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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Die bidirektionale [NiFe] Hydrogenase vadBynechocystis sp. PCC 6803 wurde mittels
Affinitatschromatographie zu einer hohen Reinhediert. Zu diesem Zweck diente ein an
den C-Terminus der grof3en Diaphorase-Untereinhiex[t) fusionierter Strep-tag (Il). Durch
Insertion despsbAll-Promotors stromaufwarts der strukturellen Diapbe+Alydrogenase-
Gene hoxEFUYH) und zusatzliche Expression der akzessorischere GypFCDEAB) von
Nostoc sp. PCC 7120 unter der Kontrolle desbAll-Promotors wurde die Synthese des
Enzyms um ca. den Faktor 3 gesteigert und die Aushbder Isolierung erhéht. Damit ist das
Vermdgen der Uberexpression des EnzymSyimechocystis belegt. Im Isolat wurde eine un-
erwartete Stochiometrie von HoxEFUYH im VerhaltQi2:2:2:1:1 detektiert. Zwei Formen
des Enzym-Komplexes sind im nativen Gel sichtbabght¢herweise spiegelt dies den
physiologischen Zustand wider oder die Isolieruiytf zur Dissoziation des Komplexes. Die
kleine und groR3e Untereinheit der Hydrogenase (Héxl¥egen in aquimolaren Mengen vor.
Zum ersten Mal wurden Infrarot-spektroskopische I¢sen einer [NiFe] Hydrogenase eines
oxygenen phototrophen Bakteriums durchgefuhrt.v@releutlichen, dass zwei GNund ein
CO-Ligand am Eisen des aktiven Zentrums gebundweh %fier verschiedene Redoxzustande
des aktiven Zentrums wurden wahrend der reversif&tivierung und Inaktivierung
identifiziert. Obwohl die detektierten Zustande elender Standard [NiFe] Hydrogenasen
ahnlich sind, konnte ein paramagnetisches Nickalavém vollstandig oxidierten noch im
NigC Zustand der Katalyse mittels ESR-Spektroskopaeldiert werden. Ein weiterer
Unterschied zu den Standard Hydrogenasen ist,d#ss&nzym unter oxischen Bedingungen
nur einen inaktiven Zustand aufweist. Die starldcedte Vorstufe, namentlich A, kommt

in der Hydrogenase voi®ynechocystis nicht vor. Dies ist ein erster Hinweis auf die
Hintergrinde des schnellen ReaktivierungsvermognsHydrogenase voBynechocystis.
ESR- und UV/VIS-Spektroskopie bestatigten die aefjinzebene vorhergesagte Présenz
von [4FedS], [2Fe2S], 2[4Fe4S] Clustern sowie FNDidgegen konnte kein [3Fe4S] Cluster,
wie in Standard Hydrogenase Ublich, identifiziedrden. Dies scheint, genauso wie die Ab-
wesenheit von paramagnetischem Nickel in der ES&d8pskopie ein generelles Phdnomen
der bidirektionalen [NiFe] Hydrogenasen, die miezi Diaphorase assoziiert sind, zu sein.
Kristallisierungsversuche des Enzyms fuhrten zuearsnteressanten Konditionen und zur
Optimierung der Isolierungsstrategie. Beides bildiet Grundlage fir weitere Versuche zur
Gewinnung von grofRen Einkristallen. Bedingungen Bilstung eines aktiven Hydrogenase-
films auf einer Pyrolytischen Graphit Kanten (PGHgktrode wurden etabliert, die viele
Untersuchungen zur katalytischen Umsetzung des rEsizgrmdoglichen. Erste elektro-
chemische Analysen zeigen das pH-Optimum der Ksgalynd dass das Enzym von
Synechocystis eine fur die Klasse der [NiFe] Hydrogenasen aufedfpnliche Direktionalitat
hin zur H-Produktion aufweist. Diese Tatsache verdeutlidegnauso wie die geringe
O,-Empfindlichkeit, das biotechnologische Potenzed &nzyms.
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2 Summary

The bidirectional [NiFe] hydrogenase of the cyarad®aum Synechocystis sp. PCC 6803 was
isolated to high purity by a single affinity chrotography step using $nechocystis mutant
with a Strep-tag Il fused to the C-terminus of HoXB increase the yield of purified enzyme
the psbAll-promoter was inserted upstream of the structurabltbrase-hydrogenase genes
(hoxEFUYH). In addition, the accessory genéspfFCDEAB) from Nostoc sp. PCC 7120
were expressed under the control of pH@All-promoter. In the respective strain the synthesis
of active hydrogenase was about 3 fold higher coetpdo the wild type, proving the
overexpression capacity of the hydrogenase Symechocystis. The detected subunit
stoichiometry of the isolated enzyme was 0,2:22:for HoxEFUYH. Two hydrogenase
complexes occur in a native gel. Taken togethersehare surprising findings that, either
represent the physiological state or arise duesodiation during the purification procedure.
The small and large subunits of the hydrogenasex<YHand HoxH) occur in equimolar
amounts.

For the first time a Fourier transform infrared (RY spectroscopic characterization of a
[NiFe] hydrogenase from an oxygenic phototroph rnespnted, revealing that two cyanides
and one carbon monoxide coordinate the iron obttre site. Four different redox states of
the active site were detected during the reversaddligvation/inactivation. Although these
states appear similar to those observed in standNiFee] hydrogenases, no paramagnetic
nickel state could be detected in the fully oxidiZerm and the N+C form by means of EPR-
spectroscopy. Another difference to standard hyeinages is the fact that the enzyme from
Synechocystis only exhibits one inactive state under oxic candg. The most oxidized state,
namely Ni-U, is absent, causally determining its fast re@ation capacity. Catalytic amounts
of NAD(P)H are sufficient to activate the reactiohthis enzyme with hydrogen. UV/VIS-
and EPR-spectroscopy confirm the presence of addFd2Fe2S] and 2[4Fe4S] cluster as
well as a FMN. On the contrary no [3Fe4S] Cluséer,observed in standard hydrogenases,
could be identified. This characteristic and theeaize of any paramagnetic nickel signal in
EPR-spectroscopy seem to be common features imrebiitinal [NiFe] hydrogenases
associated with a diaphorase.

Attemps to crystalize the enzyme have led to isterg initial conditions and to the
optimization of the purification process. Both bkese advances provide a basis for further
assays to obtain large mono-crystals. Condition®nm an active film of hydrogenase on a
pyrolytic graphite edge (PGE) electrode surface ewestablished. This will permit
investigation of the catalytic turnover of the emmy First electrochemical experiments
determine the pH-optimum for the catalysis and showutstanding bias towards hydrogen
production for the hydrogenase frdBnechocystis in contrast to other [NiFe] hydrogenases
which prefer hydrogen consumption. This and thes lesygen sensitive character of the
enzyme demonstrate it’s biotechnological potential.
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3 Einleitung

3.1 Wasserstoff als Energietrager

In einer globalisierten Welt mit konstant steigamdenergieverbrauch sind die Probleme und
Herausforderungen der langfristigen Energieversoggwein drangendes Thema. Die
Begrenztheit von fossilen Energieressourcen, dieeBung der globalen Energieversorgung,
die unstete Preisentwicklung auf den Energiemarkigrall inren Folgen fir Wirtschaft und
Verbraucher und nicht zuletzt die immer groRer wadikn Beflrchtungen hinsichtlich der
Klimaveranderung werden diskutiert und erfordernswigen. Der durch Menschen
verursachte Anstieg der Treibhausgas-Konzentrationesonders des Kohlendioxids (£,0

in der Atmosphare gilt als hauptverantwortlich fieine globale Erwéarmung
(IPCC-Klimabericht, 2007). Im Jahr 2008 betrug dereil an fossilen Energietragern in
Deutschland 81 % am gesamten Energieverbrauch @umdisterium fur Wirtschaft und
Technologie, 2009). Vorgaben zur Senkung der,-Efdissionen mussen durch ent-
sprechende MalRnahmen umgesetzt werden. Dazu gbbdtrategie, C@abzutrennen und
z. B. in geologischen Formationen zu speichern (CC&bon Capture and Storage). Dies
kann zwar fur die Minderung der Treibhausgasenngsiosorgen, lasst allerdings die
Endlichkeit der fossilen Energietradger aul3er Adldue regenerative Energiequellen missen
erschlossen werden.

Die Sonnenenergie stellt mit einer jahrlich auf Breloberflache eintreffenden Energiemenge
von ca. 1,1 x ¥ kwh die groBte natiirliche Ressource dar. Diespeiots etwa dem
10000-fachen des gesamten Energieverbrauchs deschilegit. Organismen mit oxygener
Photosynthese sind in der Lage, Lichtenergie inmibehe Energie zu konvertieren, dabei
nutzen sie Wasser und Gas organische Material, das aus der Photosynttessiltiert,
wird bereits in Technologien zur Produktion von Beftstoffen verwendet. Einige
Cyanobakterien und Grinalgen kdénnen darliber hideuphotosynthetische Energie direkt
zur Bildung von Wasserstoff ginutzen. Die Vorteile eines solchen Systems lieggnder
Hand. Wasserstoff ist ein exzellenter Energiesgi¢B3,3 kWh/kg) und umweltfreundlicher
Energietrager, da bei seiner Verbrennung nur Wasssteht. Aul3erdem bietet er eine breite
Palette an Anwendungen, da seine Energie entwewdt th Strom (Brennstoffzellen) oder
mechanische Energie und Warme (Verbrennungsmotoregewandelt werden kann. Viele
Cyanobakterien bendtigen zur,-Rroduktion neben Sonnenlicht,,® und CQ nur eine
geringe Menge an Nahrstoffen. Sie sind einfach ativkeren. Das Enzym, das in Cyano-
bakterien die KBildung unter direkter Verwendung von Elektronars aler Photosynthese
katalysiert, ist die NAD(P) gekoppelte bidirektitmgdNiFe] Hydrogenase. Informationen
Uber das aktive Zentrum, die SauerstoffsensitivitAtl die katalytische Umsetzung der
Hydrogenase sind essenziell fir eine spatere Iint@ogische Nutzung. Es besteht daher ein
grol3es Interesse an der genauen Charakterisieresesccyanobakteriellen Enzyms.
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3.2 Cyanobakterien

Cyanobakterien bilden eine der grof3ten Bakteriessida der Erde und sind als einzige
Bakterien in der Lage, oxygene Photosynthese zteibeh. Sie kommen in fast allen
Okologischen Nischen vor, vom SilRwasser Uber Sakmvain terrestrischen und in extremen
Lebensraumen wie Eisseen der Antarktis oder he@eellen (Whitton und Potts, 2000).
Fossile Spuren von Cyanobakterien in Stromatolitreohen bis ca. 3,5 Milliarden Jahre
zurtck (Schopf, 1993). Diese Vorfahren der heutigéganobakterien spielten eine
Schlusselrolle in der Entwicklung der oxygenen Aspiwdre. Aul3erdem sind sie nach der
Endosymbiontentheorie die Vorlaufer der Chlorogasin Algen und grinen Pflanzen
(Sagan, 1967). Die Gruppe der Cyanobakterien zamgte grofRe morphologische
Vielfaltigkeit auf, die einzellige, filamentése un#oloniebildene Formen beinhaltet.
Zahlreiche Stamme bilden differenzierte Zellen aug. auf Stickstofffixierung spezialisierte
Zellen (Heterocysten) oder Dauerstadien (Akinet¥eyschiedene Cyanobakterien sind auch
ohne Heterocysten in der Lage, Stickstoff)(&u fixieren. Die zeitliche Trennung zwischen
dem sauerstoffsensitiven Prozess dgfMierung und der oxygenen Photosynthese ist dabei
eine weit verbreitete Strategie (Misra und Tuli, 020 Berman-Frank et al., 2003). Die
Tatsache, dass Cyanobakterien miOHals unerschopflichem Elektronendonog, ihd CQO
unter aeroben Bedingungen reduzieren kdnnen, rantgortlich fir den evolutionéaren und
Okologischen Erfolg der Bakterien.

Cyanobakterien besitzen zwei Enzymarten, die direken H-Metabolismus involviert sind.
Zum einen produzieren Nitrogenasepdts Begleiterscheinung neben der Reduktion ven N
zu NH,". Fur diese Reaktion werden nicht nur Elektrones d@er Photosynthese benétigt,
sondern aul3erdem 16 ATP. Der zusétzliche Enerdieaech verringert den Wirkungsgrad
des Prozesses stark. Demgegeniber nutzen cyanablékidydrogenasen das Potenzial der
Elektronen direkt zur Bildung vonHweshalb deren technologische Nutzung als ensafeti
effizienter eingeschatzt wird (Tamagnini et al.02p

3.3 Synechocystis sp. PCC 6803

In dieser Arbeit wurde die NAD(P) gekoppelte bidtrenale [NiFe] Hydrogenase von
Synechocystis sp. PCC 6803 (im Folgenden afynechocystis bezeichnet) untersucht.
Synechocystis ist ein einzelliges nicht stickstofffixierendes @gdakterium der Ordnung
Chroococcales (Abb. 3.1). Urspriinglich wurde degddismus aus einem Sufwassersee in
Oakland, Kalifornien isoliert und 1968 in die PasteCulture Collection (PCC) auf-
genommen. Die Bakterien gehdren zu der Gruppe deerat halotoleranten Cyanobakterien
und kénnen sich neben SilRwasser an deutlich hoherkdBakntrationen mit bis zu 1,2 M
NaCl adaptieren (Reed und Stewart, 198§hechocystis ist das erste Cyanobakterium,
dessen Genom vollstéandig sequenziert wurde (Kaetkb, 1996). Die GroRRe des zirkularen
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Chromosoms betragt 3573471 bp und es hat einen &@Gvon 47,7 % (Kaneko et al.,
1996). Die DNA liegt in 6 - 8 chromosomalen Kopiarder Zelle vor (Williams, 1988).

Abb. 3.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme \#@mnechocystis sp. PCC 6803. (A) ganze Zellen,
(B) Detailansicht eines Zellausschnitts. Cx: Castsmen; T: Thylakoidmembran. Mal-
stab = 400 nm (nach Agarwal et al., 2009)

Als Cyanobakterium betreil@ynechocystis oxygene Photosynthese mittels der Photosysteme
[ und Il (PS I und PS II). Es fixiert GQuber den Calvin-Zyklus, ist also photoautotroph
(Bryant, 1994). Der Organismus kann ebenfalls pheterotroph wachsen, ohne ein
funktionales PS Il, wenn eine geeignete reduzi&odlenstoffquelle wie z. B. Glucose
vorhanden ist (Rippka et al, 1979; Williams, 198&hemoheterotrophie wurde bei
Synechocystis unter der Voraussetzung von kurzen Blaulichtimguoilsnachgewiesen
(Anderson und Mcintosh, 1991). Als Labororganisneignet sich das Cyanobakterium in
besonderem Mal3e, da es eine natiurliche Kompetesizzthefremde DNA in die Zelle
aufzunehmen (Grigorieva und Shestakov, 1982).

