und das in Nfn-S (S-FAD) Elektronen auf NAD*
Ubertragt (Lubner et al., 2017). Entsprechend wére es mdglich, dass der FAD-Cofaktor in xHdrA
ebenfalls in die Ubertragung von Elektronen auf Redox-Carrier involviert sein kénnte. Das ermittelte
vorlaufige Redoxpotential von -218 mV wirde allerdings keine Ubertragung von Elektronen auf
NAD" erlauben.

Die Ergebnisse, die durch die Analyse von rekombinantem xHdrA gewonnen werden konnten,
eroffnen Fragestellungen fir zukiinftige Projekte. Durch die Etablierung eines Protokolls zur
heterologen Produktion eines Eisen-Schwefel-Flavoproteins ergibt sich Mdglichkeit, das Protokoll
bzw. eine abgewandelte Form von diesem zur Produktion weiterer Hdr-ahnlicher Proteine zu nutzen.
Im Erfolgsfall koénnten so die Ubrigen Untereinheiten des Hdr-dhnlichen Komplexes sowohl
spektroskopisch als auch kristallografisch analysiert werden. Der Elektronenfluss innerhalb des Hdr-
ahnlichen Systems stellt eine der zentralen Fragestellungen zum Verstandnis der in vivo Funktion des
Komplexes dar. Die Ermittlung der Redoxpotentiale der einzelnen prosthetischen Gruppen der
verschiedenen Hdr-ahnlichen Proteine wirde einen wichtigen Beitrag hierzu liefern. Zudem besteht

die Mdoglichkeit, rekombinante Hdr-&hnliche Proteine in in vitro Enzymtests einzusetzen. Fir den Hdr-
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Komplex aus Methanogenen gibt es bereits etablierte in vitro Analysen zur Bestimmung der
spezifischen Enzymaktivitat (Hedderich et al., 1989), die ausreichend robust sind, um selbst in
Schlamm aus Biogasanlagen eine Enzymaktivitat nachzuweisen (Refai et al., 2014). Es ware denkbar,
auch fur den Hdr-ahnlichen Komplex geeignete in vitro Tests zu entwickeln. Basierend auf den
Ergebnissen zur heterologen Expression des gesamten Hdr-ahnlichen Komplexes in E. coli (Abb. 25)
erscheint es zudem mdglich, alle im hdr-dhnlichen Gencluster kodierten Proteine in einem einzelnen
Ansatz zu produzieren. Ob die hierbei gebildeten Proteine in E. coli einen Komplex bilden, konnte
bisher nicht gezeigt werden. Eine Mdglichkeit, diese Fragestellung zu adressieren, bestunde darin, an
eines der Hdr-ahnlichen Proteine ein Tag fir eine affinitdtschromatographische Aufreinigung zu
fusionieren, um uber dieses den gesamten Komplex aufzureinigen. Da es mdglich war, den Phanotyp
von H. denitrificans Ahdr durch eine Komplementation zu retten, formen zumindest in
Hyphomicrobium X die durch die Plasmidexpression gebildeten rekombinanten Proteine einen

funktionellen Komplex.

Wie unter 4.1.3 ausgefihrt, wurde ein ,H. denitrificans knock-in‘ ein Stamm generiert, bei dem die
Gene fur hdrB1 und hdrA gegen Kopien ausgetauscht wurden, die die kodierenden Sequenzen fir ein
Strep- bzw. ein His-tag enthalten. Da das Hdr-&hnliche System essentiell fiir die Oxidation von
Thiosulfat zu Sulfat in Hyphomicrobium X ist (Abb. 28) und spezifisch wéahrend des Wachstums mit
Thiosulfat als Substrat exprimiert wird (Abb. 24), besteht die Mdglichkeit, H. denitrificans knock-in
mit Thiosulfat zu kultivieren und so groRere Mengen an Zellmasse zu gewinnen, die den Hdr-
ahnlichen Komplex mit Tags fur eine affinitdtschromatographische Aufreinigung enthélt. Dieser
kdnnte dann weiterfiihrend — wie zuvor beschrieben — spektroskopisch, kristallografisch und kinetisch

analysiert werden.

Fir die dissimilatorische Sulfit-Reduktase DsrAB ist bekannt, dass das Enzym in Sulfurikanten eine
essentielle Rolle in der Oxidation von reduzierten Schwefelverbindungen spielt (Pott & Dahl, 1998),
wahrend es in Desulfurikanten eine entgegengesetzte Reaktion katalysiert (Santos et al., 2015). Da
zum gegenwaértigen Zeitpunkt in der Literatur die Theorie vertreten wird, dass das Hdr-adhnliche
System einen funktionellen Ersatz des Dsr-Systems in Sulfurikanten darstellt (Liu et al., 2014;
Venceslau et al., 2014; Dahl, 2015; Boughanemi et al., 2016; Cao et al., 2018; Koch & Dahl, 2018),
ergibt sich die Frage, ob dies auch in Desulfurikanten der Fall sein kdnnte. Die Ergebnisse aus den
Analysen von rekombinantem HdrA deuten darauf hin, dass ein Hdr-hnlicher Komplex in
Sulfurikanten vermutlich keine Elektronen-Bifurkation katalysiert. Da eine Flavin-basierte Elektronen-
Bifurkation irreversibel ware, besteht in einem Modell mit einem nicht bifurkierenden Hdr-&hnlichen
System zumindest die theoretische Mdglichkeit, dass der Komplex auch eine Reduktion von
oxidierten Schwefelverbindungen katalysieren konnte. Zum gegenwdrtigen Zeitpunkt konnten

allerdings noch keine hdr-&hnlichen Gene in einem Desulfurikanten nachgewiesen werden.
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5.4 Oxidativer dissimilatorischer Schwefelstoffwechsel in

Hyphomicrobium denitrificans EG
Fur Hyphomicrobium denitrificans EG ist in der Literatur ein oxidativer dissimilatorischer

Schwefelmetabolismus mit anorganischen und organischen Schwefelverbindungen beschrieben
(Suylen et al., 1986; Suylen & Kuenen, 1986). Da die Sequenz des Genoms des Organismus nicht
oOffentlich verfligbar ist, sind die involvierten Enzyme weitestgehend unbekannt. In dieser Arbeit
konnte nun erstmals eine Analyse des genetischen Potentials des Organismus zur Oxidation
reduzierter Schwefelverbindungen durchgefiinrt werden (4.2.1). Hyphomicrobium X und
Hyphomicrobium EG wiesen nur wenige Unterschiede hinsichtlich ihrer potentiellen enzymatischen
Ausstattung auf (Tab. 15 und 20). Die Daten aus der vergleichenden Proteom-Analyse (Tab. 21-23)
deuteten ebenfalls auf eine groBe Ahnlichkeit zwischen dem Schwefelmetabolismus in
Hyphomicrobium EG und dem in Hyphomicrobium X hin. Als ein wesentlicher Unterschied konnte
eine potentielle Sulfitoxidase vom SorAB-Typ (HdeA00734/00733) bei Hyphomicrobium EG, die in
Hyphomicrobium X fehlt, ausgemacht werden. Allerdings wurden weder SorA noch SorB in der
Proteom-Analyse detektiert (Tab. 21). Damit steht der Nachweis, dass die Proteine wahrend der
Oxidation von reduzierten Schwefelverbindungen exprimiert werden, noch aus. Der EG-Stamm
verfugt mit HdeA00762 und HdeA00789 lber zwei potentielle Methanthioloxidasen (Tab. 20).
Auffallig ist, dass HdeA00789 kein fur Methanthioloxidasen vom MtoX-Typ typisches Signalpeptid
(Sec-abhéngig) aufweist. Da das Protein auch uber kein Signalpeptid fir einen Tat-abh&ngigen
Transport in das Periplasma verfiigt, kann von einer cytoplasmatischen Lokalisation ausgegangen
werden. Dies ist ungewohnlich, da Methanthioloxidasen bisher als periplasmatische Proteine
beschrieben wurden (Eyice et al., 2018). Zudem ergibt sich die Frage, welche der beiden
Methanthioloxidasen im Rahmen der Arbeiten von Suylen (Suylen et al., 1987) aufgereinigt und
biochemisch charakterisiert wurde. Die vergleichende Proteomik zeigte, dass beide Proteine beim
Wachstum mit DMSO als Substrat signifikant haufiger im Proteom gefunden werden konnten (Tab.

21). Damit ist es wahrscheinlich, dass beide Proteine eine physiologische Relevanz besitzen.

Hyphomicrobium EG ist als Organismus beschrieben, der methylierte Schwefelverbindungen bei
hohen Substratkonzentrationen stdchiometrisch zu Sulfat oxidiert (Suylen et al., 1986; Suylen &
Kuenen, 1986). Ausgehend von DMS oder DMSO als Substrat ist bei diesem Stoffwechselweg der
von der Methanthioloxidase katalysierte Schritt geschwindigkeitsbestimmend (Suylen et al., 1987;
Eyice et al., 2018). Zwei MTOs in unterschiedlichen Zellkompartimenten konnten einen
Anpassungsmechanismus zur effizienten Metabolisierung von methylierten Schwefelverbindungen

durch den EG-Stamm darstellen.

Die initialen Schritte zu Degradation von methylierten Schwefelverbindungen sind auch fir
Hyphomicrobium EG unklar. Der EG-Stamm verfugt Uber keine Gene fir eine klassische
respiratorische DMSO-Reduktase (DMS R) vom DmsABC-Typ. Das flr die Reduktion von DMSO zu

DMS verantwortliche Enzym konnte zwar bereits aufgereinigt werden (Hatton et al., 1994), die
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Sequenz und damit das kodierende Gen sind aber unbekannt. Das Enzym, das wie die respiratorische
DMSO R aus Rhodobacter capsulatus (McEwan et al., 1985) im Periplasma lokalisiert ist, besitzt als
Monomer eine Grolze von rund 80 kDa und eine Kreuzreaktivitat mit einem spezifischen Antikorper
gegen die DMSO R aus R. capsulatus (Hatton et al., 1994). Entsprechend hétte erwartet werden
konnen, dass bei der vergleichenden Proteomik ein periplasmatisches Protein mit einer &hnlichen
Grolke identifiziert werden konnte, das wahrend des Wachstums mit DMSO als Substrat haufiger in
den Zellen vorkommt. Dies war jedoch nicht der Fall. Keines der gefundenen Proteine erfllte die
skizzierten Anforderungen. Hierfur kénnen zwei Ursachen in Frage kommen. Es ware mdglich, dass
die DMSO-Reduktase in Hyphomicrobium EG konstitutiv exprimiert wird und die Haufigkeit des
Proteins nicht signifikant veréndert vorlag. Zellfreie Extrakte von Hyphomicrobium EG, das mit
schwefelfreien Substraten kultiviert wurde, besitzen eine DMSO-Reduktase-Aktivitat (Suylen et al.,
1986). Das deutet auf eine konstitutive Expression des Proteins hin. Da ebenfalls gezeigt werden
konnte, dass zellfreie Extrakte von mit DMSO kultivierten Zellen eine hohere DMSO-Reduktase-
Aktivitat aufweisen (Suylen et al., 1986), sollte sich dies auch in einer verstarkten Expression der
DMSO R und damit im Proteom widerspiegeln. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die beobachteten Verdnderungen der DMSO-Reduktase-Aktivitat auf einer Regulation auf Protein-
Ebene beruhen. Die zweite Mdglichkeit kdnnte mit der tatsachlichen subzelluldren Lokalisation des
Proteins in Verbindung stehen. Es wird spekuliert, dass die DMSO R in Hyphomicrobium EG, dhnlich
wie in R. capsulatus, an eine protonentranslozierende Atmungskette gekoppelt ist (Hatton et al.,
1994). Eine Assoziierung des Proteins an die Cytoplasmamembran konnte dazu fuhren, dass das
Protein bei der Proteom-Analyse mit Ganzzellprotein ohne zusatzliche Solubilisierung nicht detektiert
werden konnte. DMSO ist fiir Hyphomicrobium EG kein alternativer Elektronenakzeptor, da das durch
die DMSO-Reduktase gebildete DMS weiter metabolisiert wird. Somit ist es eher unwahrscheinlich,
dass DMSO R eine respiratorische Funktion besitzt.

Mit HdeA00819 verfiigt der EG-Stamm Uiber ein 77 kDa groRes Protein mit Ahnlichkeiten (40,2 %) zu
DmsA aus E. coli (Tab. 20) und DMSO R aus R. capsulatus (38,2 %). Das Protein wurde zusatzlich
im DMSO-Proteom mit einem log2 fold change von 2,3 sehr signifikant hiufiger gefunden (Tab. 21).
Allerdings besitzt HdeA00819 weder ein Sec- noch ein Tat-Signalpeptid, weshalb von einer
cytoplasmatischen Lokalisation ausgegangen werden kann. Die hohe Ahnlichkeit zur DmsA-
Untereinheit der respiratorischen DMSO R aus E. coli in Kombination mit dem gleichzeitigen Fehlen
von dmsB- und dmsC-Homologen in Hyphomicrobium EG deutet darauf hin, dass HdeA00819 eine
neuartige losliche cytoplasmatische DMSO R sein kdnnte. Diese wiirde zusétzlich zu der von Hatton
beschriebenen periplasmatischen DMSO R die cytoplasmatische Reduktion von DMSO zu DMS
katalysieren. Ahnlich wie zuvor fur die in unterschiedlichen Zellkompartimenten lokalisierten
Methanthioloxidasen angenommen, kénnte das VVorhandensein von zwei unabhdngigen Systemen zur
Reduktion von DMSO in Hyphomicrobium EG eine Form der Adaption zur effizienten Umsetzung