3.4 Hydrogenasen

Hydrogenasen sind Metalloenzyme, die meist durghin@ibiert werden. Sie katalysieren
sowohl die heterolytische Spaltung von Wassersadgf auch die Rickreaktion, also die
Produktion von Wasserstoff, entsprechend der Gleigh(3.1). Die Richtung der Reaktion
hangt vom Potenzial der Redoxpartner, vom pH-West) der H-Konzentration und der

Enzymstruktur ab. In Gegenwart eines Elektronendomit niedrigem Redoxpotenzial
konnen Hydrogenasemigroduzieren.

2H'+26 = H + H' = H, (3.1)

Drei unterschiedliche Klassen von Hydrogenasen Beidinnt, zwei besitzen ein binukleares
Metallzentrum ([FeFe] und [NiFe]), wohingegen dieittd Klasse ein mononukleares
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[Fe] Zentrum aufweist und keine [FeS] Cluster getmmhat (Volbeda et al., 1995; Nicolet et
al., 1999; Shima et al., 2008). Obwohl die Hydraxgam der drei Klassen sich evolutionar
unabhangig voneinander entwickelt haben (Vignaial.et2001; Vignais und Billoud, 2007),
teilen sie die Gemeinsamkeit einer Fe(CO)jRSruktur im aktiven Zentrum (Armstrong und
Fontecilla-Camps, 2008).

Hydrogenasen werden in allen drei Doméanen des lsegefunden. Die meisten Organismen,
die H metabolisieren kodnnen, gehoren jedoch zu den Bekteund Archaea.
[Fe] Hydrogenasen kommen nur in methanogenen AgsljgeFe] Hydrogenasen dagegen in
Bakterien und einigen niederen Eukaryoten, wie .zGBinalgen vor (Vignais und Billoud,
2007). Bisher konnte keine [NiFe] Hydrogenase irkdtyoten gefunden werden. Dagegen
weisen Prokaryoten [NiFe] Hydrogenasen und [FeRglrbgenasen auf.

Die [NiFe] Hydrogenasen der Bakterien sind die amfigsten vertretenen und am besten
untersuchten Hydrogenasen. Sie werden in vier Hauppen mit einigen Untergruppen
eingeteilt (Vignais et al., 2001; Vignais und Bith 2007), die in Tabelle 3.1 aufgefihrt sind.

Tab. 3.1: Klassifizierung bisher bekannter [NiFejdrbgenasen (nach Vignais et al., 2001; Vignais
und Billoud, 2007)

Gruppe Funktion und Charakteristika Vorkommen Bielsprganismus
1 Membran-assoziierte,kaufnehmende Bakterien/Archaea Desulfovibrio
Hydrogenase vulgaris
2a cyanobakterielle FHaufnehmende Cyanobakterien  Nostoc sp. PCC 7120
Hydrogenase
2b H,-Sensor Hydrogenase Bakterien Ralstonia eutropha’
3a Rooreduzierende Hydrogenase Archaea Methanocal dococcus
jannschii
3b bifunktionale NAD(P) gekoppelte Bakterien/Archaea Chlorobium tepidum
Hydrogenase TLS
3c Methylviologen-reduzierende Hydrogenase  Archaea Methanococcus
voltae
3d bidirektionale NAD(P) gekoppelte Bakterien Synechocystis sp.
Hydrogenase PCC 6803
4a Membran-assoziierteproduzierende Bakterien/Archaea Escherichia coli
Hydrogenase

*(ehemalsAl caligenes eutrophus, neuerding€upriavidus necator)

Die Gruppe 1 beinhaltet Membran-assoziiertep-abdfnehmende Hydrogenasen mit
periplasmatischer Orientierung, die die ,-Gxidation an die Elektronentransport-
phosphorylierung koppeln. Diese Hydrogenasen gehéme den sogenannten Standard
Hydrogenasen. Zur Gruppe 2 gehdren heterodimeredggdasen, wie die cyanobakteriellen
aufnehmenden Hydrogenasen und die regulatorische&ehisor Hydrogenasen, wogegen die
Gruppe 3 aus multimeren Hydrogenasen besteht. Diegdtimeren cytosolischen
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Hydrogenasen interagieren mit verschiedenen |GshiciKofaktoren, nach denen die
Untergruppierung (3a - d) erfolgt. Die Membran-asigoten Hydrogenasen der Gruppe 4
reduzieren Protonen, um die ATP-Ausbeute der Fetation zu steigern (Uberblick der
Gruppen: Schwartz und Friedrich, 2006).

Die Hydrogenasen der Grunalgen und Cyanobakteremirgn zu zwei verschiedenen
Klassen. Interessanterweise besitzen die [FeFefddgghasen der Grinalgen eine deutlich
hohere spezifische Aktivitat (ca. 100-fach hohety alie cyanobakteriellen [NiFe]
Hydrogenasen (Adams et al., 1989; Florin et alQ120 Sie sind allerdings gleichzeitig
wesentlich sauerstoffsensitiver als diese. DiePrbduktion findet daher nur unter strikt
anaeroben Bedingungen statt. Es gibt zwei WegePteto-H-Produktion in Griinalgen
(Gfeller und Gibbs, 1985; Happe und Kaminski, 20DRis et al., 2005; Chochois et al.,
2009). Der erste Mechanismus bendgtigt die Aktividat beiden Photosysteme (PS | und
PS Il). Die Hydrogenase Uubernimmt Elektronen vondumgerten Ferredoxin. Diese
H.-Produktion ist nur andauernd, wenn die Algen uBierwefelmangel wachsen. Die Zellen
weisen dann eine geringe Photosyntheseleistungdaifyon der Atmungsrate Ubertroffen
wird. Dadurch entsteht ein anaerobes Milieu, dase eKontinuitdt der KProduktion
ermdoglicht (Melis et al., 2000; Zhang et al., 20B2mschemeier, et al., 2008). Beim zweiten
Mechanismus werden die aus der Oxidation von osgaen Substanzen stammenden Elek-
tronen Uber eine NAD(P)H-Plastochinon-Oxidoreduktasif den Plastochinon-Pool Uber-
tragen. Wahrend das PS | fir die Reduktion vondéexin bendtigt wird, ist das PS 1l bei
diesem Prozess deptProduktion nicht beteiligt (Chochois et al., 20@hjirardi et al., 2009).

3.5 Cyanobakterielle [NiFe] Hydrogenasen

[NiFe] Hydrogenasen sind wesentlich toleranter géger Q als die [FeFe] Hydrogenasen
der Grunalgen. Die Enzyme koénnen nach einer aerdbektivierung unter anaeroben
Bedingungen reaktiviert werden (Vincent et al., 200wohingegen die meisten [FeFe]
Hydrogenasen irreversibel durch @eschadigt werden (De Lacey et al., 2007; Baffedl.e
2008).

In Cyanobakterien sind zwei verschiedene [NiFe] tdgeénasen vertreten: ein H
oxidierendes Enzym und eine bidirektionale Hydragpen (Tamagnini et al., 2007). Die
cyanobakterielle Hoxidierende [NiFe] Hydrogenase gehoért der Gruppei (Tab. 3.1) und
konnte mit Ausnahme von dré&ynechococcus Stammen undCyanothece sp. PCC 7425
(Ludwig et al., 2006) in allen bis heute untersechtdiazotrophen Cyanobakterien
nachgewiesen werden (Lambert und Smith, 1981; Hoachi984; Appel und Schulz, 1998;
Tamagnini et al., 2000). Physiologisch tritt daz¥n in Verbindung mit der Nitrogenase auf
und reoxidiert den wahrend der Stickstofffixierualg Nebenprodukt anfallenden Wasserstoff
(Houchins, 1984; Schitz et al., 2004). Diese Art\3feiterverwendung des Wasserstoffs hat
fur die Zelle drei Vorteile. Es wird zum einen ATRrch die ,Knallgas-Reaktion® geliefert
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und dadurch die Energieausbeute maximiert, zumrandeird die Sauerstoffkonzentration in
Gegenwart der sauerstoffsensitiven Nitrogenasengesed letztendlich werden Reduktions-
aquivalente fur weitere Zellfunktionen bereitgdsig¢lowarth und Codd 1985; Weisshaar und
Bdger, 1985; Bothe et al., 1991). Strukturell blestie H-oxidierende [NiFe] Hydrogenase
aus einem HupL und einem HupS Protein (hup, hydrogetake). AuRerdem wird die
Existenz eines zusatzlichen Polypeptids diskutigsts die Hydrogenase mit der Membran
verankert (Tamagnini et al., 2005; 2007). HupLdist groRe Untereinheit und beinhaltet das
aktive Zentrum. HupS stellt die kleine Untereinlaat Hydrogenase dar. Sie bindet mehrere
[FeS] Cluster, die den Elektronentransfer zwischdam aktiven Zentrum und dem
Elektronenakzeptor vermitteln.

Die bidirektionale [NiFe] Hydrogenase katalysieaw®hl die Reduktion von Protonen zu
molekularem H als auch die Oxidation von ;H Die ersten molekulargenetischen
Charakterisierungen bidirektionaler [NiFe] Hydrogeen ausAnabaena Stammen und
Synechococcus sp. PCC 7942 zeigten, dass das Enzym zur Klasse dad
NAD(P)-reduzierenden [NiFe] Hydrogenasen gehérth(&itz et al., 1995). Es ist ein
Heteropentamer, bestehend aus einer HydrogenasaYiHo und einer Diaphorase
(HoxEFU)-Einheit (Schmitz et al., 2002). Hydrogesmas die mit einer NAD(P)H
Dehydrogenase assoziiert sind, existieren in vedenen Bakterienstammen und in einigen
Archaea. Beispiele sind die l6slichen Hydrogenatsmphotosynthetischen Schwefel-Purpur-
Bakterien Thiocapsa roseopersicina und Allochromatium vinosum (Rakhely et al., 2004;
Long et al., 2007), des [3-Proteobakteriurasstonia eutropha H16, des Aktinobakteriums
Rhodococcus opacus 1b (ehemaldNocardia opaca 1b) sowie des EuryarchaeoRgrococcus
furiosus (Schneider et al., 1984 a, b; Burgdorf et al.,2B0van Haaster et al., 2008).

Die Aktivitdit und das Vorkommen des Enzyms in Cyzalderien sind nicht an die
N.-Fixierung gekoppelt. Die zellulare Lokalisierungrdbidirektionalen Hydrogenase von
Cyanobakterien wird kontrovers diskutiert. Das Hnzwywurde sowohl in Heterocysten als
auch in vegetativen Zellen gefunden (Hallenbeck Bademann, 1978; Houchins und Burris,
1981). Lange Zeit wurde es als l6sliches Enzymeaangnet, nachdem es in aufgebrochenen
Nostoc sp. PCC 7120 Zellen in der cytosolischen Fraktietektiert wurde (Houchins und
Burris, 1981). Mittlerweile deuten Untersuchungexderer Organismen eher darauf hin, dass
eine schwache Assoziation der bidirektionalen Hgdrase mit Membranen besteht. In
Anabaena variabilis und Synechocystis sp. PCC 6803 wurde eine Verbindung mit der
Thylakoidmembran vorgeschlagen (Serebryakova e1294; Appel et al., 2000), wahrend in
Synechococcus sp. PCC 6301 immunologische Daten eine Assoziatioit der
Plasmamembran implizieren (Kentemich et al., 19€l)e periplasmatische Lokalisierung
der Hydrogenasen wird ausgeschlossen, da keinesif3aquenzen vorhanden sind (Appel
und Schulz, 1996).

Ahnlich wie in Griinalgen gibt es mehrere Wege zgPrbduktion in Cyanobakterien. Der
direkte Elektronendonor ist bei Cyanobakterien rditegs nicht Ferredoxin sondern
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NAD(P)H. Fur die H-Produktion kann die Aktivitdt der beiden Photosys¢ (PS | und
PS 1l) genutzt werden. Die Elektronen zur Reduktton NADP kommen dabei direkt aus
der Wasserspaltung. Die#Produktion erfolgt nur kurzfristig in Ubergangstarslen, da der
photosynthetisch gebildete,@ie Hydrogenase inhibiert. Durch Oxidation vonamgchen
Substanzen kann der Plastochinon-Pool ebenfallEhhimgig vom PS I, reduziert werden
und anschlieRend tber die Aktivitat des PS | karidth produziert werden (Houchins et al.,
1984; Cournac et al., 2004; Rupprecht et al., 20@pe weitere Moglichkeit der
H,-Produktion in Cyanobakterien verlauft vollstandigne die Aktivitat der Photosysteme,
Uber die Fermentation von reduzierten KohlenhyarateDunkeln (Troshina et al., 2002).

3.6 [NiFe] Hydrogenase von Synechocystis sp. PCC 6803

Synechocystis sp. PCC 6803 gehdrt zu den nicht stickstofffixielen Cyanobakterien und
besitzt als solches nur eine [NiFe] HydrogenasepfApind Schulz, 1996; 1998; Appel et al.,
2000). Es handelt sich um die in dieser Arbeit tsutehte NAD(P) gekoppelte bidirektionale
[NiFe] Hydrogenase der Klasse 3d (Tab. 3.D)e Hydrogenasegene voBynechocystis
(hoxEFUYH) sind, wie bei den meisten Cyanobakterien, in rain@peron angeordnet
(Abb. 3.2), das drei offene Leserahmen (ORF) eiiefgéh Die Funktionen der ORF mit den
GrofRen 10, 17 und 24 kDa sind bisher nicht bekatunt.Prozessierung der Hydrogenase in
Synechocystis treten die akzessorischbyp-Gene (hyp = hydrogenase pleiotropic) im Genom
auf. Die hyp-Gene fypAl, hypBl, hypC, hypD, hypE, hypF) sind hochgradig konserviert.
Mutationen in diesen Genen setzen die Hydrogentaisiak stark oder vollstandig herab
(Hoffmann et al., 2006). Di@yp-Gene inSynechocystis sind nicht, wie in vielen anderen
Organismen, in einem Operon angeordnet, sondern ddse gesamte Genom verteilt. Zur
Hydrogenasereifung wird aul3erdem eine Endopeptidasmutlich HoxW (Hoffmann et al.,
2006) bendtigt, die eine C-terminale PeptidsequianzgroRen Untereinheit der Hydrogenase
abspaltet. Die bisher bekannten Ablaufe der Prozessy von [NiFe] Hydrogenasen sind in
Kapitel 3.8 beschrieben.

1000 bp
hyp hox hyp
F Al B1 [ E F A2B2
~477 kb, ~ 47 kb ~ 150 kb ~ 79 kb ~ 445 kb ~ 236 kb ~ 192 kb ~743 kb

O S e

Abb. 3.2: Organisierung der GehexEFUYH (schwarz), die irSynechocystis sp. PCC 6803 fur die
bidirektionale [NiFe] Hydrogenase kodieren sowig @Gene hypABCDEF (dunkelgrau) undchoxW
(hellgrau), die fur Proteine der Hydrogenasereifhodieren. In weil3 sind drei offene Leserahmen des
hox-Operons abgebildet, deren Funktion nicht bekastr(nach Tamagnini et al., 2007).