methylierter Schwefelverbindungen darstellen.
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Die putative DMS-Monooxygenase (DMS MO) in Hyphomicrobium EG ist ebenfalls unbekannt. Das
Genom des Organismus beinhaltet keine Gene fur eine DMS MO vom DmoAB-Typ (Boden et al.,
2011). Allerdings konnten verschiedene andere Proteine identifiziert werden, die als putative DMS
MO fungieren koénnten. Fir Hyphomicrobium X wurde, wie unter 5.2 néher erléutert, Hden_0730 als
potentielle DMS-Monooxygenase vorgeschlagen. Der EG-Stamm besitzt mit HdeA00805 ein
Homolog zu Hden 0730 (82,2 % Ahnlichkeit, Abb. 53), das mit einem log2 fold change von 3
hochstsignifikant haufiger im DMSO-Proteom gefunden wurde (Tab. 21). Somit kdnnte das Protein in
Hyphomicrobium EG die Funktion einer DMS-Monooxygenase tbernehmen. Als weiterer Kandidat
fur die Rolle einer DMS MO kommt im EG-Stamm HdeA00801, ein Homolog zur DsoF-Untereinheit
der DMS-Oxidase aus Acinetobacter sp. strain 20B, in Frage (Tab. 20). Das cytoplasmatisch
lokalisierte HdeA00801 besitzt eine Ahnlichkeit von 40,4 % zu DsoF und weist sowohl die im N-
Terminus liegenden konservierten Cysteine zur Bindung eines FeS-Clusters als auch die im Mittelteil
des Proteins lokalisierte FAD-Bindedomane auf (Abb. 54). HdeA00801 liegt im Genom zusammen
mit vier weiteren Genen in der gleichen Leserichtung in einem putativen Gencluster (HdeA00804-800,
Abb. 55). In der vergleichenden Proteom-Analyse konnten vier der in diesem Gencluster kodierten
Proteine sehr signifikant haufiger mit log2 fold changes zwischen 2,2 und 3,4 im DMSO-Proteom
gefunden werden. Damit kann auch fir Hyphomicrobium EG die Hypothese aufgestellt werden, dass
diese Proteine einen funktionalen Komplex bilden, der in die cytoplasmatische Umsetzung von DMS

involviert ist.

Abgesehen von den zuvor angesprochenen Unterschieden legen die Ergebnisse der bioinformatischen
Untersuchung und der vergleichenden Proteomik nahe, dass die Oxidation des Schwefels aus
organischen oder anorganischen Substraten im EG-Stamm analog zum unter 5.2 beschriebenen Modell
fiir Hyphomicrobium X {ber eine Kombination aus einem unvollstdndigen Sox-System und einem

Hdr-ahnlichen System bewerkstelligt wird.

Ein Vergleich der Proteom-Analyse von Hyphomicrobium X mit jener von Hyphomicrobium EG
zeigte, dass die Anzahl der signifikant verdnderten Proteine unterschiedlich war. Wahrend beim EG-
Stamm 74 % der in allen drei biologischen Replikaten pro Wachstumsbedingung detektierten Proteine
eine mindestens signifikante Veranderung der Proteinhdufigkeit zeigten, waren es beim X-Stamm
34 %. Dies erscheint tberraschend, da mit Ausnahme der initialen Schritte zur Reduktion von DMSO
zu DMS fir beide Organsimen ein dhnlicher Stoffwechselweg postuliert wird. Einen mdglichen
Erklarungsansatz fir diese Beobachtung liefert die exemplarische Betrachtung eines regulierten

Proteins.

HdeA03305 zédhlte zu den Proteinen mit den hdchsten negativen log2 fold changes im DMSO-
Proteom (Tab. 23). Das Protein, das als ribosomales Protein L17 annotiert ist, wird in einer Region des
Genoms kodiert, in der weitere putative ribosomale Proteine kodiert werden. Zwischen den Genen
HdeA03269 bis HdeA03305 werden insgesamt 26 Proteine kodiert, die gemafR der Annotation
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ribosomale Proteine sind und im DMSO-Proteom negative log2 fold changes aufwiesen (Tab. 24). Die
hierbei verzeichneten Veranderungen der relativen Proteinh&ufigkeiten waren bei 23 der Proteine sehr
signifikant. Diese legt nahe, dass in den mit DMSO kultivierten Zellen zum Zeitpunkt der Proteom-
Analyse ebenfalls weniger Ribosomen vorhanden waren. Eine mdgliche Erklarung hierfur wére, dass
sich die mit DMSO kultivierten Zellen zum Zeitpunkt der Proteom-Analyse in einer anderen
Wachstumsphase als die mit DMA kultivierten Zellen befanden. Fur E. coli ist bekannt, dass es
wahrend des Ubergangs aus der exponentiellen in die stationare Wachstumsphase 100S-Ribosomen
bildet, die aus Dimeren der 70S-Ribosomen bestehen (Wada et al., 1990). Diese Dimere liegen bis zu
2,5 Tage nach dem Erreichen der stationdren Phase im Cytoplasma vor und werden dann erst zu 70S-
Ribosomen zerlegt, die nachfolgend komplett abgebaut werden (Wada et al., 2000). Wenn fir
Hyphomicrobium EG eine vergleichbare Situation vorliegt, sollte eine Degradation von Ribosomen
erst in der spaten stationdaren Wachstumsphase zu erwarten sein. Die fiir die Proteom-Analyse
herangezogenen Kulturen befanden sich alle in der exponentiellen Wachstumsphase. Entsprechend ist
es unwahrscheinlich, dass die beobachteten verringerten relativen Proteinhdufigkeiten fiir
verschiedene ribosomale Proteine im DMSO-Proteom auf die Wachstumsphase zuriickgefiihrt werden
kénnen. Ein zweiter Erklarungsansatz beruht auf der Spezialisierung von Hyphomicrobium EG auf die
Metabolisierung von methylierten Schwefelverbindungen. Der (berwiegende Teil der bis heute
beschriebenen Spezies aus dem Genus Hyphomicrobium kann mit Methanol als Kohlenstoff- und
Energiequelle wachsen, Hyphomicrobium EG hingegen nicht (Suylen & Kuenen, 1986). Ein
Wachstum mit methylierten Aminen als Substrat ist zwar mdglich, methylierte Schwefelverbindungen
stellen aber das praferierte Substrat des Organismus dar, was sich auch in der konstitutiven Expression
der fur den Abbau benétigten Enzyme ausdriickt (Suylen et al., 1986). Die Ergebnisse der
vergleichenden Proteomik bestitigen diese Theorie. Im DMSO-Proteom waren 493 Proteine
signifikant haufiger zu finden (32 % aller detektierten Proteine), wéhrend es im DMA-Proteom 644
waren (42 %, 4.2.2). Wenn die beschriebenen starken Veranderungen im Proteom einen groéReren
Bedarf an Kapazitaten zur Translation zur Folge haben, kénnte dies die beobachteten Verénderungen

der relativen Proteinhdufigkeiten der ribosomalen Proteine erklaren.