HoxY und hoxH kodieren die kleine und die grof3e Untereinheit ldgdrogenasehoxF und
hoxU die kleine und die grof3e Untereinheit der DiapherasoxE kodiert fur eine
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Untereinheit von 19 kDa, deren Funktion noch nigintreichend aufgeklart ist. Das Protein
zeigt eine grol3e Sequenzahnlichkeit zu NuoE (NuWDN-Ubichinon Oxidoreduktase), dem
24 kDa Protein vom mitochondrialen Komplex | dseherichia coli (E. coli). Daher wird
diskutiert, ob HoxE eine Rolle bei der Membranbingluspielt. Fur die Hydrogenase aus
Thiocapsa roseopersicina konnte gezeigt werden, dass HoxE Elektronen an Iiam
komponenten Ubertragt (Rakhely et al., 2004). NeBerE besitzen auch HoxF und HoxU
hohe Sequenzéhnlichkeiten zu peripheren Teilen FNua NuoG) des Komplex | iB. coli.
Interessant ist, dass die entsprechenden drendaran Prokaryoten genauso wiekncoli,
hoch konservierten Untereinheiten des Komplex Cyanobakterien fehlen. Es wird daher
spekuliert, ob HoxEFU die fehlenden Untereinheies Komplex | ersetzen und damit die
bidirektionale Hydrogenase an den Komplex | kopp@ppel und Schulz, 1996; Schmitz
und Bothe, 1996; Tamagnini et al., 2007).

HoxE besitzt das Sequenzmotiv fur die Bindung e[feS] Clusters (Tab. 3.2). Neben HoxE
weisen auch die kleine Untereinheit des Hydrogetiasas sowie HoxU und HoxF der
Diaphorase mehrere konservierte Cysteine auf, diersecheinlich in die Koordinierung von
[FeS] Cluster involviert sind (Appel und Schulz,969. Zusatzlich gibt es in HoxF zwei
charakteristische glycinreiche Motive: (Gxf&%;0Gx.G) fur eine FMN- und (GxGGx3G)
fir eine NAD(PJ-Bindung (Schmitz et al., 1995).

Tab. 3.2: Sequenzmotive in den Untereinheiten delireiktionalen [NiFe] Hydrogenase von
Synechocystis sp. PCC 6803 (Schmitz et al., 1995; Appel und &¢Hi996; Long et al., 2007)

Untereinheit Motiv mogliche Bindung

HoxE Cx4CX5DXgCx3Cx3P [2Fe2S] Cluster

HoxF Cx4CxX30GCx3Cx5P [2Fe2S] Cluster
FCx;ESCGKCXPCRXGT [4Fe4S] Cluster

HoxU CX101LCR[LV] Cx1C [2Fe2S] Cluster
EXNHXC[AS][VIS] CVx,CXLQ [4Fe4S] oder [3Fe4S] Cluster
Dx,RCx,CXRC[VIIR[VA] CDxyg 2 [4Fe4S] Cluster
WGX,CTXCGKCx3CPTG

HoxY CXGCX55.5RXGXCAX55-6sGCPP proximales [FeS] Cluster

HoxH RICGICxzH N-terminales Motiv des [NiFe] Zentrums
[YFIDPCLSC[SA][TSIH C-terminales Motiv des [NiFe] Zentrums

Die physiologische Rolle der bidirektionalen Hydeogse inSynechocystis ist noch nicht

vollstandig geklart. Das Enzym nutzt NAD(P)H alseldtonendonor und NAD(P) als
Elektronenakzeptor und ist daher abhangig vom Rsdbtxs der Zelle. Aufgrund der
Differenz im elektrochemischen Potenzial (ca. -&20 fir das NAD(P)/NAD(P)H-Paar und
-420 mV fir das HH,-Paar) kann die Hydrogenase nupk Idroduzieren, wenn der
NAD(P)-Pool stark reduziert vorliegt. Der Redoxstatdes Pools wird u. a. durch die
Aktivitat der Photosynthese und der Atmung konigeoll Die zwei Prozesse teilen sich in der
Thylakoidmembran Komponenten des Elektronentransp¢Cytochrom gf Komplex,
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Plastochinon-Pool). Es konnte gezeigt werden, ddas Enzym als ein Ventil fir
Uberschissige Elektronen im Elektronentransportrevith der Adaptation an héhere Licht-
verhaltnisse (dunkel nach hell) dient (Appel et, @&000). Dem stark reduzierten
NAD(P)-Pool werden durch #Produktion Elektronen entzogen, wodurch der Eteien-
transport aufrechterhalten und Photoinhibition vieden wird. In solchen Ubergangs-
zustanden ist die #Produktion nur kurzfristig, da der photosynthdtisgebildete @ die
Hydrogenase inhibiert. Im Dunkeln wurden konstargber geringe HProduktionsraten
gemessen (Houchins et al., 1984; van der Oost und £987). Diese resultieren aus der
Oxidation von NAD(P)H, das durch Fermentation pmdr wird. Durch H-Oxidation
konnen Elektronen unter Beteiligung des Kompleend Atmung auch aufgenommen werden
(Cournac et al., 2004). Die Atmung, der zyklischekEonentransport, der Calvin Zyklus und
die Hydrogenase konkurrieren um die Elektronen a®(P)H. AulRerdem wurde gezeigt,
dass die Abwesenheit der Chinol Oxidase zu vertséig-Produktionsraten fiihrt (Gutthann
et al., 2007). Eine schematische Ubersicht der iplogischen Rolle des Enzyms gibt
Abb. 3.3.

Calvin Zyklus

HoxH
kl

NADH + H* I

NAD* + 2H*
NADPH + H+<-—"
NDH-
2
\ /
N /

PSI

1 \
) b/t )
H20 02 A t ' +2H
/ OX.

Abb. 3.3: Modell der physiologischen Rolle der [HjHydrogenase (HoXxEFUYH) in
Synechocystis sp. PCC 6803 (verandert nach Gutthann et al.,)200& Pfeile symbol-
isieren den Elektronentransport. NDH-1: NADPH-Defoggnase (Komplex I);
NDH-2: Typ Il NADH-Dehydrogenase; PS I: Photosysten®S Il: Photosystem II;
Cyt hbf: Cytochrom R/f Komplex; PQ: Plastochinon; Fd: Ferredoxin; FNR:
Ferredoxin NADP Reduktase; PC: Plastocyanin; Cytxc Cytochrom c¢ Oxidase;
Qox: Chinol Oxidase.

0, +2H+
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Obwohl die Expression der Hydrogenase &ynechocystis in  Abh&ngigkeit von
Umweltbedingungen variiert, ist eine konstitutivexpession des Enzyms nachweisbar.
Allerdings produziert die Hydrogenase nur in Ubeggszustanden Wasserstoff (Appel et al.,
2000; Cournac et al., 2004). Eine permanent aktlydrogenase ware fur die Zellen von
Nachteil, da ein Teil der eingefangenen Lichtereeggets in Form von Han die Umgebung
abgegeben wirde. Die Hydrogenase wird daher auferexh Ebenen streng reguliert. Die
erste Regulation erfolgt auf Hohe der Expressioer iden Transkriptionsaktivator LexA
(Gutekunst et al., 2005) sowie vermutlich Uber AlaB-ahnlichen Transkriptionsfaktoren
sll0359 und sll0822 (Ishii und Hihara, 2008; Olneeund Lindblad, 2008). Zweitens wird das
Enzym Uber den Mechanismus der Enzymreifung miteHiler Hyp-Proteine (Hoffmann et
al., 2006) und drittens Uber die Verfugbarkeit dztalle, die zur Bildung einer aktiven
Hydrogenase notwendig sind, reguliert (Gutekunsi.e006).

Die vierte Regulationsebene, die Aktivitat und Emglichkeit des aktiven Zentrums
gegenuber Sauerstoff, ist in Organismen mit oxygdPleotosynthese und damit auch in
Synechocystis nur sehr wenig untersucht. Die Hydrogenase Smschocystis wird sowohl
unter aeroben als auch unter anaeroben Bedinguexgemmiert (Appel et al., 2000), ist aber
in Gegenwart von Sauerstoff inaktiv (Cournac et @b02; 2004). Mit sehr wenigen
Ausnahmen (Kapitel 3.10) werden alle bisher belkamnfNiFe] Hydrogenasen durch
Sauerstoff inaktiviert und die Reaktivierung ungraeroben Bedingungen dauert Stunden
(Fernandez et al., 1984; Houchins, 1984; Vignaisalet 2002). Die Hydrogenase aus
Synechocystis ist in dieser Hinsicht ein auf3erordentlich intsegges Enzym. Es liegt in
Gegenwart von Sauerstoff inaktiv in der Zelle vadwvird unter anaeroben Bedingungen, in
Gegenwart von KHund katalytischen Mengen von NADH oder NADPH, irivab weniger
Minuten reaktiviert (Cournac et al., 2002; 2004gMais et al., 2002). Die stdndige Prasenz
des inaktiven Enzyms ermdglicht es den Cyanobaterei wechselnden Umwelt-
bedingungen sofort Hzu metabolisieren. Sie deutet auf die Wichtigklegises Metabolismus
fur die Zelle in Ubergangszustanden hin. Die Ursaates auBergewohnlich raschen
Reaktivierungsverhaltens bzw. dieser ,geringeremuedstoffsensitivitat ist bisher nicht
untersucht.

3.7 Struktureller Aufbau der Standard [NiFe] Hydrogenasen

Die Katalyse der HOxidation mittels [NiFe] Hydrogenasen beinhalteghrere Schritte: den
Transfer von H zum aktiven Zentrum, das Binden des Gases am [Nfleatrum, die
heterolytische Spaltung in ein Proton und ein Hyddie Freigabe des Protons in das Medium
sowie den intra- und intermolekularen Elektronamtfar zum Redoxpartner. Zu den bisher
am besten untersuchten [NiFe] Hydrogenasen, deedsehritte vollbringen, gehéren die der
anaeroben, sulfatreduzierenden Bakterien der Gatasulfovibrio (D. gigas, D. vulgaris)
sowie die Hydrogenase des photosynthetischen SehRafpurbakterium#llochromatium
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vinosum. Diese als Standard [NiFe] Hydrogenasen bezeiehnEhzyme weisen deutliche
Ubereinstimmung auf biochemischer, spektroskopischd struktureller Ebene auf.

Das Grundmodul einer Standard [NiFe] Hydrogenastebé aus einer groRen Untereinheit
(ca. 60 kDa) mit dem aktiven Zentrum und einerrdai Untereinheit (ca. 30 kDa), welche
den Elektronentransport vermittelt. Kristallstruldn der Hydrogenasen vobD. gigas
(Volbeda et al., 1995; 1996; 200B), vulgaris Miyazaki F (Higuchi et al., 1997; 1999; Ogata
et al., 2005)D. desulfuricans (Matias, et al., 2001) unB. fructosovorans (Montet et al.,
1997; Volbeda et al., 2002) haben die generellek&ir der Proteine aufgezeigt (Abb. 3.4).

Abb. 3.4: Rontgenstruktur der [NiFe] Hydrogenase ¥ vulgaris Miyazaki F (Higuchi et al.,
1997). (A) Struktur des gesamten Proteins (ausRieteindatenbank, PDB, 1H2R). Die kleine
Untereinheit, gelb dargestellt, beinhaltet drei§F€luster. Die groRe Untereinheit mit dem aktiven
Zentrum ist grin abgebildet. (B) Detaillierte Datktng des aktiven Zentrums. Der Brickenligand
zwischen Nickel und Eisen ist mit einem X gekenclzeet. Die terminale Koordinationsstelle am
Nickel ist mit einem Y gekennzeichnet.

Die beiden Untereinheiten interagieren tber eirs3grFlache miteinander und bilden ein
globulares Heterodimer. Das [NiFe] Zentrum befindath tief im Inneren des Proteins
verborgen und ist eng mit einer fast linearen Ketia drei [FeS] Clustern in der kleinen
Untereinheit gekoppelt, Uber die Elektronen anQlerflache der Hydrogenase gelangen. Ein
ungefahrer Abstand von 13 A liegt zwischen den [Rel@istern. Das in Bezug zum aktiven
Zentrum proximale [FeS] Cluster dieser Kette istggewie das distale vom [4Fe4dS] Typ. In
der Mitte befindet sich ein [3Fe4S] Cluster. Dagxmmale [4Fe4S] Cluster ist essenziell fur
die H-Umsetzung und kommt in allen Hydrogenasen mit rairt@metallischen aktiven
Zentrum vor (Fontecilla-Camps et al., 1997). Ubaar \Cysteine ist das Nickelatom des
bimetallischen Zentrums mit dem Enzym verbundeneiZdavon sorgen gleichzeitig fur die
Verbrickung mit dem Eisenatom. Alle vier Cysteimedsstreng konserviert (Volbeda et al.,
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1995). Einige [NiFe] Hydrogenasen, z. B. Vdesulfomicrobium baculatum, besitzen anstelle
eines Cystein-Schwefelatoms ein Cystein-Selenatorakitiven Zentrum (Patil, 1994). Diese
Selen-Hydrogenasen haben aul3erdem statt des nmef@BeAS] Clusters ein [4Fe4S] Cluster
(Garcin et al., 1999).

Am Eisen des aktiven Zentrums der Standard [NiFgfirBlgenasen befinden sich zwei
CN'-Liganden, die Uber Wasserstoffbriicken mit benatbbaAminosauren verbunden sind
und ein CO-Ligand, der von hydrophoben Aminosduestén umgeben ist. Diese
NiFe(CN)(CO) Struktur wurde mittels Rontgenstrukturanal@gelbeda et al., 1995; 1996;
Higuchi et al., 1997; Ogata et al., 2002) und Fedfiransformations-Infrarotspektroskopie
charakterisiert (Happe et al., 1997; De Lacey et #997; 2002; Pierik et al., 1999;
Bleijlevens et al., 2004 b; Fichtner et al., 2006).

Das katalytische Nickelatom hat zwei freie Koordimasstellen zur Bindung von Liganden,
eine gemeinsame mit dem Eisenatom, welche in AlBbnt X gekennzeichnet ist, und eine
terminale, die mit Y gekennzeichnet ist. Wenn bdidsetzt sind, zeigt das Nickelatom eine
oktaedrische Koordination (Fontecilla-Camps et 2009). Die drei Schwefelatome (Cys81,
Cys84 und Cys564) sowie der Briuckenligand X biléeme quadratisch planare Liganden-
Struktur um das Nickelatom, das sich im Zentrum d&undflache befindet. Das
Schwefelatom des Cysteins Cys549 sowie der termibgiand Y bilden die aus der Ebene
herausragenden Spitzen des Oktaeders. Die fremne Bindestelle vom Nickelatom wird
als priméare Koordinationsstelle firigesehen, weil der kompetitive Inhibitor CO doridet
(Ogata et al., 2002) und weil spezielle hydrophdteKanale dort enden. Uber die
hydrophoben Kandle erfolgt der gerichtete Transtar gasformigem H(Fontecilla-Camps
et al., 1997; Volbeda et al., 2002). Experimente Xenon-Bindung in Kristallen von
[NiFe] Hydrogenasen auB. fructosovorans zeigten, dass mehrere an der Oberflache des
Enzyms beginnende hydrophobe Kanéle sich zu einemek Kanal verbinden, der zum
aktiven Zentrum fuhrt. AulRerdem war das Xenon-Gadeastimmten Hohlen des Proteins
hoher konzentriert als in der Umgebungslésung. ©Bsobachtungen lassen vermuten, dass
die HoOhlen als Gasreservoire zur Substratkonzeutrge dienen (Montet et al., 1997).
D. fructosovorans Mutanten, in denen durch Aminosaure-Austausch gastulierte
Kanalende zum aktiven Zentrum hin modifiziert wyrdeigten neben signifikant reduzierten
CO- und H-Diffusionsraten (Leroux et al., 2008) ebenfallaeserhohte Sauerstofftoleranz
(Dementin et al., 2009). Diese Ergebnisse implenerdass der #Kanal ebenfalls den
Zugang von CO und £ermaoglicht, welcher jeweils zur Inhibition der Bmze flhrt.