Unter Berticksichtigung der Ergebnisse der bioinformatischen Untersuchung des Genoms (4.2.1), der
vergleichenden Proteom-Analyse und der Daten, die in der Literatur zum Schwefelstoffwechsel des
Organismus bekannt sind, wurde ein Modell fir den oxidativen dissimilatorischen

Schwefelmetabolismus von Hyphomicrobium EG entwickelt (Abb. 48).
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Der oxidative dissimilatorische Schwefelmetabolismus in Hyphomicrobium EG mit DMSO als
Substrat beginnt mit der initialen Reduktion von DMSO zu DMS (Suylen et al., 1986; Suylen &
Kuenen, 1986). Diese Reaktion wird von einer periplasmatischen DMSO-Reduktase (DMSO R)
katalysiert (Hatton et al., 1994). Nachfolgend wird DMS von einer DMS-Monooxygenase (DMS MO)
zu Methanthiol und Formaldehyd umgesetzt. Letzteres kann zur Energiegewinnung zu CO, oxidiert
oder Uber den Serin-Weg assimiliert werden. Das katalytisch aktive Enzym ist nicht charakterisiert.
Das cytoplasmatisch lokalisierte HdeA00805 wird als Kandidat vorgeschlagen. Die weitere Oxidation
des Schwefels wird in Hyphomicrobium EG durch eine Methanthioloxidase (MTO) katalysiert. Das
Enzym ist biochemisch charakterisiert (Suylen et al., 1987) und die Aminosaure-Sequenz ist bekannt
(Kassel-Cati, 1999). Mit HdeA00762 und HdeA00789 verfligt der Organismus (ber eine
periplasmatische und eine cytoplasmatische MTO. Als Endprodukte der Katalyse entsteht
Formaldehyd, das zur Energiegewinnung oxidiert oder aber assimiliert werden kann. Das ebenfalls
gebildete Dihydrogensulfid kann nachfolgend Uber drei verschiedene Stoffwechselwege oxidiert
werden. Der erste Weg basiert auf der Umsetzung von Sulfid zu elementarem Schwefel durch eine
periplasmatische Sulfid-Dehydrogenase vom Flavocytochrom c-Typ (SoxF). Die bei der Reaktion
freigesetzten Elektronen werden wahrscheinlich auf ein Cytochrom vom c-Typ Ubertragen, das diese
in die Atmungskette einspeisen kénnte. Es ist nicht beschrieben, ob Hyphomicrobium EG elementaren
Schwefel als Substrat verwerten kann (Suylen et al., 1986; Suylen & Kuenen, 1986). Entsprechend
wird bei dem in Abb. 48 dargestellten Modell eine weitere Oxidation des durch SoxF freigesetzten

Schwefels nicht berticksichtigt.

Die beiden anderen Wege der Oxidation des Sulfids verlaufen analog zu dem unter 5.2 beschriebenen
Modell fir Hyphomicrobium X (Abb. 47). Der erste Weg basiert auf einer Kombination einer
Sulfid:Chinon-Oxidoreduktase vom SqrB-Typ (HdeA00784) und einer cytoplasmatischen
Persulfiddioxygenase (PDO, mehrere Homologe vorhanden). Das auf diese Weise durch die Sqgr bei
der Oxidation von Sulfid gebildete Glutathionpersulfid wird durch die PDO zu Sulfit oxidiert. Sulfit
kann entweder durch die periplasmatische Sulfitoxidase (SorA, HdeA00734) aktiv zu Sulfat oxidiert
werden, abiotisch mit Sauerstoff zu Sulfat oxidieren oder ebenfalls abiotisch mit Hydrogensulfid zu
Thiosulfat reagieren. Der zweite Stoffwechselweg verlauft ebenfalls analog zum fur Hyphomicrobium
X beschriebenen Modell. Abiotisch entstandenes Thiosulfat wird im Periplasma durch das
unvollstandige Sox-System zu Sulfat und proteingebundenem Sulfanschwefel oxidiert. Ferner ware,
ausgehend vom Intermediat Thiosulfat, eine unvolistandige Oxidation des Schwefels zu Tetrathionat
durch eine Thiosulfatdehydrogenase vom TsdA-Typ mdglich. Die vergleichende Proteomik (Tab. 21)
und die in der Literatur beschriebene stochiometrische Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat (Suylen et
al., 1986) zeigen, dass dieser Weg keine in vivo Relevanz besitzt. Der proteingebundene
Sulfanschwefel wird wahrscheinlich auf einem bisher unbekannten Weg ins Cytoplasma transportiert.
In dem in Abb. 48 dargestellten Modell wird das zusammen mit TusA in einem potentiellen Operon

direkt zwischen dem sox-Gencluster und dem hdr-ahnlichen Gencluster kodierte HdeA00835 als
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potentieller Transporter vorgeschlagen. HdeA00835 kdnnte als Homolog zu Hden 0699 als
Schwefeltransporter fungieren. Nach dem Transport des proteingebundenen Sulfanschwefels in das
Cytoplasma wird dieser durch den Hdr-ahnlichen Komplex zu Sulfit oxidiert. Es wird in diesem Fall
postuliert, dass der Sulfanschwefel auf TusA (HdeA00836) Ubertragen wird und in dieser Form das
Substrat fir den Hdr-&hnlichen Komplex darstellt. Die hierbei freigesetzten Elektronen werden
entweder in den Chinon-Pool eingespeist oder auf eine oxidierte proteingebundene Liponséure (LbpA)
Ubertragen. Letztere konnte dann in reduzierter Form durch eine Dihydrolipoyl-Dehydrogenase
reoxidiert werden, wobei Reduktionséquivalente in Form von NADH gebildet wirden. Ausgehend
von DMSO als Substrat kann der skizzierte Stoffwechselweg wie folgt stochiometrisch dargestellt

werden:

(CHg)zSO + 3,50, 2 CO, + [CHzo] + H,SO, + H,0.

Das Modell fir den oxidativen dissimilatorischen Schwefelmetabolismus in Hyphomicrobium EG
basiert auf bioinformatisch erhobenen und Proteom-Daten in Kombination mit Werten aus der
Literatur. Um das Modell zu verifizieren, ist es nétig, den im Rahmen der Untersuchung von
Hyphomicrobium X praktizierten Ansatz auf Hyphomicrobium EG zu Ubertragen und durch Analysen
von Knock-out-Mutanten die Funktion einzelner Proteine zu klaren. Die Grundvoraussetzung hierflr
besteht darin, dass es gelingt, das genetische System fiir Hyphomicrobium X auf Hyphomicrobium EG

zu Ubertragen.

Grundsatzlich ist Hyphomicrobium EG ein spannender potentieller Modellorganismus zur Erforschung
des mikrobiellen oxidativen dissimilatorischen Schwefelstoffwechsels. Der Vorteil gegeniber
Hyphomicrobium X besteht darin, dass der Organismus DMSQO als Substrat in Konzentrationen bis zu
20 mM in kontinuierlicher Kultur und 10 mM in Batch-Kultur verstoffwechselt (Suylen et al., 1986;
Suylen & Kuenen, 1986). Im Vergleich zu DMS, das bei Hyphomicrobium X bereits ab
Konzentrationen von 0,75 mM eine Wachstumsinhibierung bewirkte und mit einer Verdopplungszeit
von 71 Tagen oder langer umgesetzt wird (Abb. 21), ist DMSO ein besser zu handhabendes Substrat.
Es ist bei Raumtemperatur nicht fliichtig, weder reizend noch brennbar, mittels HPLC (Thumm et al.,
1991) oder GC (Suylen & Kuenen, 1986) zu quantifizieren und wird von Hyphomicrobium EG
stochiometrisch zu Sulfat oxidiert, wobei der Organismus dabei eine Verdopplungszeit von etwa 9
Stunden erreicht. Damit ist es in Batch- oder kontinuierlichen Kulturen mdéglich, groRere Mengen an
Zellmaterial von mit DMSO kultivierten Zellen zu erhalten (Suylen et al., 1986). Insbesondere fiir das
zukinftige Ziel, den gesamten Hdr-ahnlichen Komplex fir potentielle biochemische Untersuchungen
oder zu Kiristallisation aus einem Originalorganismus aufzureinigen, wére Hyphomicrobium EG damit

eine Alternative zu Hyphomicrobium X.