Zwei Wege zum Transfer der bei dep-Bixidation freiwerdenen Protonen, vom aktiven
Zentrum zur Proteinoberflache, werden postuliergg@ et al.,, 2009). In den Standard
Hydrogenasen wurde neben den Metallen im aktivemtrdemn ein Mg" (F€* in
Desulfomicrobium baculatum (Garcin et al., 1999)) identifiziert, welches amtg@minalen
Histidin der grof3en Untereinheit gebunden ist (diguet al., 1997). Es besitzt drei
Wasserliganden und befindet sich in ca. 13 A Entfieg zum aktiven Zentrum. Neben einer
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Funktion im Reifungsprozess des Enzyms (Kapite) 2i§net es sich zum Transfer von
Protonen (Fontecilla-Camps et al., 2007). Im Ppnbilden protonentragende Amino-
sauregruppen der Proteinmatrix wie Aspartat, Glatarader Histidin zusammen mit
mehreren Wassermolekulen eine Kette zum aktiverirdienhin und wieder zurick, die bei
geeigneten pkWerten Protonen aufnehmen und wieder abgeben. ieBtudit der
[NiFe] Hydrogenase voD. fructosovorans lokalisierten ein konserviertes Glutamat (Glu25)
in 3 A Entfernung zum Nickel-bindenden Cystein5&3546 entsprechend D. vulgaris
Miyazaki F), das essenziell ist und scheinbar dietdhen direkt vom aktiven Zentrum
aufnimmt (Dementin et al., 2004).

3.8 Assemblierung der [NiFe] Hydrogenasen

Die Synthese der aktiven [NiFe] Hydrogenase istkeimplexer Prozess, der i coli neben
den strukturellen Proteinen mindestens sechs Rm&nzyme, eine spezifische Endo-
peptidase sowie Carbamoylphosphat, GTP und ATRd&fo(Bock et al., 2006; Forzi und
Sawers, 2007; Leach und Zamble, 2007). Die Assemirly der Hydrogenase wird durch
den Einbau von Eisen in einen Komplex aus HypC HggdD initiiert (Blokesch und Béck,
2002; Bock et al., 2006). Carbamoylphosphat istAdesgangsstoff fur die Cyanid-Gruppe. In
einer ATP-abhangigen Reaktion wird das C-termin@lestein von HypE carbamoyliert
(Reissmann et al., 2003). Unter Dehydratisierund weiterem ATP-Verbrauch wird die
CN-Gruppe von HypE auf den eisenhaltigen HypCD-Ktaxyiibertragen. Der Ursprung des
Carbonyls ist noch unbekannt (Roseboom et al., 20d#C vermittelt die Ubertragung des
Fe(CN)YCO-Fragments in den Vorlaufer der groRen Unteréinbed hélt diesen als
Chaperon flur den Einbau von Nickel, mittels einesriglexes aus HypA und HypB, gedffnet
(Hube et al., 2002). Zur Prozessierung der HydragerinSynechocystis sind nachweislich
die hyp-Gene A1, B1, C, D, E, F) erforderlich (Hoffmann et al., 2006).

Nachdem das Metallzentrum komplett eingebaut istd wine C-terminale Peptidsequenz
nach Histidin oder Arginin des @x,H/R-Aminosaduremotivs durch eine spezifische
Endopeptidase abgespalten (Theodoratou et al.,; ZIWb). Es folgt eine Konformations-
anderung zum nativen Enzym. An dem Histidin odegifn ist ein Magnesium gebunden.
Es wird diskutiert, ob dieses Metall einen stal@hsnden Einfluss auf den C-Terminus des
Vorlaufer-Proteins wahrend der Assemblierung augimata et al., 2009). IRRalstonia
eutropha wurde ein zusatzliches Hyp-Protein, HypX, ideatdrt. Das Protein HypX hat eine
N10-Formyltetrahydrofolat-Bindedomane am N-TerminDsaher wurde angenommen, dass
es am Transfer von Cl-Komponenten wie CO und Chitemt (Rey et al., 1996).
Schlief3lich wurde gezeigt, dass HypX im aktiventdiem zusatzliche CNLiganden einfihrt
(Bleijlevens et al., 2004 a), die die l6sliche Hyglenase resistenter gegeniber Sauerstoff
machen (van der Linden et al., 2004).
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3.9 Redoxzustande der Standard [NiFe] Hydrogenasen

Obwohl die Kinetik der KHReaktion sehr schnell ist, konnten einige Redoénde des
aktiven Zentrums von [NiFe] Hydrogenasen ulber Ré&tlakionen stabilisiert und
anschlieBend mit verschiedenen spektroskopischehnilen analysiert werden (Fontecilla-
Camps et al., 2007; Lubitz et al., 2007; Ogata Igt 2009). Einen Uberblick tber die
wichtigsten Zustdnde gibt Abb. 3.5. Die Redoxpoi@ezder einzelnen Zustande liegen
relativ dicht beieinander, unabhéngig davon, olkaialytisch aktiv oder inaktiv sind. Diese
Tatsache resultiert vermutlich aus der Kombinatien verschiedenen Liganden der Metalle.
Thiole der Cysteine sind gute-Donoren, Cyanide gute-Donoren sowie relativ gute
T-Akzeptoren und Carbonyl ist ein sehr guteAkzeptor. Die spezielle Koordinierung kann
dazu dienen, den Eingang und Ausgang von Elektrameaktiven Zentrum zu erleichtern.
Da die Synthese von strukturellen Analoga des akt@entrums (biomimetische Komplexe)
bisher zu keinen vergleichbaren katalytisch akti$gezies fluhrte (Tard und Pickett, 2009),
ist davon auszugehen, dass die flexible Proteinbongg die Redoxibergange zusatzlich
stabilisiert (De Lacey et al., 2007).

In aerob isolierten Standard [NiFe] Hydrogenasagtee kristallographische Studien (Ogata
et al.,, 2005; Volbeda et al., 2005), dass ein Saokligand an Eisen und Nickel
verbrickend gebunden ist (Koordinationsstelle inbAB.4 mit X gekennzeichnet). Dabei
existieren zwei verschiedene Zustande, ein ,reddte’s mit einem Hydroxo-Ligand (van
Gastel et al., 2005; Volbeda et al., 2005) und,aimready state” mit einem zweiatomigen
Sauerstoff-Ligand, wahrscheinlich einem Hydropedof@®gata et al., 2005; Volbeda et al.,
2005). Der genaue Charakter des Liganden im ,unresate” wird kontrovers diskutiert
(Lubitz et al.,, 2007; Ogata et al., 2009). Krigsighaphische Studien zum ,unready state“
zeigten aul3erdem, dass am terminalen Cystein Ggis&4Modifikation vorliegt, die als eine
zusatzliche Sauerstoffspezies interpretiert wirdygfa et al., 2005). In beiden oxidierten
Formen ist das Enzym inaktiv, kann aber unter rexleaaden Bedingungen aktiviert werden.
Dabei wird der Sauerstoff-Ligand verdrangt, der HieBindung blockiert (Garcin et al.,
1999; Higuchi et al., 1999). Die Zustande untergitdresich in ihrer Aktivierungskinetik. Der
.JSeady state“, als NiB abgekurzt, wird innerhalb von Sekunden bis Memutreaktiviert,
wahrend der ,unready state“, NA, Stunden bendétigt (Fernandez et al., 1985; Kugdi al.,
2004; Fichtner et al., 2006; De Lacey et al., 20@fMe molekularen Ursachen fir den
Aktivierungsunterschied sind noch nicht vollstandjgklart. Angenommen wird, dass im
Zusammenhang mit dem Bruckenliganden eine zweig@rBiauerstoffspezies schwerer zu
entfernen ist. Durch Reduktion mit einem Elektrorerden die Zustande in ihre
entsprechenden reduzierten Formen,-3liund Nj-S umgewandelt. NS und Ni-S sind
ebenfalls katalytisch inaktiv und der verbriicken8auerstoff-Ligand verbleibt wahr-
scheinlich im aktiven Zentrum (Bleijlevens et 2004 b).
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Abb. 3.5: Schema der Redoxzustdnde des aktivenrufestvon Standard
[NiFe] Hydrogenasen. Die Oxidationszustinde vonkalicsind angegeben.
Paramagnetische Zustande sind mit einem Stern ge&mmnet. Die
katalytisch aktiven Zustande sind in dem gepunhktétasten dargestellt. Die
mittleren Redoxpotenziale der Ubergangs,)(Bind fir das Enzym von
D. vulgaris Miyazaki F bei pH = 8,0 angegeben (nach Lubitzalet 2007;

Ogata et al., 2009; Fontecilla-Camps et al., 2007).

Unter reduzierenden Bedingungen entsteht dannkdieed\i;-S Zustand. Bei diesem Schritt
wird ein terminales Cystein am Nickel protoniertc{fner et al., 2006). Versuche mit dem
kompetitiven Inhibitor CO zeigten, dass CO nur im-8l Zustand binden kann. Da die
Bindung nur mdglich ist, wenn kein verbriickendezk&onegativer Ligand vorhanden ist,
wird Sauerstoff wahrscheinlich wéhrend dieses Rédesgangs als Wasser entfernt
(De Lacey et al., 2002; Pandelia et al., 2010)-Nwird weiter reduziert zu NC. Im Ni;-C
Zustand ist ein verbriickendes Hydrid YE#wischen Nickel und Eisen vorhanden (Brecht et
al., 2003; Foerster et al., 2005). Ein letzter Elektron-Reduktionsschritt fihrt zum
vollstandig reduzierten NSR. In Abhéngigkeit vom pH-Wert existieren versdene
Formen von N{SR. Alle Redoxgleichgewichte sind pH-abhangig, die Ein-Elektronen-
Reduktionsschritte jeweils von Protonen begleitetden. Die Nickel-Eisen-Koordinations-
Geometrie verandert sich nur gering zwischen dadierten inaktiven und reduzierten
aktiven Form. Der Hauptunterschied liegt im Vorhamskin und im Charakter des Liganden
zwischen Nickel und Eisen. Im Zuge des Aktivieryrggesses muss die Sauerstoffspezie
entfernt werden. Nach der heterolytischen Spaltuog H, wird das Hydrid im aktiven
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Zentrum gebunden und das Proton ist wahrschei@licteiner entlegenen Stelle angeheftet
oder bereits aus dem aktiven Zentrum entfernt @elta-Camps et al., 2009).

Mittels Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie (EB&hnen die Zustande NB, Ni,-A
und Ni-C charakterisiert werden, da diese Uber ein uragégm Elektron am Nickel verfligen.
Sie zeigen typische ESR-Spektren fiir paramagnetistif* (Roberts und Lindahl, 1994).
Die g-Tensor-Werte liegen zwischen 2,33 und 2,Qdr. Alochromatium vinosum wurden
beispielsweise NiA (g = 2,32; 2,24; 2,01), NB (g = 2,32; 2,16; 2,01) und NC (g = 2,21;
2,15; 2,01) gemessen (De Lacey et al.,, 2007; Lubitzal., 2007). Die ,g und g-
Komponenten von NA und Ni-B sind sehr ahnlich, yg dagegen ist signifikant
unterschiedlich. Die \gAchse liegt in Richtung des verbriickenden Ligan@f@gata et al.,
2009). Die ubrigen Redoxzustande sind ESR inalda, diamagnetisches i vorliegt
(Davidson et al., 2000).

Alle Redoxzustande kénnen, unabhangig davon oliegepaartes Elektron vorliegt, mittels
Infrarotspektroskopie charakterisiert werden. Difdrot-Absorptionslage der CN- bzw. CO-
Streckschwingungen andert sich wahrend der Katalsfgrund von Variationen der
Elektronendichte des aktiven Zentrums oder dessemgdbung (Bagley et al., 1995;
De Lacey et al., 1997; 2007; Bleijlevens et alQ£20; Fichtner et al., 2006). Die Verlagerung
der Absorptionen wahrend der Redoxubergange isthlezh kleiner als in Komplexen mit
Fe?/Fe¥*-Ubergangen (Lai et al., 1998). Die Bindung desfssim aktiven Zentrum an die
typischen teAkzeptor-Liganden CN und CO bewirkt einen ,low spin® Zustand des
Metallions. Es verbleibt wahrend der gesamten Katalals diamagnetisches ‘EeDies
wurde ebenfalls mittels ESR-Spektroskopie bestdigile et al., 1997). Es wurden noch
einige andere Redoxzustande in [NiFe] Hydrogenasswrktiert, die nicht funktionsfahig
sind. Es handelt sich z. B. um CO-inhibierte, kottonierte und temperaturgestresste
Zusténde (De Lacey et al., 2007), auf die hiertniaiter eingegangen wird.