Abseits der Erforschung des Hdr-dahnlichen Komplexes bietet Hyphomicrobium EG zudem die
Maoglichkeit, weitere Fragestellungen im Rahmen der Oxidation von Organoschwefelverbindungen zu

untersuchen. Besonders hervorzuheben sind hierbei die bisher unbekannte potentielle DMS-
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Monooxygenase sowie die ebenfalls noch nicht identifizierte DMS-bildende DMSO-Reduktase. Da
abiotische Degradationsprodukte von DMS in der Atmosphare als Wolken-Kondensationskeime einen
nachgewiesenen Einfluss auf die globale Klimaentwicklung haben (Charlson et al., 1987), besitzt ein
neuartiges DMS-bildendes mikrobielles Enzym eine nicht zu unterschatzende Bedeutung fur die
Identifizierung von DMS-emittierenden Habitaten. Im Fall von Hyphomicrobium EG ist es
unwahrscheinlich, dass die DMSO-Reduktase eine respiratorische Funktion besitzt. Es besteht aber die
Maoglichkeit, dass das betreffende Enzym in anderen Organismen eine respiratorische Funktion
einnimmt. Um solche Organismen zu identifizieren und beispielsweise in Metagenomen Gene, die fiir
eine solche DMSO-Reduktase kodieren, als Marker fir eine potentielle DMS-Emission suchen zu

kénnen, muss zunéchst das entsprechende Gen in Hyphomicrobium EG identifiziert werden.
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6 Zusammenfassung
Heterodisulfidreduktase-Komplexe vom ABC-Typ koppeln in methanogenen Archaeen durch eine

Flavin-basierte Elektronen-Bifurkation die endergone Reduktion von Ferredoxin mit der exergonen
Reduktion von CoM-S-S-CoB. Hdr-ghnliche Komplexe mit einer potentiellen Involvierung in den
mikrobiellen dissimilatorischen Schwefelmetabolismus sind in Desulfurikanten und Sulfurikanten
bekannt. Basierend auf Transkriptom- und Proteom-Analysen wird postuliert, dass Hdr-&hnliche
Systeme in Sulfurikanten eine Funktion im Rahmen der Oxidation reduzierter Schwefelverbindungen
einnehmen und das Dsr-System funktionell ersetzen.

In Ermangelung eines Modellorganismus konnte diese Hypothese bisher nicht experimentell bewiesen
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Alphaproteobakterium Hyphomicrobium denitrificans X"
als Modellorganismus zur Untersuchung der Rolle Hdr-ahnlicher Systeme etabliert. Ein genetisches
System erlaubt eine gerichtete Mutagenese des Genoms des Organismus einschlielich der
Generierung von Deletionsmutanten und deren Komplementierung in trans. Im Gegensatz zu
vorherigen Berichten konnte flir Hyphomicrobium X ein oxidativer dissimilatorischer
Schwefelmetabolismus mit organischen und anorganischen Substraten nachgewiesen werden.
Immunologische, Genom- und Proteom-Analysen belegten die Beteiligung eines Hdr-dhnlichen
Systems. Im Gegensatz zum Wildtyp konnte eine Deletionsmutante ohne funktionellen Hdr-ahnlichen
Komplex nicht mehr mit Dimethylsulfid als Substrat wachsen. Wahrend einer Co-Fermentation mit
Methanol und Thiosulfat oxidierte die Mutante Thiosulfat nur unvollstdndig zu Tetrathionat und nicht
vollstdndig zu Sulfat. Die Komplementierung in trans der Deletionsmutante mit einem kompletten
hdr-&hnlichen Gencluster resultierte in einem wildtypischen Phénotyp und lieferte den erstmaligen
genetischen Beweis fir eine Beteiligung Hdr-dhnlicher Systeme an der Oxidation reduzierter
Schwefelverbindungen.

Eine Deletionsmutante fir das im erweiterten hdr-&hnlichen Gencluster kodierte Lipoatbindeprotein
LbpA glich in ihrem Phénotyp der Ahdr-Mutante und unterstiitzt damit die Theorie, dass LbpAs eine
essentielle Rolle fir die Funktion Hdr-&hnlicher Systeme in Sulfurikanten spielen. Damit konnte
Liponsdure eine bisher unbekannte Funktion im oxidativen dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel
zugewiesen werden.

Durch die heterologe Expression ganzer erweiterter hdr-dhnlicher Genloki wurde gezeigt, dass diese
ein funktionelles Operon bilden. Mit HdrA aus Hyphomicrobium X konnte erstmalig eine Untereinheit
eines Hdr-&hnlichen Systems mit ihren prosthetischen Gruppen rekombinant in Escherichia coli
produziert, aufgereinigt und kristallisiert werden. Spektroskopische und kristallographische Analysen
des Proteins zeigten, das HdrA einen Homodimer ausbildet, der pro Untereinheit jeweils ein 4Fe-4S-
Cluster und ein FAD bindet. Fir beide Cofaktoren konnten die jeweiligen Redoxpotentiale ermittelt
werden. Sowohl die Kiristallstruktur als auch durch UV/Vis-Spektroskopie unterstiitzte
Redoxtitrationen des Eisen-Schwefel-Flavoproteins zeigten, dass der FAD-Cofaktor von HdrA ein
stabiles Semichinon ausbildet. Damit ist es wahrscheinlich, dass HdrA in Sulfurikanten keine

Elektronen-Bifurkation vollzieht.
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Anhang
Der Organismus Hyphomicrobium S ist am Westerdijk Fungal Biodiversity Institute unter der 1D

NCCB 80090 gelistet, der Organismus Hyphomicrobium EG unter NCCB 84101.

Hden_1145 MSTPKLTKLFMCLACVVIATDAEAQSRAQAPQLGTPMSKADVAKWDITVEPDGRGLPSGH
SoxD ——MSKSLELF——LGSVLAASVLAGPAMAEKLGLGRVALPEEISAWDTAVLPDGQGLRPGS
* ** *..*: *: . H *: * ok [ * ok * *** * ok *
Hden_ 1145 GTAKEGRAIYVQKCASCHGDQGQGATAEDLVSG-PMPPTAGHPNKAIGSYWPYATTIFDY
SoxD GDVATGDALFADNCASCHGDFAEGLDSWPVLAGGDGSLTDPRPVKTIGSYWPYLSTVYDY
* . * *::'::******* ‘:* s :::* * :* *:******* :*::**
Hden_1145 LRRAMPPSAPGSLSSDELYALTAYLLAANKIISESDEMDALSLPKVEMPNRNGFVPIDAK
SoxD VHRSMPFGSAQTLSVDDTYAITAFLLYSNGLVEDDFVLTHENFTKVVLPNAEGFYPDDRD
~k * * . ‘k* ~k ‘k‘k ~k~k * * :* .. : .t * k *‘k ~k~k * Kk
Hden_ 1145 G
SoxD QSEYPLFSKEPCMTDCAVGVEITKRAVDLNVTPEDPDGRPAGSMPNLGAAADPAEPAAPV
Hden 1145 = -——-—-——-—— - - - - -
SoxD EKKAEAAPAEAPAQAAPEVVVKTAAAAPETPAPAEAAAAADPALLAEGEKVFKKCAACHK
Hden_ 1145 = ————-—--mmmm oo
SoxD VGDGAKNSTGPTLNGIVGSPAGKVEGFKYSKPLLAMAADGLVWDDASLHTYLENPKGMIK
Hden_ 1145 -------------———mm————— o 180
SoxD GGKMSFAGLKKEDERAAVIAYLATFAK 383

Abb. 49: Alignment von Hden_1145 und SoxD aus Paracoccus pantotrophus. Die Cytochrom-c-Bindemotive wurden
farblich hervorgehoben.