3.10 Mechanismen der O ,-Toleranz von [NiFe] Hydrogenasen

Einige wenige Beispiele von relativ ;@leranten [NiFe] Hydrogenasen sind bekannt.
Darunter fallen die periplasmatisch orientierte Nbeam-gebundene (Schneider und Schlegel,
1976) und die NAD reduzierende I6sliche Hydrogenase Ratstonia eutropha H16 (Schink
und Schlegel, 1979; Burgdorf et al., 2005 b), dieltdgenasen voAquifex aeolicus (Guiral

et al.,, 2005) sowie die Hydrogenase viaabrivivax gelatinosous (Maness und Weaver,
2001). Die genannten Enzyme scheinen allerdings iggenaktiv als @-sensitive
Hydrogenasen zu sein (Fontecilla-Camps et al., R@Eide weitere Gruppe von Enzymen ist
hochgradig @ resistent und gleichzeitig noch weniger aktiv.Hasmdelt sich hierbei um die
regulatorischen HSensor [NiFe] Hydrogenasen vdRalstonia eutropha (Bernhard et al.,
2001),Rhodobacter capsulatus (Elsen et al., 1996) uniradyrhizobium japonicum (Black et
al., 1994). Diese Enzyme regulieren auf Ebene danskription die energiegewinnenden
Hydrogenasen (Kleihues et al., 2000; Friedrich.e2805).
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Die bidirektionale, l6sliche NADreduzierende Hydrogenase vBalstonia eutropha gehort
zur Gruppe 3d und weist eine hohe Ahnlichkeit zu lnldirektionalen [NiFe] Hydrogenase
von Synechocystis auf. Neben HoxFUYH besitzt das Enzym zwei Hoxl éfainheiten
(Burgdorf et al., 2005 a). Spektroskopische Studiemiten darauf hin, dass das aktive
Zentrum zusatzlich zu der Standard-KoordinierungbldA 3.4) je einen weiteren
CN'-Liganden am Nickel und am Eisen gebunden hat. eDiggandierung schitzt das
katalytische Zentrum vor der Sauerstoffbindung wlagnit vor der Bildung der inaktiven
Niy,-A und Ni-B Zustande (Happe et al.,, 2000; van der Linderalgt2004; 2006). Die
anderen zwei Hydrogenasen v&alstonia eutropha besitzen eine Standard-Ligandierung
(Pierik et al., 1998; Vincent et al., 2005). Alldrei O-toleranten Hydrogenasen ist gemein,
dass sie keinen inaktiven NA Zustand und im Falle der regulatorischen und der
NAD*-reduzierenden Hydrogenase ebenfalls keirBNZustand besitzen (Pierik et al., 1998;
Happe et al., 2000). Als weiterer Mechanismus férathdhte Sauerstofftoleranz wurde flr
die regulatorische Hydrogenase gezeigt, dass er@as&andle den Zugang vorn, @um
aktiven Zentrum begrenzen, wahrend das kleineseMélekil bedingt passieren kann
(Buhrke et al., 2005 a). Diese Tatsache wurde dilicdie regulatorische und @esistente
Hydrogenase vorRhodobacter capsulatus festgestellt (Duché et al., 2005). Studien bei
Desulfovibrio fructosovorans ergaben, dass eine rdumliche Verengung des Gaskalfeihe
keine Auswirkung auf die £Sensitivitat hatte. Allerdings konnte durch demigken Einbau
von zwei Methionin-Aminosauren am Gaskanalende wmigseaktiven Zentrums eine deutlich
erhohte @-Toleranz erreicht werden (Dementin et al., 2008¢thionin besitzt eine hohe
Affinitat zur Bindung von Sauerstoffspezies (Pabu@hakrabarti., 2001). Die Aminoséaure
spielt eine Rolle gegen oxidativen Stress (Stadin2006). Die Membran-gebundene
Hydrogenase (MBH) voRalstonia eutropha weist dagegen ein einzigartiges Redoxverhalten
des proximalen [FeS] Clusters auf, das die Bilduog Ni,-A verhindern soll (Saggu et al.,
2009). AuBerdem ist eine von den Standard Hydraggmaabweichende Amino-
saurekonstellation in der Néhe des aktiven Zentreenantwortlich fir eine hohe Affinitat zu
H, (Ludwig et al., 2009). Zusammenfassend sind bisher verschiedene, sich teilweise
erganzende Strategien bekannt, um einer Inaktigeraurch @ zu entgehen: Die
Modifizierung des aktiven Zentrums durch zusataid®N-Liganden, eine Verengung des
Gaskanals der zum aktiven Zentrum fuhrt, der Egsfldes proximalen [FeS] Clusters und
eine hohe Affinitdt zum Substrat,llurch spezielle Aminoséauresignaturen nahe deseakti
Zentrums.
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3.11 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in das Forsuipreiel ein, die Moéglichkeit der Erzeugung

von Wasserstoff mit Hilfe der Photosynthese von royekterien zu untersuchen. Die

Effizienz der Wasserstoffproduktion von Mikroorgsmien ist bisher stark durch die Tatsache

beeintrachtigt, dass Hydrogenasen sensitiv geger@desrstoff sind.

Das Interesse dieser Arbeit liegt darin, die NAD(@Hkoppelte bidirektionale [NiFe]

Hydrogenase vorBynechocystis sp. PCC 6803 zu charakterisieren. Das Enzym kaen d

Elektronen zur KHProduktion direkt aus der Photosynthese bezieBenist unter aeroben

Bedingungen inaktiv, wird aber in Gegenwart von&sioff exprimiert und unter anaeroben

Bedingungen aulergewohnlich schnell reaktiviert. R@aktivierungsverhalten &hnelt das

Enzym von Synechocystis der ebenfalls sequenzahnlichen I6slichen NA&luzierenden

Hydrogenase vorRalstonia eutropha, die Q-tolerant ist. Es stellt sich die Frage, ob die

beiden Enzyme auch im Aufbau des aktiven Zentruregglgichbar sind. Besitzt die

Hydrogenase voynechocystis ebenfalls zusétzliche zweiatomige Liganden? Dreitsegut

charakterisierten Standard [NiFe] Hydrogenaserelasgch dagegen nur sehr langsam reakti-

vieren. Welche Unterschiede und Gemeinsamkeiteteles beziglich des aktiven Zentrums
und der Katalyse der Hydrogenase Bynechocystis im Vergleich zu diesen Enzymen?

Ziel der vorliegenden Arbeit ist insgesamt, erstghahit der Hydrogenase eines oxygenen

photosynthetischen Organismus eine Verbindung heiscdem Aufbau des aktiven

Zentrums, der Sauerstoffempfindlichkeit und derlkdischen Aktivitat herzustellen. Hierzu

dienen folgende Ansétze:

* Auf molekulargenetischer Ebene soll zunachst eineseExpressionssystem fur die
Hydrogenasegene (Struktur und Assemblierungsgeab)iext werden, das die Effizienz
der Wasserstoffproduktion ®/nechocystis durch Uberexpression des Enzyms steigert.

« Die Entwicklung einer Prozedur zur Isolierung d¥iHe] Hydrogenase vo8ynechocystis
ist die Grundlage fur die angestrebte Charaktetisg des Enzyms und daher der
wichtigste Schritt in dieser Arbeit.

» Mittels Fourier-Transformations-Infrarotspektrosl®p(FT-IR) und Elektronen-Spin-
Resonanz-Spektroskopie (ESR) soll dann das akevirdm der Hydrogenase untersucht
werden, um zum ersten Mal eine Vorstellung UberAdizahl der CO- und CNLiganden
am Eisen und uUber die verschiedenen Redoxzustaedealitiven Zentrums einer
cyanobakteriellen Hydrogenase zu erlangen.

* Um Informationen Uber die Kinetik der,fUmsetzung zu erhalten, soll die Hydrogenase
mittels Protein-Film-Elektrochemie untersucht werd®iese Methode ermdéglicht die
Messung der katalytischen Aktivitat von Redoxenzynider ein breites Spektrum an
elektrochemischen Potenzialen.

* Versuche zur Kristallisierung der Hydrogenase solidem langfristigen Ziel der
Strukturaufklarung des Enzyms dienen.
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4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien, Puffer und Nahrmedien

Chemikalien

In dieser Arbeit wurden Chemikalien mit dem Reitdgriad ,zur Analyse® bzw. ,reinst®,
soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Bighiamburg), Bio-Rad (Minchen),
Difco Laboratories (Detroit, USA), GE Healthcare{(iMhen), Merck (Darmstadt), Riedel-de
Haen (Seelze), Roche (Mannheim), Carl Roth (Karlsrul@®rva (Heidelberg) und Sigma-
Aldrich (Steinheim) bezogen. Fur molekularbioloiec Arbeiten wurden zuséatzlich
Chemikalien der Firmen Boehringer Ingelheim (Ingéth am Rhein), Eppendorf (Hamburg),
Invitrogen (Karlsruhe), MBI Fermentas (St. Leon-Rd®romega (Mannheim) und Qiagen
(Hilden) verwendet. Das Material fur die Affinitatwomatographie wurde von der Firma
IBA (Gottingen) bezogen. In dieser Arbeit verwemrdetleionisiertes Wasser wurde mit einer
Seradest-Anlage SD 2000 der Elga Labwater GmbHI€Celzeugt und im Folgenden als
H.O bezeichnet. Firmenbezeichnungen der verwendeegzét&sind an den entsprechenden
Stellen im Text benannt.

Puffer

ECL1: 2,6 UM Luminol, 400 uM p-Coumarsaure, 104 ifris (pH 8,5)

ECL2: 0,075 % (v/v) KO,, 100 mM Tris (pH 8,5)

Kpi-Puffer: Gemisch aus 100 mM KFO,und 100 mM KHPQO, (Der pH-Wert wird
durch das Mischungsverhéltnis eingestellt.)

Puffer M: 15 mM NaCHCOO, 15 mM MES, 15 mM HEPES, 15 mM TAPS,

15 mM CHES und 0,1 M NaCl
Nativ-Ladepuffer: 125 mM Tris (pH 8,3), 40 % (vM)ycerin, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau
5 x Probenpuffer: 50 % (v/v) Glycerin, 50 % (viM) x Puffer TBE, 0,2 mg/ml
Bromphenolblau
SDS-Ladepuffer: 10 % (w/v) SDS, 20 mM 1,4-Dithiitol, 20 % (w/v) Glycerin,
0,04 % (w/v) Bromphenolblau, 1200 mM Tris (pH 6,8)

Puffer E: Puffer W mit 2,5 mM Desthiobiotin

Puffer R: Puffer W mit 1 mM 2-(4-HydroxyphenylazBgnzoesaure (HABA)
Puffer T: 39 mM Glycin, 48 mM Tris, 0,0037 % (w/SPS, 20 % (v/v) Methanol
Puffer TBE : 890 mM Tris (pH 8,3), 890 mMsBIO3, 25 mM NaEDTA

Puffer TE: 10 mM Tris, 1 mM N&DTA (pH 8,0)

Puffer W: 100 mM Tris (pH 8,0), 150 mM NaCl

TBS: 20 mM Tris (pH 7,5), 0,5 mM NaCl

TTBS: TBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20
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N&hrmedien

LB-Medium: 1 % (w/v) NaCl, 1 % (w/v) Pepton, O/ (w/v) Hefeextrakt

BG-11-Medium: 17,6 mM NaN$§) 0,304 mM MgSQ@x 6 HO, 31,2 uM Zitronensaure,
2,79 uM NaEDTA, 46,3 uM HBO; 4,15 uM MnC} x 4 HO,
1,61 uM NaMoQ x 2 H0O, 188,7 uM NaCe@ 175,1 pM KHPQO,
0,77 uM ZnSQ@x 7 H,0O, 10 mM TES (pH 8,0), 22,8 uM FeM&itrat,
0,32 uM CuSQ@x 5 H,0, 5 uM NiC}h

Die Nahrmedien wurden vor Gebrauch 20 min autokldviFir die Herstellung von

Agarplatten wurde vor dem Autoklavieren 15 g Baétgar/l Medium zugegeben. Nach

Abkuhlen auf mind. 50 °C erfolgte gegebenenfalisgligabe von Antibiotika.

4.2 Mikrobiologische und physiologische Methoden

4.2.1 Zellanzucht

Synechocystis sp. PCC 6803 Wildtyp wurde mit BG-11-Medium in 250 Rohren (Kniese-
Apparatur, Marburg) oder ihO Liter-Behaltern unter kontinuierlicher Begasumiy Luft bei
50 - 150 pHE i s und 28 °C kultiviert. Kleine Anséatze wurden in B0 Erlenmeyerkolben
bei 100 rpm (Kreisschuttler 3020, GFL-Gesellschiift Labortechnik, Burgwedel) mit
50 LE n¥ s* und bei 28 °C inkubiertSynechocystis Mutanten wurden in BG-11-Medium
angezogen, dem das mutantenspezifische Antibiotikemgesetzt wurde (25 pg/mi
Chloramphenicol, 5 pg/ml Gentamycin, 50 pg/ml Kageim). Die Kultivierung von
Escherichia coli (E. coli) Mutanten erfolgte in LB-Medium bei 37 °C mit emtschender
Zugabe von Antibiotika (25 pg/ml Chloramphenicol) jig/ml Gentamycin, 50 pg/ml
Kanamycin). FlUssigkulturen wurden bei 180 rpm inch@&telinkubator 4400 (Innova
Incubator Shaker, New Brunswick Scientific, NUrtmy angezogen.

4.2.2 Reinheitskontrolle, Bestimmung der optischen Dichte

Die Reinheit der Bakterienkulturen wurde durch \Wezelungen auf Agarplatten mit
makroskopischer und mikroskopischer Kontrolle (M#kop 473011-9901, Zeiss West
Germany, Oberkochen) gewéhrleistet. Die Bestimmdag Zelldichte in Flussigkulturen
erfolgte im UV-2501 PC Photometer (Shimadzu, Kyatapan) bei 600 nnE( coli) bzw.
730 nm Bynechocystis). Als Leerwert diente das entsprechende sterileivie. Proben, die
eine groRere OD als 0,3 aufwiesen, wurden zur éenddessung verdinnt.

4.2.3 Chlorophyllbestimmung

Fur die Chlorophyllbestimmung wurde 1 ml Bakteriellsr mit einer ORzp <0,5 bei
15700 x g fur 10 min zentrifugiert (Zentrifuge 5443 ppendorf, Hamburg). Die Extraktion
des Chlorophylls aus dem Zellpellet erfolgte duZciyabe von 1 ml Methanol bei 4 °C lber
Nacht. Nach erneuter 10 min Zentrifugation bei 1530 g wurde die Extinktion des
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Uberstands im Photometer UV-2501 PC (Shimadzu, &y@dpan) bei 665, 665,5, 666, 666,5
und 750 nm gegen die Referenz Methanol gemessendéimGehalt an Chlorophyll zu
bestimmen, subtrahiert man den Streuungsfakto7@inm von der hochsten gemessenen
Extinktion. Man erhalt so die Absorptio®)( Der molare Absorptionskoeffizient betragt
£=0,0809 (Lichtenthaler, 1987). Die Konzentratim Chlorophyll wird Uber das Lambert-
Beer'sche Gesetz berechnet (Kapitel 4.5.1). Deor©phyllgehalt diente als Bezugswert fir
diein vivo Aktivitatsbestimmung der Hydrogenase.

4.2.4 Stammhaltung

Fiur die Stammhaltung wurden dsgnechocystis Mutanten auf BG-11 Agarplatten bei 28 °C
gehalten und ca. alle vier Wochen Uberimfftcoli Klone wurden auf LB-Agarplatten bei
4 °C gelagert und ca. alle zwei Monate Uberimpfi38&rdem wurden von allen wichtigen
Synechocystis und E. coli MutantenGefrierkulturen bei -80 °C angelegt. Fiur diesen &kwe
wurden in sterilen Reaktionsgefal3en 500 ul einischir gewachsenen Kultur mit 250 pl
80 % (v/v) Glycerin versetzt und in flissigem Ssittkf schockgefroren.

4.3 Molekularbiologische Methoden

Alle hitzestabilen Gerate, Materialien und Losungemden zur Inaktivierung von Nukleasen
autoklaviert (20 - 30 min bei 120 °C). Hitzelabilésungen wurden als Losung sterilfiltriert
(0,2 um Filter, Sarstedt, Numbrecht).