Hden_ 0730 MTRVLYIQASPRGARSASAQVAQAYIDALKKKGDVNVDLLDVWKDDLPAFDGPALEA--- 57
DmoA MKKRIVLNAFDMT——CVSHQSAGTWRHPS——SQAARYNDLEYWTNMAMELERGCFDCLFI 56
: T *
Hden 0730 —-----—- KYAGLSGQSLDEAQK--—--AAWVAIS———=----———-———————————— SLG 82
DmoA ADVVGVYDVYRGSAEMALRDADQVPVNDPFGAISAMAAVTEHVGFGVTAAITFEQPYLLA 116
* %o : s okkk

Hden_0730 ARFRDADEIVLSVPMWNFGVPYKLKQLIDLVT-——=-—=—————————————————————— 114
DmoA RRLSTLDHLTKGRVAWNVVSSYLNSAALNIGMDQQLAHDERYEMADEYMEVMYKLWEGSW 176

*: * . *% *
Hden 0730 ——mmmmmmmmm o QKDVTFTFDENGFGGML 131
DmoA EDDAVKRDKKSGVFTDGSKVHPINHQGKYYKVPGFHICEPSPQRTPVIFQAGASGRGSKE 236

* x * x
Hden 0730 KK QN A = = = = = = = 136
DmoA AASNAEGMFILTTSVEQARQITTDIRNQAEAAGRSRDSIKIFMLLTVITGDSDEAAEAKY 296
*
Hden_ 0730 @ ———o—m oo 136
DmoA QEYLSYANPEGMLALYGGWTGIDFAKLDPDEPLQAMENDSLRTTLESLTHGENAKKWTVR 356
Hden_ 0730 -—-VVVCARGLEY--VEGTPVSEENLDYQKAYLISWLSFLGVGEI-———-—-—=———————— 176
DmoA DVIRERCIGGLGPVLVGGPQKV-——---— ADELERWVDEGGVDGFNLAYAVTPGSVTDFI 409
* o kk * x x o kr L Rk, .
Hden 0730 ---------------—- KTITVEKTLMGADASSAALAS-===--= G====== IAEAT--- 203
DmoA DYIVPELRKRGRAQDSYKPGSLRRKLIGTNDGRVESTHPAAQYRDAYVGKESVADRTQPS 469
*ixy s

Hden_0730 AMAT------- 207
DmoA PFANAKAPVAE 480

L *

Abb. 50: Alignment von Hden 0730 und DmoA aus Hyphomicrobium sulfonivorans. Ahnlichkeit gemaR EMBOSS
Needle 12,6 %.
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Hden 0734 MEFGFFKKNKGPFSATIQPSGQVITVKSGSSENLLKAALEAGIKWPYSCRVGSCGTCKCRL
DsoF == ————— MSYQVTIEPAGTIIQVEED--QTILDAALRQGVWLPFACGHGTCGTCKVQV
DmpP mm——————- MSYNVTIEPTGEVIEVEDG--QTILQAALRQGVWLPFACGHGTCATCKVQV
'**:*:* :* *:‘_ :':*_***. *: *::* *:*'***
Hden 0734 ASGQIKPLADFSYVLSGEDLDAGYILACQTMLKSDIEVELETLDGSDGVDLAKSRKLNGK
DsoF TDGFYDVGEASPFALMDIEREENKVLACCCKPESDMVIEADVDEDEDFLGY-LVQDYQAK
DmpP VEGEVDIGEASPFALMDIERDERKVLACCAIPLSDLVIEADVDADPDFLGH-PVEDYRGV
PR HE Haalalt Eroookon, .x
Hden_0734 IARLSPLTHDILEVQIELEGEFKDYLAGQYADVLLPGVVERARSYSFSKAPNNESPNQVS
DsoF VIEITDLSPTIKGVRLQLDRP-MQFQAGQYINIQLPNIE-GTRAFSIANTP--SEANLIE
DmpP VSALVDLSPTIKGLHIKLDRP-MPFQAGQYVNLALPGID-GTRAFSLANPP--SRNDEVE
A HER R A HE A
Hden_0734 FFVRRVKNGALTEWLHAADRVGEKIVLDGPHGAFYLRQSS-GPILLIAGGSGLAPIRALL
DsoF LHIRKVQGGAATRYVHDELSVGEEMALSGPYGQFFVRKSDQONVIFIAGGSGLSSPQSMI
DmpP LHVRLVEGGAATGFIHKQLKVGDAVELSGPYGQFFVRDSQAGDLIFIAGGSGLSSPQSMI
T T T S Kky s ok KKk kaak K A T
Hden_0734 QQIENEGRSIDITLIFGARTQKDLYCLDDIEKFASKAKGKFQFVPVLSVETNESGWNGAV
DsoF LDLLEQGDTRIIYLFQGARDVAELYNREKFEQLVK-EYPNFRYIPALNAPKPEDQWTGFET
DmpP LDLLERGDTRRITLFQGARNRAELYNCELFEELAA RHPNFSYVPALNQANDDPEWQGFK
. -'* R * * * k% ** H :*::. :* B * * . : * ok
Hden_0734 GNCPDAIKLDMLEP-QSSQAYLCGPPVMIDAAVDRLKAMGLKESQIFFDKFLDSSSMPAG
DsoF GYVHEAVANYFENKCSGHKAYLCGPPPMIDAAISTLMQSRLFEKDIHTERFLSAADGANG
DmpP GFVHDAAKAHFDGRFGGQKAYLCGPPPMIDAAITTLMQGRLFERDIFMERFYTAADGAGE
* :* : . :******* *****: * *  * :*. ::* ..
Hden_0734 RA--=-=-—-— 360
DsoF QSRSALFRHI 353

DmpP SSRSALFKRI 353

Abb. 51:Alignment von Hden_0734 und DsoF aus Acinetobacter sp. strain 20B und DmpP aus Pseudomonas sp. strain
CF600. Konservierte Cysteine wurden farblich hervorgehoben. Ahnlichkeit von Hden_0734 zu DsoF gemdl EMBOSS
Needle 50,5 %. Ahnlichkeit von Hden_0734 zu DmpP 51,5 %.

I ) )

DsrE HdrC1 HdrB1 HdrA HdrC2 HdrB2 LbpA CytP450  TusA SulfT SoxR SoxS SoxX SoxA
Abb. 52: Schematische Darstellung des erweiterten hdr-ahnlichen Genlokus in Hyphomicrobium X.