4.3.1 Plasmide und Stamme
Die zur Klonierung verwendeten Plasmide @aoli Stdmme sind in Tab. 4.1 aufgelistet.

Tab. 4.1: In dieser Arbeit verwendete Plasmide Bnmbli Stamme

Plasmide/Stamme Beschreibung Referenz/Hersteller

pBlueGM Quelle der G Wohlleben et al., 1989

PCR 2.1 TOPO |acZa pUG,; Amp® KmR M13-Bindestellen, Klonier- Invitrogen, Karlsruhe
und Sequenziervektor

PCR XL TOPO P, lacZa ccdB pUG,; Km® Zed® M13-Bindestellen, Invitrogen, Karlsruhe
Klonier- und Sequenziervektor

pET22 Expressionsvektdt. coli mit pelB His(6)-tag TTac Novagen, Madison
Ampt
pPET26 Expressionsvektd. coli mit pelB T7lac Km® Novagen, Madison
DH2 Synechocystis Expressionsvektor mjgsbAll-Promotor Hoffmann et al., 2006
p yst p f
und Cn¥aus pKS-CAT Vektor Kunert et al., 2000
pHoxW pGEM-T Vektor, dehoxW enthalt Hoffmann et al., 2006

DH5a (E. coli) F ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169recAlendAl Invitrogen, Karlsruhe
hsdR17(k’, m:") phoA supE44thi-1 gyrA96 relAl A’

Top10 E. coli) F mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC) p80lacZAM15 Invitrogen, Karlsruhe
AlacX74recAl araD139A(ara-leu) 7697galU galK
rpsL (Str) endAl nupG A~

FTD164 €. coli) Hydrogenasefreier Stamm des NREL, National NREL, Golden, USA
Renewable Energy Laboratory




Material und Methoden 24

4.3.2 Isolierung genomischer DNA

Zur Isolierung genomischer DNA a@gnechocystis sp. PCC 6803 odéfostoc sp. PCC 7120
wurden Zellen direkt von einer Agarplatte abgenommad in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3
Uberfuhrt. Der Zellaufbruch erfolgte in 100 pl RufE mit 2 pl 10 % (w/v) SDS und 100 ml
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1 (v/iviinter Verwendung von sterilen Glas-
perlen (J = 0,17 - 0,18 mm). Dabei wurde der Ansatz 3 x g@mischt und anschliel3end bei
10620 x g zentrifugiert (Kuhlzentrifuge 5804R, Epgerf, Hamburg). Der wassrige
nukleinsaurehaltige Uberstand wurde abgenommen,denit vierfachen Volumen Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt, gechisund 5 min erneut bei 4 °C und
10620 x g zentrifugiert. Es bildeten sich drei $bten. Die obere nukleinsdurehaltige Phase
wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefa3 erneut mit nBREhloroform-Isoamylalkohol
(25:24:1) versetzt und zentrifugiert. Dieser Vorgamurde so lange wiederholt, bis keine
weilde Interphase (denaturierte Proteine) mehr vaida war. Zur Fallung der DNA wurde
die obere nukleinsdurehaltige Phase abgenommemir@l Volumen 3 M Natriumacetat-
Losung (pH 4,8) sowie 2,5-fachen Volumen 100%igetimaBol (-20 °C) versetzt. Nach 2 h
Inkubation bei -20 °C erfolgte eine 15 min Zentgd@tion bei -9 °C und 17950 x ¢
(Kuhlzentrifuge 5804R, Eppendorf, Hamburg). Die lgtedrten Nukleinsduren wurden
zweimal mit 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen und %0 nbei 15700 x g und
Raumtemperatur zentrifugiert (Zentrifuge 5415D, &mgorf, Hamburg). Nach der letzten
Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und@IMA in Puffer TE liber Nacht bei 4 °C
gelost.

4.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerasencheaction) dient der Amplifizierung
von Nukleinsaureabschnitten. Voraussetzung fir Miethode ist die Bildung kurzer
doppelstrangiger DNA-Stticke mit freien 3"-OH-Endkmch die Hybridisierung (Annealing)
von kurzen Oligonukleotiden (Primern) an denatteiddNA-Strange. Im néchsten Schritt
verlangert eine Polymerase das doppelstrangige BN@ment (Elongation). Nach erneuter
Denaturierung kdénnen neue Primer an die einzelgiggnDNA binden und der Prozess
wiederholt sich. Die PCR fuhrt so zu einer expoigdien Amplifizierung des DNA-
Abschnitts.

Primersequenzen fir PCR-Ansatze, die in dieseriddoechgefihrt wurden, sind in Tab. 4.2
dargestellt. Die Primer wurden von der Firma Sight@rich (Steinheim) hergestellt.
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Tab. 4.2: In dieser Arbeit verwendete Oligonukldet{Primer)

Name Sequenz 5 -3

Ana-hypl CATATGGCGACTGAGGAAATTCG
Ana-hyp2 TAGCTAGTCGACGATTAAGGAAAAACTGGTAC

E-inl GGTTCGTGCCTTCATCCGTCGACTGATTGGGAGAGCCTAAACC

E-outl TCTGAGCGATGAACTGAGAAAC

E-in2 TACCGCCACCTAACAATTCGGTACCAGGATTTTCATATGACCGTGCCAC
E-out2 AACTGTTACTTAACCAAGGTTG

Gm-1 GTCGACGGATGAAGGCACGAACC

Gm-2 GTCGACGAATTGTTAGGTGGCG

HoxF-in1 GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTAGCGACTTTGAGTAATTCTIATA
HoxF-outl CTTTTTAGAAGGGGAAGCTA

HoxF-in2 GAGCCACCCGCAGTTCGAGAAATAGTTCGGATCCTTATCCATCAGTTA
HoxF-out2 CAGTGGCTTGGATAAATTCT

HoxH-Sal AGAGCCAGGAAGTCGACTGTTTAATCCCGCTGGATGGA

N-HoxE-28 TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGA
HoxXHpested AAAACATAAGGCTATGGAAACCCGACAG

N-HOXEnestea# CTGAGCGATGAACTGAGAAACAAACGAGACA

Standard-PCR
Die Bedingungen und das Temperaturprogramm derd&tdrfPCR sind im Folgenden
aufgefuhrt. Die Menge an eingesetztem Templateertgizwischen 2 ng - 100 ng DNA.

Ansatze fir Standard-PCR niiag-Polymerase:
5,00 pul 10 x Puffer mit 500 mM KCI (Fermentas, St. LeonRot
3,00 ul MgCl; (25 mM)
4,00 ul dNTPs (2,5 mM)
5,00 ul Primer forward (5 pmol/ul)
5,00 ul  Primer reverse (5 pmol/ul)
3,00 ul DNA (x ng/ul)
0,50 pl Tag-Polymerase (5 U/ul)
ad 50,00 ul HO

Da die Tag-Polymerase keine 3' - 5' Exonuklease AktivitAb@freading) besitzt, aber eine
hohe Prozessivitat in 5' - 3' und dréu-Polymerase gegenteilige Eigenschaften aufweist,
wurde fir die Amplifizierung von langen DNA-Fragnten (>3 kb) ein Gemisch aus beiden
Enzymen verwendet. Zu einem Standard-PCR-Ansatdewut,25 UnifTag-Polymerase und
0,125 Unit Pfu-Polymerase gegeben. Die 50 pl PCR-Ansatze wurde20D0 pl PCR-
ReaktionsgefalRen (Sarstedt, Numbrecht) im ThermecyDNA-Engine-PTC-200, Bio-Rad,
Minchen) dem Temperatur-Programm aus Tabelle 4&zogen. Die gewéhlte Annealing-
Temperatur richtet sich nach der Lange und Besehhéit der Primer. Ublicherweise wahit
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man eine Temperatur, die 3 °C unter dem errechr@blimelzpunkt der Primer liegt. Die
Elongationszeit (x) hédngt von der Lange des DNAgRrants und der Prozessivitat der
verwendeten Polymerase ab. Um VerunreinigungerP@dR-Reaktionen durch verschleppte
DNA zu vermeiden, wurden die verwendeten Reageniriekieinen Aliquots aufbewahrt.

AulRerdem wurde zur Kontrolle auf kontaminierendeslrigen ein Negativ-Ansatz ohne
Template-Zugabe durchgefuhrt.

Tab. 4.3: Temperaturprogramm fur Standard-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
1. Denaturierung 95 0,5
2. Denaturierung 95 1
3. Annealing 50 - 60 1
4. Elongation 72 X
5. 30 - 40 Wiederholungen der Schritte 2 - 4
6. abschlielende Elongation 72 10

*Rate = 1 °Cls

Fusions-PCR

Im Zuge der Uberexpression der Hydrogenase Symechocystis in E. coli (Kapitel 4.3.11)
wurde ein Konstrukt mit einem fusionierten Streg-{d) am C-Terminus von HoxF im
Synechocystis hox-Operon erstellt. Fur diesen Zweck wurde zunéchse éusions-PCR
durchgefuhrt (verdndert nach Shevchuk et al., 208&ch der Amplifizierung von zwel
einzelnen PCR-Produkten (2,5 kb und 4,4 kb) mitEemerpaaren (N-HoXfsied/ HOXF-in1)
und (HoxF-in2 /HoxHesied erfolgte deren Fusion. Die Primer HoxF-inl undxHeén2
enthalten jeweils Sequenzteile des Strep-tag (iljhmen 5" Enden. In einem Bereich von
16 Basenpaaren Uberlappen sie miteinander (Abh. 4.1

| 42I'II‘D | 42IBD | 42IQD | 43IDD | 43IlD | 43|20 | 43|30 | 43I4D | 43ISD
* Transzlate P Consensus TCAGAALAGTTAACTGAGTEATARTATTIC FAACTALLLctogaactycyggtygotccagetage GACTTTGAGTALTTCTTCATATTC
hoxoperon(1»6495) < | TCAGAALLGTTAACTGAGTGGATARTATTCCGAACTA- ————————————————————m oo GACTTTGAGTAATTCTTCATATTC
hoxfing (1-49) — I TAACTGAGTGEATALGGATCCGAACTATTTCTCRAAC TGO GGETGECTE Y
hoxfinl (1x45) - | GAACTECGEGTEGCTC CAGCTAGC CACTTTGAGTAATTCTTCATAY
Strep-tag (Il)

Abb. 4.1: Sequenzausschnitt der Insertion des $agfll) in dashox-Operon vonSynechocystis sp.
PCC 6803. Darstellung der Uberlappung der Primesezen HoxF-inl und HoxF-in2 mit dem
hox-Operon. Die Primer enthalten jeweils einen Teil Sieep-tag (Il)-Sequenz.

Die beiden einzelnen PCR-Produkte hybridisierten dieser komplementaren Doméne
wahrend der Fusions-PCR und wurden mittels DNA-Relasen verlangert. Es wurde ein
Gemisch aus 1,25 Unitag-Polymerase und 0,125 UnRfu-Polymerase verwendet. Die
Fusions-PCR wurde mit dem in Tab. 4.4 dargestelltemperaturprogramm durchgefuhrt.
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Zur Fusion wurden insgesamt nicht weniger als 7Q(DNA verwendet, wobei die PCR-
Produkte in aquimolaren Mengen eingesetzt wurden.

Tab. 4.4: Temperaturprogramm fir Fusions-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]

1. Denaturierung 92 1

2. Denaturierung 92 0,5

3. Hybridisierung der PCR-Produkte 52 - 62 (Gradient) 1

4. Elongation 68 21

5. 13 Wiederholungen der Schritte 2 - 4

6. abschlieRende Elongation 68 21
*R=1°Cls

Reamplifizierung (Nested-PCR)

Das Fusionsprodukt wurde aus einem AgarosegellegttgKapitel 4.3.5) und als Template-

DNA (10 ng) in einer Reamplifizierung verwendet.r iese Reaktion wurde der Standard-
PCR-Ansatz fur die Amplifizierung von langen DNAagmenten, unter Verwendung einer
Mischung aus dePfu-Polymerase und défrag-Polymerase, durchgefiihrt. Die verwendeten
Primer N-HoxE-28 und HoxH-Sal sind Nested Primae l&gen ca. 100 bp innerhalb des
Fusionsprodukts. Nested-Primer werden bendtigtdata 7,2 kb Amplifikat aus der Fusion

unvollstandig, also kirzer sein kann und damit@iiginalprimer nicht zu einer erfolgreichen

Reamplifizierung fuhren wirden.

4.3.4 Agarosegelelektrophorese

In einer Agarose-Matrix bewegen sich DNA-Molekillen ielektrischen Feld mit einer
Geschwindigkeit, die umgekehrt proportional zum &aignmus ihrer Grol3e ist. AulRerdem
hangt die Wanderung der DNA-Stiicke von der angefe§pannung, den Pufferbedingungen
sowie der Agarosekonzentration ab. Die DNA-Konzaidn und -GroRe wurde visuell
anhand der Intensitat und Lage der Banden im Agaelsabgeschatzt. Zur Kalibrierung der
Laufstrecke und der Konzentration diente der Lasggardard, Lambda DNA/Hindlll Marker
(MBI Fermentas, St. Leon-Rot). Die Agarose wurdébhangigkeit der zu untersuchenden
Fragmentgrol3en, in der Regel 0,8 % (w/v) in PUffBE angesetzt, welcher gleichzeitig als
Elektrophoresepuffer in der Gelkammer (Biozym, He&3klendorf) diente. Zu dem Puffer
wurden 0,0001 % (w/v) Ethidiumbromid oder 0,0012 /mmg Kristallviolett gegeben.
DNA-Proben wurden mit 1/5 Volumen 5 x Probenpuffersetzt. Die Elektrophorese erfolgte
bei einer Spannung von 5 V/cm Laufstrecke (Hight&ge Power Pack P30 Spannungs-
quelle, Biometra, Goéttingen). Zur Detektion der DI®anden wurden die Gele mit einem
UV-Transilluminator (TF 20 M Vilber Lourmat, Torcyrankreich) bestrahlt und mit einer
Videodokumentationsanlage (Alpha Imager 2200, BiwzMess. Oldendorf) ausgewertet.
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4.3.5 Gelextraktion

Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen erfolgtéeur’Verwendung des High Pure PCR
Product Purification Kits (Roche, Mannheim) nachrdtiellerangaben. Bei Fragmenten, die
eine Grol3e von 3 kb Uberschritten, wurde die DNAlén Regel mit Kristallviolett anstelle
von Ethidiumbromid im Agarosegel sichtbar gemachtl @nschlieRend entsprechend der
Angaben des TOPO XL PCR Cloning Kits (Invitrogergrisruhe) extrahiert. Zur Elution der
DNA von den verwendeten Séulen wurde anstelle tl@goBspuffers HO verwendet.

4.3.6 Enzymatische DNA-Modifikationen

Restriktion von DNA

Zur sequenzspezifischen Spaltung von doppelstrandddNA wurden verschiedene Typ I

Restriktionsendonukleasen (MBI Fermentas, St. LRot)- nach Angaben des Herstellers
eingesetzt. Eine Unit eines Restriktionsenzyms wuid die Spaltung von 1 ug DNA in

mindestens 10 pl Gesamtvolumen verwendet.

Dephosphorylierung

Zur Vermeidung von Religationen geschnittener Vestowahrend der Ligation mit DNA-
Fragmenten wurden die 5°-Phosphat-Gruppen der DN#yRente mit Hilfe der Shrimp
Alkaline Phosphatase (MBI Fermentas, St. Leon-Bethald Herstellerangaben abgespalten.
Dabei wurde 0,1 Unit des Enzyms pro picomol DNA eggpen und dieser Ansatz 1 h bei
37 °C inkubiert. Das Enzym wurde durch Hitze inaltit (15 min bei 65 °C).

Konstruktion von glatten (blunt end) DNA-Fragmenten

Fur die Ligation von DNA-Fragmenten, die mit untdriedlichen Endonukleasen geschnitten
worden sind, wurden die Uberhangenden 5°-DNA-Enchéttels Klenow Fragment (MBI
Fermentas, St. Leon-Rot) aufgefillt. Bei dem Klerfenagment handelt es sich um die gro3e
Untereinheit der DNA-Polymerase | aets coli. Das Enzym besitzt 5° - 3 Polymerase-
aktivitat und 3° - 5° Exonukleaseaktivitat. Geméae8rstellerangaben wurde 1 pg DNA mit
1 Unit Klenow-Polymerase und 0,125 mM dNTPs 10 ben37 °C in entsprechendem Puffer
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hitze gesto{dt min bei 75 °C).

Adenylierung

Blunt end DNA-Fragmente aus PCR-Anséatzen, die mitRfu-Polymerase (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot) synthetisiert wurden, mussten vor dagation mit TOPO-Vektoren
polyadenyliert werden. Zu diesem Zweck wurde nadr @CR die Pfu-Polymerase
inaktiviert, um deren 3" - 5 Exonuklease Aktivirit zerstéren. Fur die Adenylierung wurde
der PCR-Ansatz anschlieRend mit 1,25 Urag-Polymerase, 3 pl dNTPs (2,5 mM) versetzt
und 15 min bei 72 °C inkubiert.
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4.3.7 Ligation

Die Ligation von PCR-Produkten mit einer Grof3e \ms zu 3 kb in den pCR2.1-TOPO
Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) erfolgte unter Vemdeing des TOPO TA Cloning Kits
entsprechend der Herstellerangaben (viertel Angatzér die Klonierung von PCR-
Produkten, groR3er als 3 kb, wurde entwederpfi® XL TOPOVektor des TOPO XL PCR
Cloning Kits (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstedlegaben verwendet oder der pCR2.1-
TOPO Vektor mit abweichenden Bedingungen gewah#. dbweichenden Bedingungen fir
die Klonierung grol3er Inserts waren wie folgt: Daslekulare Verhéaltnis von Insert:Vektor
betrug 1:1. Der Reaktionsansatz wurde durch ZugameHO und 3,7 pl MgGl auf ein
Volumen von 20 ul erhoht und die Inkubationszeitrareu auf 24 h bei Raumtemperatur
verlangert.

Fur die Ligation von DNA in de®ynechocystis Expressionsvektor pDH2 wurde die DNA im
molekularen Verhéltnis von 1:1 oder 1:3 zum VeK&fr oder 100 ng] unter Zugabe von 0,1
Volumen 10 x Ligations-Puffer und 1 pl T4 LigaseUWful) (MBI Fermentas, St. Leon Rot)
in einem Gesamtvolumen von 10 oder 20 pul gegebend®8r Ligation von glatten DNA-
Fragmenten wurde der Reaktion 10 % (v/v) Polyetigligcol (PEG) zugefuhrt. Die Ligation
erfolgte im Thermocycler (MJ Research PTC-150 Migcler, Watson, USA). Die Ansatze
wurden zunachst 30 s bei 10 °C inkubiert. Es folgtge Erhdéhung der Temperatur von
0,13 °C/s auf 20 °C. Nach 30 s bei 30 °C wurde Demperatur auf -20 °C gesenkt
(0,13 °C/Sek). Der gesamte Zyklus wurde 160-matidaufen, bevor die Ligase 20 min bei
65 °C inaktiviert wurde.

4.3.8 Plasmidpraparation

Plasmide aug&. coli wurden mit Hilfe des NucleoSpin Plasmid Kit (MacéyeNagel, Diren,
Deutschland) entsprechend den HerstellerangabdierisZur Elution der DNA von den
verwendeten Saulen wurde anstelle des Elutiongpsuffg verwendet.

4.3.9 Herstellung kompetenter Zellen

100 ml LB-Medium wurden mit einer UbernachtkultwmvDH50 E. coli Zellen (Invitrogen,
Karlsruhe) oder FTD164£. coli Zellen (NREL, National Renewable Energy Laboratory
Golden, USA) angeimpft und bei 37 °C, 180 rpm imhi@telinkubator (4400 Innova
Incubator Shaker, New Brunswick Scientific, Nur@my bis zu einer Oy von 0,6
angezogen. Um das Wachstum der Zellen zu stoppsamdewdie Kultur anschlieend 45 min
auf Eis geschittelt und in zweimal 50 ml geteilt.fElgte eine Zentrifugation von 10 min bei
4 °C und 3210 x g. Die erhaltenen Pellets wurdercldZugabe von 0,1 molarer Mggl
Losung resuspendiert und anschlieBend 30 min asf dgschittelt. Nach erneuter
Zentrifugation von 5 min bei 4 °C und 3210 x g waiahs Pellet in 1,44 ml 100%igem (v/v)
Glycerin und 8,66 ml kalter 0,1 M Cagllésung resuspendiert, aliquotiert und in flissigem
Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der kompetardellen erfolgte bei -80 °C.
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4.3.10 Transformation

Transformation von E. coli

Die Transformation von Plasmid-DNA erfolgte in TAP Zellen (Invitrogen, Karlsruhe)
nach Herstellerangaben (halbe Ansatze) oder in ktenpe DH& E. coli Zellen (Invitrogen,
Karlsruhe) sowie kompetente FTD1&4 coli Zellen (NREL, National Renewable Energy
Laboratory, Golden, USA) nach folgendem Protok®)§ - 50 ng Plasmid-DNA wurden mit
200 pl kompetenten Zellen versetzt und 30 min asfiikubiert. Nach einem Hitzeschock
bei 42 °C fur 45 s wurden die Zellen fir 2 min erauf Eis gesetzt. Es folgte die sterile
Zugabe von 900 ul LB-Medium. AnschlieRend wurdes Ainsatze 1 h bei 37 °C auf einem
Schuttelinkubator bei 180 rpm geschiuttelt. Danatbigte das Ausplattieren von 300 pl der
Suspension auf LB-Platten mit entsprechendem Asttkhim und eine Inkubation tGber Nacht
im Warmeschrank (Heraeus, Hanau) bei 37 °C.

Transformation von Synechocystis sp. PCC 6803

Synechocystis ist unter physiologischen Bedingungen spontan nlLage, durch homologe
Rekombination, fremde DNA in das eigene Genom ztegmeren (Grigorieva und
Shestakow, 1982; Williams, 1988). Wahrend der erptiellen Wachstumsphase ist die
Effizienz der Transformation etwa doppelt so haohMergleich zu anderen Phasen (Zang et
al.,, 2007). Aus diesem Grund wurden Zellen in dresgustand verwendet. 250 ml
Kulturréhren wurden aus einer Vorkultur auf eine @Dvon 0,03 angeimpft. Nach drei
Tagen wurde diese Kultur als Inokulum fur einenere@50 ml Ansatz mit einer Q) von
0,15 verwendet. Nach 24 h wurden 125 ml des Ansateatrifugiert (10 min bei 3200 x Q)
und das Zellpellet in 300 pl BG-11-Medium resusperidNach Zugabe von 6 - 18 ug DNA
erfolgte eine vierstindige Inkubation im Dunkeln 8@ °C. Die Suspension wurde jede halbe
Stunde kurz geschwenkt. 90 pl der Probe wurden daminh BG-11-Agarplatten mit
autoklavierten Nitrocellulosefiltern ausplattieach zweitagiger Inkubation bei 28 °C und
50 pE n¥ s* wurden die Filter auf BG-11-Platten mit entsprewten Antibiotika umgebettet.
Es bildeten sich Einzelkolonien, die auf PlatteneFilter Gbertragen wurde8ynechocystis
besitzt ca. 12 Kopien seines Genoms in einer Aebdarre et al., 1989). Zur Segregation
wurden die Einzelkolonien sechs- bis achtmal nesplattiert und der Grad der Segregation
mittels PCR Uberprift.
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4.3.11 Uberexpressionin E. coli

Zur Uberexpression der cyanobakteriellen [NiFe] kdggnase inE. coli wurde das
pET-System (Novagen, Madison, USA) verwendet. Dediesem System verwendete starke
T7-Promotor ermdglicht eine hohe Uberexpression Zefproteins mit bis zu 50 % der
Gesamtproteinmenge (Herstellerangabe).

Dashyp-Operon audNostoc sp. PCC 7120 wurde mit den Primern Ana-hypl und-Ayp2,
die die Schnittstellehdel und Sall aufweisen, amplifiziert und in den pCR2.1 TOPKide
(Invitrogen, Karlsruhe) kloniert. Dalsyp-Fragment konnte Uber den Verdau mdel und
Sall anschlieRend in den Expressionsvektor pET22 (§ema Madison, USA) kloniert
werden.

Das hoxW-Gen, welches vermutlich fir die Hydrogenase spgtie Endopeptidase kodiert,
wurde mittelsNdel und BamHI aus dem pHoxW Vektor (Hoffmann et al., 2006) desiten
und in den pET26 Vektor (Novagen, Madison, USAidot.

Die Ligation deshox-Operons auSynechocystis sp. PCC 6803 mit fusioniertem Strep-tag (Il)
(Kapitel 4.3.3) erfolgte Uber die Schnittsteldépal und Sall in den pET26 Vektor. AuRerdem
wurde die urspringlich im Vektor vorhandene Kanamytassette gegen eine Gentamycin-
Kassette ausgetauscht, weil der pET26 Vektor mihakaycin Resistenz bereits fir das
Uberexpressionskonstrukt vimoxW genutzt worden war. Uber einen Restriktionsverdéu m
Dralll und Clal wurde die Kanamycin-Kassette aus dem Vektor emtfeDie Enden des
geschnittenen Vektors wurden mit dem Klenow-Fragngayglattet. Anschlie3end erfolgte
eine blunt-end-Klonierung mit einer Gentamycin-Kadts aus dem Vektor pBlueGM
(Wohlleben et al., 1989). Diese war zuvor mit denzyn Sall aus dem Vektor geschnitten
und mit dem Klenow-Fragment inkubiert worden.

Zur Uberprufung der Klonierung wurden alle pET-Kookte in DH%-Zellen (Invitrogen,
Karlsruhe) transformiert und sequenziert. Es folgeeheinander die Transformation der
pET-Konstrukte in FTD164. coli Zellen (NREL, National Renewable Energy Laboratory
Golden, USA), die zwischen den einzelnen Transfaonan kompetent gemacht wurden.
FTD164 Zellen sind frei von Hydrogenasen. Die Ardwter FTD164 Mutanten erfolgte Uber
Nacht in 3 ml LB-Medium mit entsprechenden Antiikat (37 °C, 180 rpm). Die Kulturen
wurden am folgenden Tag als Inokulum fur 50 ml LEBdWum (mit entsprechenden
Antibiotika und 500 uM NiG)) verwendet. Bei 37 °C und 180 rpm wuchsen dieefellis zu
einer OB von 0,5. Dann erfolgte die Induktion durch Zugaba 0,5 mM IPTG. Nach O, 1,
3 und 18 h wurden Zellproben entnommen und anatysie

4.3.12 Sequenzierung

Zur Uberprifung aller Klonierungen in dieser Arbeifolgte die Plasmid-Sequenzierung an
einem Plattensequenzierer mit 96 KapillarenkopBBDNA Analyzer, Applied Biosystems
Foster City, USA) nichtradioaktiv entsprechend dzips der Kettenabbruch-Methode
nach Sanger et al. (1977) durch das Institut fimig&¢he Molekularbiologie (IKMB) in Kiel.
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4.4 Biochemische Methoden

4.4.1 Zellaufbruch

Glasperlen

Zur Praparation von Gesamtmembranen und cytoselsEltrakten wurden 250 ml Kulturen
von Synechocystis Wildtyp und Mutanten 10 min bei 20 °C und 3200 xzentrifugiert
(Centrikon T-124, Kontron Instruments, Watford, UKDie Zellpellets wurden in 2 ml
Puffer W resuspendiert, in ein 2 ml ReaktionsgeafB@&rfuhrt und erneut zentrifugiert (2 min
bei 15700 x g, Zentrifuge 5414, Eppendorf, Hamhukgch Aufnahme der Pellets in 450 pl
Puffer W wurden so viele Glasperlef] (= 0,17 - 0,18 mm) dazugegeben, bis die
Zellsuspensionen noch ca. 2 mm uber den Glaspstéd. Anschlieend wurde 3 x 2 min
und 1 x 1 min geschuttelt. Zwischendurch wurdenRfigben jeweils 1 min auf Eis gekuhlt.
Es folgte eine Zentrifugation bei 4 °C und 876 Zgntrifuge 5804R, Eppendorf, Hamburg),
um die Glasperlen zu sedimentieren. Die Uberstamdeden in ein neues 2 ml
Reaktionsgefald pipettiert und 15 min bei 4 °C zkmiert (2000 x g). Durch diesen Schritt
wurden die zellfreien cytosolischen Proteine (Utzard) von der Membranfraktion (Pellet)
getrennt. Die Membranfraktion konnte in Puffer Wsuspendiert werden. Sowohl die
cytosolischen Proteine als auch die Membranfrakivonden, falls erforderlich, in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

French-Press

Fur die Isolierung der [NiFe] Hydrogenase erfolglee Anzucht der entsprechenden
Synechocystis Mutante im 10 Liter-Mal3stab. Zur Zellernte wurdele Kulturen in

1 Liter-Zentrifugenbehaltern 20 min bei 20 °C ur@D6 x g zentrifugiert (Avanti J-26 XP
Zentrifuge, Beckman Coulter, Krefeld). Nach Waschew Resuspendieren der Pellets in
Puffer W wurden die Zellen mittels dreimaliger Rags durch eine gekihlte French-Press
Zelle (SLM-Aminco, USA) bei 20000 psi aufgebroch@®ie Uberprifung der Qualitat des
Zellaufbruchs erfolgte exemplarisch im Mikroskop iKkbskop 473011-9901, Zeiss West
Germany, Oberkochen). Um den zellfreien cytosobscBxtrakt zu erhalten, wurde anschlie-
Rend bei 45000 x g und 4 °C fur 1 h zentrifugi€@ptfma L-90K Ultrazentrifuge, Beckman
Coulter, Krefeld). Nach Aliquotieren und Einfriereles Uberstands in fliissigem Stickstoff
wurde der Extrakt bei -80 °C gelagert. Das Membe#iep konnte nach Resuspendieren mit
Puffer W ebenfalls in flissigem Stickstoff einge&n und bei -80 °C gelagert werden.

Ultraschall
E. coli Zellen aus der Uberexpression (Kapitel 4.3.11)dearin 10 mM Imidazol, 300 mM
NaCl, 1 mg/ml Lysozym, 50 mM NaRO: (pH 8,0) resuspendiert und 30 min auf Eis
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inkubiert. Ebenfalls auf Eis erfolgte dann tbereeMS 72 Mikrospitze eine Behandlung mit
Ultraschall: 3 min Puls und 70 % Leistung (Sonogdl¥ 2070 Ultraschall-Homogentisator,
Bandelin, Berlin). Nach einer 30 min Zentrifugatibei 4 °C und 12000 x g (Zentrifuge
5804R, Eppendorf, Hamburg) befanden sich die lasticProteine im Uberstand.