Hden_0730 MTRVLYIQASPRGARSASAQVAQAYIDALKKKGDVNVDLLDVWKDDLPAFDGPALEAKYA 60
HdeRA00805 MTRLLFIQASPRGQSSASTRVANTYIDSLKTKGDVSVDLLDVWKEDLPPFNGAALEAKYA 60

kkk sk skkhkhkk  kkksakk:okkk:kk kkkk kkkkkkkkokkk kaok Kkkkkkk

Hden_ 0730 GLSGQSLDEAQKAAWVAISSLGARFRDADEIVLSVPMWNFGVPYKLKQLIDLVTQKDVTE 120

HdeRA00805 GLGGQPLTTEQQAAWKAISDLGARFRNADQIVIASPMWNFGVPYRLKHLIDLVTQKDVTE 120
KK KKK KKK KKk KKKKAK g kK KK s KAKKKKKKA kK g KKKK KKK KK KA K

Hden_0730 TFDENGFGGMLKKQNAVVVCARGLEYVEGTPVSEENLDYQKAYLISWLSFLGVGEIKTIT 180

HdeA00805 TFDANGFGGMLNGKRAVLVCARGLEYVDDTPMSEENLDYQRSYLTTWLNFIGVSDVQSIR 180
Kokk KKKk KKK g a Kk gkkkkkkkkky kk o kkkkkkkkgokk gkKk Kekk gagak

Hden_0730 VEKTLMGADASSAALASGIAEATAMAT--—--- 207

HdeRA00805 VEKTLLGEEALSGSLAAGTTEAKAMALSLEKVA 213

kkkkk ok sk K akkak kK Kkk

Abb. 53: Alignment von Hden_0730 und HdeA00805. Ahnlichkeit gemal EMBOSS Needle 82,2 %.
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HdeA00801 MEFSFFKKNKGPFSAKILPLGKTITVKSGSSENLLKAALENGIQWPYNCRVGSCGTCKCKL 60
DsoF —--—-——-- MSYQVTIEPAGTIIQV--EEDQTILDAALRQGVWLPFACGHGTCGTCKVQV 49
P DLt R KRR ake kg ok kgkkkkk g
HdeA00801 VSGKIKPLNDFSYVLSGEELDAGYILACQTSLREDIEVEVDLESATNGVELAKSRTLNGK 120
DsoF TDGFYDVGEASPFALMDIEREENKVLACCCKPESDMVIEADVDEDEDFLGY LVQDYQAK 108
. . . I e T TR S T P .
HdeA00801 IIDTKPLTHDILEVQLELDKEFKDYLPGQYADILVPGVVDRARSYSFSKSPANEKPNQVS 180
DsoF VIEITDLSPTIKGVRLQLDRPM- QFQAGQYINIQLPNIEG TRAFSIANTP——SEANLIE 164
R O P cikiiiak . ..
HdeA00801 FFIRKVNSGEFTEWLHAGSRVGQQIVLDGPHGNFYLRAPDG-PIVLIAGGSGLAPIRALM 239
DsoF LHIRKVQGGAATRYVHDELSVGEEMALSGPYGQFFVRKSDQQNVIFIAGGSGLSSPQSMI 224
LLkEKKL K Kk Kkgan K Kkikaky ok D a R KKK KKK,
HdeA00801 QQITAEGVKSPVTILIFGARTQEDLYCLEEIEKFSSMMNGQFKFIPVLSVEKNSDKWQGAV 299
DsoF LDLLEQGDTRIIYLFQGARDVAELYNREKFEQLVK EYPNFRYIPALNAPKPEDQWTGFT 283
I Ky kxk cAKk kyakas skpakk KK Kok K|
HdeA00801 GYCPDAIAPEMIDV-KTSHAYLCGPPVMIDAAIEKLKGMGLDEKRIYFDKFLDASSMPAG 358
DsoF GYVHEAVANYFENKCSGHKAYLCGPPPMIDAAISTLMQSRLFEKDIHTERFLSAADGANG 343
kk o ckak . KKK KKAK KAKKKK K L T
HdeA00801 RG--——-—-- 360

DsoF QSRSALFRHI 353

Abb. 54: Alignment von HdeA00801 und DsoF aus Acinetobacter sp. strain 20B. Konservierte Cysteine wurden farblich
hervorgehoben. Ahnlichkeit gemaR EMBOSS Needle 40,4 %.

X \ieaoo00 & ddescooor & W& hdecoosos [ dcoooood |

Hde&00B02

Abb. 55: Schematische Darstellung des Genomregion von HdeA00800 - HdeA00804 in Hyphomicrobium EG. Werte fir
die log2 fold changes im Rahmen der vergleichenden Proteom-Analyse: HdeA00800 0,7; HdeA00801 2,2; HdeA00803 3,4;
HdeA00804 3,3.

Tab. 24: Rohdaten aus der vergleichenden Proteom-Analyse von Hyphomicrobium EG. Gezeigt werden die Lokus-Tags
zusammen mit der automatischen Annotation der Proteine und dem dazugehdrigen log2 fold change.

Lokus-Tag _ Automatische Annotation log2 fold change

HdeA03269_50S ribosomal protein L1 -1,3
HdeA03271_50S ribosomal protein L10 -0,8
HdeA03272_50S ribosomal protein L7/L12 -11
HdeA03273_DNA-directed RNA polymerase subunit beta -1,8
HdeA03274_DNA-directed RNA polymerase subunit beta' -1,9
HdeA03275_30S ribosomal protein S12 -2,3
HdeA03276_30S ribosomal protein S7 -1,4
HdeA03277_Elongation factor G -1,7
HdeA03278_Elongation factor Tu -2,0
HdeA03279_30S ribosomal protein S10 -1,6
HdeA03280_50S ribosomal protein L3 -1,6
HdeA03281_50S ribosomal protein L4 -1,7
HdeA03282_50S ribosomal protein L23 -1,2
HdeA03283_50S ribosomal protein L2 -0,9
HdeA03284_30S ribosomal protein S19 -2,0
HdeA03285_50S ribosomal protein L22 -1,4
HdeA03286_30S ribosomal protein S3 -2,1
HdeA03287_50S ribosomal protein L16 -2,3
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Lokus-Tag _ Automatische Annotation log2 fold change

HdeA03288_Hypothetical new protein -1,3
HdeA03289_30S ribosomal protein S17 -1,3
HdeA03290_50S ribosomal protein L14 -2,6
HdeA03291 50S ribosomal protein L24 -0,2
HdeA03292_50S ribosomal protein L5 -1,4
HdeA03293_30S ribosomal protein S14 -2,0
HdeA03294_30S ribosomal protein S8 -0,4
HdeA03295_50S ribosomal protein L6 -1,4
HdeA03296_50S ribosomal protein L18 -1,8
HdeA03297_30S ribosomal protein S5 -2,5
HdeA03298 50S ribosomal protein L30 -1,9
HdeA03299_50S ribosomal protein L15 -1,6
HdeA03300_Protein translocase subunit SecY -2,6
HdeA03301_Adenylate kinase -0,5
HdeA03302_30S ribosomal protein S13 -2,1
HdeA03303_30S ribosomal protein S11 -2,0
HdeA03304_DNA-directed RNA polymerase subunit alpha -1,8
HdeA03305_50S ribosomal protein L17 -3,4

Tab. 25: Proteine, deren relative Haufigkeiten im Proteom von Hyphomicrobium EG sich sehr signifikant um einen
log2 fold change von mindestens 2,5 beim Wachstum mit DMSO als Substrat erhéht haben. p-Werte < 0,05 wurden als
signifikant klassifiziert (*), p-Werte < 0,01 wurden als sehr signifikant klassifiziert (**) und p-Werte < 0,001 als
hdchstsignifikant (***).

Lokus-Tag _ Automatische Annotation log2 fold change Signifikanz
R 4 7 *kk
HdeA00706_3-dehydroquinate dehydratase 2 '
HdeA02557_Hypothetical new protein 42
. . 4 l *kk
HdeA03103 Hypothetical new protein '
HdeA01065_Putative protease MJ0651 40
HdeA02514 Hypothetical new protein 39
. . 3 9 *kk
HdeA00773 Hypothetical new protein '
R R 3 8 *kk
HdeA01505 Hypothetical new protein '
HdeA01415 Ethanolamine utilization protein EutQ 37
HdeA03449 Metallothiol transferase FosB 3.7
HdeA02734 Hypothetical new protein 3,7
HdeA00209_Putative dehydrogenase XoxF 36 "
HdeA03062_Hypothetical new protein 36w
. . 3 6 *kk
HdeA02805_RIpA-like protein !
HdeA00422_Sec-independent protein translocase protein 3,6 ***
TatB
3 6 **k*
HdeA01435_GDP-mannose 4,6-dehydratase '
HdeA01786 Hypothetical new protein 36 "
HdeA00434 Uncharacterized metalloprotease YcalL 36w
HdeA00981 Hypothetical new protein 35
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Lokus-Tag _ Automatische Annotation log2 fold change Signifikanz

3 3 3 5 *khk

HdeA01729 Hypothetical new protein '
R 3 4 *kk

HdeA01036_Protein usf '
. . 3 4 *k*k

HdeA02219 Hypothetical new protein '
HdeA00799 Homoserine O-acetyltransferase 34
HdeA00803_Xylene monooxygenase subunit 1 34w
HdeA00956 Putative lipoprotein Lxx21020 34w
HdeA02809 Hypothetical new protein 33 "
3,3 *kk

HdeA03107_ Pseudoazurin
HdeA00804_Peroxiredoxin-like protein DDB_G0282517, 3,3 ***
mitochondrial

R R 3 3 *khk

HdeA00794 Hypothetical new protein '
R R 3 3 *kk

HdeA02313 Hypothetical new protein '
HdeA01273_Ribosomal protein L11 methyltransferase 32w
HdeA00227_Centromere protein VV 32w
R R 3 2 *kk

HdeA02830_Hypothetical new protein '
3’2 **k*%

HdeA00784_Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial
HdeA02510_TPR repeat-containing protein 3,2 Fx*
RHE CH03534,1

. ) 3 2 **k*%

HdeA02399 Cytochrome c iso-1/iso-2 '
HdeA01790 Hypothetical new protein 32
HdeA01819 Outer-membrane lipoprotein carrier protein 3.2 w
HdeA00203_Uncharacterized protein YeaO 32w
HdeA01029 Hypothetical new protein 31
HdeA01642 Protease HtpX homolog 31w
. 3 l *kk

HdeA02042 Ferredoxin-2 '
371 *kk

HdeA01755 Hypothetical new protein
HdeA00843 CoB--CoM heterodisulfide reductase iron- 3,0 ***
sulfur subunit A

- . . 3 0 *kk

HdeA01744 Inner membrane lipoprotein YiaD '
HdeA01949 Hypothetical new protein 30
HdeA00527_Hypothetical new protein 30
. 3 0 *kk

HdeA00964 Iron uptake protein A2 '
HdeA00805 FMN-dependent NADH-azoreductase 9 30
HdeA03496_Molybdopterin molybdenumtransferase 30
HdeA02635_Hypothetical new protein 29w
. . 2 9 *kk

HdeA00806 Hypothetical new protein '
HdeA02868_Uncharacterized HIT-like protein 2,9 ***

Rv1262c/MT1300

. . 2 9 *kk

HdeA03604 Hypothetical new protein '
HdeA00782_Beta-lactamase hydrolase-like protein 29
HdeA00802_Group 1 truncated hemoglobin trHbN 29w
HdeA02629 Hypothetical new protein 29
HdeA02303_Hypothetical new protein 29
HdeA00830_Hypothetical new protein 29w
HdeA00287_26 kDa periplasmic immunogenic protein 2,9
278 *kk

HdeA00820_Xylene monooxygenase electron transfer
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Lokus-Tag _ Automatische Annotation log2 fold change Signifikanz
component

R R 2 8 *kk
HdeA03522 Hypothetical new protein '

. . 2 8 *kk
HdeA00831 Hypothetical new protein '
HdeA00727 Na(+)/H(+) antiporter NhaA 2 28
HdeA00829 Hypothetical new protein 28w

. . 2 8 *kk
HdeA00846 Hypothetical new protein '
HdeA01712_ Organic hydroperoxide resistance protein 28
HdeA00177_Hypothetical new protein 28w

. . 2 8 *kk
HdeA00816 Hypothetical new protein '
HdeA01397 Hypothetical new protein 28
HdeA01262 Hypothetical new protein 28w
HdeA00215_Uncharacterized protein YJL213W 28
HdeA03151_Uncharacterized protein bbp_170 28w
HdeA03526 UPF0264 protein MK1602 28
HdeA02329 Hypothetical new protein 2,7
HdeA03507_Hypothetical new protein 2,7
HdeA00742_2-amino-3-carboxymuconate-6-semialdehyde 2,7 ***
decarboxylase

3 3 2 7 *k*%
HdeA00807_Hypothetical new protein '
HdeA00762_Selenium-binding protein 1-A 2,7
HdeA00347_Nitrite reductase [NAD(P)H] 2,7
HdeA00847_Hypothetical new protein 2,7
HdeA02009 Hypothetical new protein 2,7
HdeA03429_ Superoxide dismutase [Cu-Zn] 2 2,7
HdeA00656_Hypothetical new protein 2,7
HdeA00832_Uncharacterized lipoprotein aq_1806 26
HdeA00006_Hypothetical new protein 26
HdeA02908 Regulator of nucleoside diphosphate kinase 2,6
HdeA02810 Hypothetical new protein 26
HdeA02603 Hypothetical new protein 26
HdeA00874 Probable TonB-dependent receptor HI_1217 26
HdeA02269 Peroxiredoxin-2E-1, chloroplastic 26
HdeA02246_Hypothetical new protein 26

. . 2 6 *kk
HdeA00763 Hypothetical new protein '
HdeA01012 Uncharacterized protein HI_1053 26
HdeA00396_Hypothetical new protein 26
HdeA02456_Cobyrinic acid A,C-diamide synthase 25w
HdeA00060 47 kDa outer membrane protein 25
HdeA03596_Hypothetical new protein 25

2,5 **k*

HdeA00112 Persistence and stress-resistance toxin PasT
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