4.4.2 Isolierung von Thylakoid- und Plasmamembran

Die separate Isolierung der Thylakoid- und der lBE®embran auSynechocystis Mutanten
mittels Dichtegradientenzentrifugation erfolgte gelsend von der Gesamtmembranfraktion,
die aus dem Glasperlen- bzw. French-Press-Aufbenhlten wurde (Kapitel 4.4.1). 7,5 ml
dieser Membranfraktion wurden mit 7,5 ml 90 % (w/@accharoselésung versetzt.
Anschlie3end wurde ein Saccharosegradient prapémach Murata und Omata, 1983). Dazu
wurden die 15 ml Membranfraktion mit 10 ml 39 %,n8 30 % und 8 ml 10 % (w/v)
Saccharoselosung tberschichtet. Bei 4 °C und 1080Q0erfolgte die Zentrifugation des
Gradienten Uber Nacht (Optima L-90K Ultrazentrifugeckman Coulter; Rotor TFT 28.38,
Kontron, Minchen). Es bildeten sich unter anderene erangefarbene und eine grine
Schicht, die entsprechend aus PlasmamembranenTigihakoidmembranen bestanden. Mit
einer langen Glaspipette wurde vorsichtig aus déteMder jeweiligen Schicht Material
entnommen, getrennt mit Puffer W verdinnt und 1eh120000 x g zentrifugiert (Optima
L-90K Ultrazentrifuge, Beckman Coulter; Rotor TFT.38, Kontron, Muinchen). Die
pelletierten Membranen waren anschlie3end freiSaccharose. Die Plasmamembran wurde
in 200 ul und die Thylakoidmembran in 500 ul Puiféresuspendiert.

4.4.3 Isolierung der Hydrogenase

Ammoniumsulfatfallung und Affinitdtschromatographie

Alle Isolierungsschritte wurden bei 6 °C unter & Bedingungen durchgefihrt. Der
zellfreie cytosolische Extrakt (Kapitel 4.4.1) wardunachst einer 20%igen (MWE5O,-
Fallung unterzogen. Die Konzentration wurde durahgbkames Zutropfen von gesattigter
(NH4).SO-LOsung unter stdndigem Ruhren eingestellt. Zurdsténhdigen Equilibrierung
folgte eine 30 min Inkubation ebenfalls unter gitn Rihren. Anschlie3end wurde 30 min
bei 15000 x g und 4 °C zentrifugiert (Kuhlzentritu®$804R, Eppendorf, Hamburg). Der
Uberstand wurde auf eine 1 bzw. 5 ml Strep-Tactapl@rose Saule (IBA, Gottingen)
aufgetragen. Gemald der Schwerkraft stellte sicle dionstante Flussrate durch die
Affinitatschromatographie-Saule ein. Ungebundenetdine wurden durch finfmaliges
Waschen mit jeweils einem Saulenvolumen des Pu¥erentfernt. Die Elution der
rekombinanten Hydrogenase mit dem fusioniertenpStag (ll) erfolgte in sechs Fraktionen
durch Zugabe von jeweils einem halben SaulenvoluRdgfer E. Nach vier Regenerations-
lAufen mit funf Saulenvolumen Puffer R konnte d&l® erneut verwendet werden.



Material und Methoden 34

Fur alle folgenden Analysen war es notwendig, dienzentration der Hydrogenase zu
erhohen. Dies erfolgte durch eine Zentrifugation el@sprechenden Elutionsfraktion(en) bei
3500 x g (Kuhlzentrifuge 5804R, Eppendorf, Hamburg)t 10 kDa bzw. 30 kDa

Zentrifugenfiltern (Amicon Ultra 4 bzw. 0,5 Millipe, Eschborn). Im Falle der
Kristallisierungsexperimente wurde mit Vivaspin 5A0ntrifugenfiltern 10 kDa (Sartorius,
Gottingen) bei 3013 x g und 4 °C zentrifugiert.

Gelfiltration

Fur die Gelfiltration wurde eine HiLodd 16/60 Superdé¥' 200 prepgrade Saule (GE
Healthcare, Minchen) mit einer Hohe von 60 cm umgere Durchmesser von 1,6 cm
(Saulenvolumen V= 120,6 ml) verwendet. Superdex 200 Saulen errcldgh eine sehr gute
Auflésung von Peptiden und Proteinen mit einer Molarmasse von 100 - 600 kDa. Die
Saule wurde mit zwei Saulenvolumen Puffer W equéilh. Nach Applikation der aus der
Affinitatschromatographie isolierten Hydrogenaset einer Konzentration von 6,5 mg/ml,
erfolgte der Saulenlauf bei einer FlieRgeschwingiigkvon 0,5 ml/min. Die erhaltenen
Fraktionen wurden auf Enzymaktivitat und Proteirajebintersucht.

Die Gelfiltration diente aul3erdem dazu, das Molakygwicht des nativen Hydrogenase-
Komplexes zu bestimmen. Fir diesen Zweck wurdeSdigde vor der Anwendung kalibriert.
Die Kalibrierung erfolgte unter denselben Bedingemgwie die Reinigungsprozedur.
Verwendet wurden das High und Low Molecular Weigbel Filtration Calibration Kit
(GE Healthcare, Minchen).

Anionen-Austausch-Chromatographie

Die Hydrogenase-haltigen Fraktionen aus der Gelfiin wurden mit Vivaspin 500
Zentrifugenfiltern 10 kDa (Sartorius, Gottingen) B813 x g und 4 °C so lange zentrifugiert,
bis eine Proteinkonzentration von 0,5 mg/ml errewar. 100 pg Protein wurde anschliel3end
zur weiteren Reinigung der Hydrogenase auf eine d@orb/50 Saule (GE Healthcare,
Munchen) mit einer Hohe von 5 cm und einem Durclsmeson 0,5 cm (Saulenvolumen
Vi= 1 ml) appliziert. Die Saule war zuvor mit zwediulenvolumen eines 20 mM MES
(pH 6,5) Puffers equilibriert worden. Die FlieRdgesmndigkeit betrug 1 ml/min. Eluiert
wurde in einem linear ansteigenden Gradientenl(M-NaCl in 20 min) durch Zugabe von
1M NacCl, 20 mM MES (pH 6,5).

4.4.4 Aktivitatsmessungen

H,-Produktion

Die Hy-Produktionsrate wurde nach Wang et al. (197 1)nereClark-&hnlichen Silber-Platin-
Elektrode (DW 1 Liquid Clark Electrode; Hansateasttuments, Norfolk, UK) bei einer
Polarisationsspannung von -600 mV gemessen. Détr&reenfluss zwischen der Pt-Anode
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und der Ag/AgCl-Kathode wurde durch gesattigte KGsung gewéhrleistet. Der Proben-
raum wurde auf 30 °C temperiert und stand Uber disonmembran (Standard Membrane
Kit, YSI, Yellow Springs Instrument, USA) mit deldktrode in Verbindung. In Gegenwart
von 5 mM Methylviologen als Elektronendonor und v&é@ mM Natriumdithionit zur
Anaerobisierung und Reduktion des Methylviologendolgte die Aktivierung der
Hydrogenase.

H,-Aufnahme

Die Hydrogenaseaktivitat wurde photometrisch anhded Reduktion von Methylviologen
durch H gemessen. In einer mit einem Septum verschloss&imette wurden 2 mM
Methylviologen in 1 ml Puffer W (zuvor im Niedrigkaum entgast) in einer anaeroben
Kammer 20 min mit Hbegast. Der Reaktionsstart erfolgte durch ZugalbeHgdrogenase
und es wurde die Anderung der Absorption bei 604varfolgt.

4.4.5 Quantitative Proteinbestimmungen
Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe der im §ehden dargestellten Methoden ermittelt,
um vergleichende Aussagen treffen zu kbnnen.

Coomassie Blau nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde semi quantitativ mdbomassie Blau ermittelt (nach
Bradford, 1976). Verwendet wurde ein den Farbstothaltenes Reagenz (Roti-Nanoquant,
Carl-Roth, Karlsruhe). Durch Bindung von Coomas@&u in saurer Losung mit
kationischen und unpolaren Seitenketten der Pmt&kmmmt es zu einer konzentrations-
abhangigen Extinktionsanderung bei 595 nm, weldhetgmnetrisch nachvollzogen wurde.
Die Kalibrierung erfolgte als Doppelbestimmung. dieben Stufen wurde eine Konzentra-
tionsreihe von 2 - 20 pg/ml Rinderserum Albumin yBe Serum Albumin, BSA) erstellt
und jeweils mit 200 pl des Bradford-Reagenz vetsétach 30 min Inkubation im Dunkeln
erfolgte die Auswertung am Photometer (UV-2501 BGimadzu, Kyoto, Japan). Die zu
analysierenden Proteinproben wurden mit einer Koimagon eingesetzt, die innerhalb des
Kalibrierungsbereichs lag.

Rose Bengal

Die Proteinprobe (1 - 5 pug) wurde mit 2 ml 10 mM 4@, (pH 6,8) und mit 0,1 ml Rose
Bengal Losung (1 mg/ml) versetzt. Nach 5 Minuteffolgte die Zugabe von 0,1 ml
50 % (v/v) Eisessig. Durch die Bindung von anioh&an Rose Bengal an die Proteine konnte
eine Absorptionsdnderung bei 560 nm gemessen weRlenMethode ist modifiziert nach
Elliott und Brewer (1978). Die Kalibrierung erfolgials Doppelbestimmung in funf Stufen
mit einer Konzentrationsreihe von 1 - 10 pg/ml Rirsgtrum Albumin (Bovine Serum
Albumin, BSA).
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4.4.6 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Denaturierende Gelelektrophorese

Die Trennung von Proteinen unter denaturierenderdirgengen erfolgte als dis-
kontinuierliche Elektrophorese nach Schégger uma Jagow (1987) in einem Tricin-SDS
Gel mit 0,1 % (w/v) SDS, 13,3 %,B und 1 M Tris (pH 8,5). Eine Mischung aus Acryldmi
und Bisacrylamid wurde im Verhaltnis 37,5:1 (Rotipése Gel 30, Carl-Roth, Karlsruhe)
eingesetzt. Die Konzentration des Acrylamids betr@g fir das Tricin-Sammelgel und 10 %
bzw. 16,5 % fur das Tricin-Trenngel. Zum Polymensn wurden 0,03 % (w/v)
Ammoniumperoxodisulfat und 0,03 % (v/v) Tetramegtlyylendiamin (TEMED) zugegeben.
In vertikalen Gelkammern (Multigel Long System bzwWaxigel System, Biometra,
Gottingen) wurden Midigele (11 cm x 12 cm x 0,1 doaw. Maxigele (17 cm x 18 cm X
0,1 cm) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei30 mA (Standard Power Pack P25,
Biometra, Gottingen) in dem Kathodenpuffer (100 ks, 100 mM Tricin, 0,1 % (w/v)
SDS) und dem Anodenpuffer (200 mM Tris (pH 8,9)).

Vor dem Beladen des Gels wurde jede Proteinprob¥enmaltnis 1:1 mit SDS-Ladepuffer
versetzt und 10 min bei 95 °C denaturiert (TS-10@rmo-Shaker, Peqglab, Erlangen). Die
Kalibrierung der Laufstrecke erfolgte mit dem PaglelR™ Prestained Protein, 10 - 130 kDa
(MBI Fermentas, St. Leon-Rot). Zur Visualisierungr dProteinbanden im Gel wurde die
Methode der Coomassie oder Silberfarbung (Kapi#&eB) angewendet.

Native Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Trennung von Proteinen ilydwylamid unter nativen Bedingungen
(ohne SDS) erfolgte in Polyacrylamid-Gradienten- (62,5 %) bei 6 °C. Dabei wurde die
Methode der ,Clear Native* Gele nach Wittig und &gger (2005) verwendet.

Die Methode der ,Clear Native* Gele verwendet ke@x¢ernen Ladungstréager, die sich vor
der Elektrophorese an Proteine anlagern. Aus dig€semd eignet sich die Methode nur fir
die Trennung von Proteinen, die einen niedrigeserlektrischen Punkt als der pH-Wert des
Gels und des Puffers besitzen. Ein Vorteil der gCIMative” Gele gegenuber nativen Gelen
mit externen Ladungstragern ist, dass sie milded sind sich sehr gut eignen, um den
physiologischen Zusammenhalt von Protein-Komplexebewahren (Wittig et al., 2007).
Das Sammelgel bestand aus 4 % Acrylamid. Als Trehwgrde ein Polyacrylamid-Gradient
(5 - 12,5 %) mit zuséatzlichem Glycerin-Gradientén -(20 % v/v) verwendet. Sowohl
Sammelgel als auch Trenngel beinhalteten weiten mM BisTris (pH 7,0). Zum
Polymerisieren wurden 0,05 % (w/v) Ammoniumperosoidfat und 0,2 % (v/v) TEMED
verwendet. Eine Mischung aus Acrylamid und Bisamid wurde im Verhéltnis 48:1,5
eingesetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 7 n8® (Standard Power Pack P25, Biometra,
Gottingen) in dem Kathodenpuffer (7,5 mM ImidazpH(7,0), 50 mM Tricin) und dem
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Anodenpuffer (200 mM Imidazol (pH 7,0)). Die Proteioben wurden vor dem Gelauftrag
mit 1/5 Volumen Nativ-Ladepuffer versetzt. Die Kalerung der Laufstrecke erfolgte mit
dem HMW Native Marker Kit, 66 - 669 kDa (GE Healéihe, Miinchen). Zur Visualisierung
der Proteinbanden im Gel wurde die Methode der Gassie oder Silberfarbung
(Kapitel 4.4.8) angewendet.

4.4.7 Western Blot-Analysen

Proteine wurden in einem Polyacrylamid-Gel Ubereeflektrophorese (Kapitel 4.4.6)
getrennt, im Puffer T equilibiert und anschlie3end eine Nitrocellulose Membran (Porablot,
Macherey-Nagel, Diren) in der Blot-Apparatur (FB&t B34, Biometra, Goéttingen) bei
einer Stromstérke von 0,8 mA pro tiembran in 30 min transferiert. Um unspezifische
Bindungen der Antikérper mit der Membran zu verreaiderfolgte nach kurzem Waschen in
TBS eine einstindige Vorinkubation der MembranR&umtemperatur in TBS mit 5 % (w/v)
Block-Reagenz (blotting grade blocker non-fat drijkimBio-Rad, Minchen). Im Falle des
Strep-tag (II) Antikérpers wurde mit 3 % (w/v) bifreiem Rinderserumalbumin in TBS
vorinkubiert. Wiederholtes Waschen mit TTBS diedén Entfernen Uberschiissigen Block-
Reagenzes. Die Inkubation der Antikérper gegen H@£FL000) und HoxH (1:100)
(Appel et al., 2000) auSynechocystis sp. PCC 6803 sowie einem Antikérper gegen HypD
(1:500) (Jones et al., 2004) atRalstonia eutropha erfolgte Uber Nacht in TTBS mit
1 % (w/v) Blockreagenz. Der Antikorper Anti-Streggt (1) (IBA, Gottingen) wurde nach
Angaben des Herstellers verwendet. Es wurde 5 xrbmit TTBS gewaschen, bevor die
Membran 2 h mit sekundéarem Antikorper Anti-KaninghHg-HRP, 1:10000 (GE Healthcare,
Munchen) in TTBS mit 1 % (w/v) Blockreagenz inkutbi@urde. Die Detektion erfolgte nach
erneuten Waschschritten mit TTBS und abschlieBeitdlBS Uber die an den sekundéren
Antikorper gekoppelte Meerrettich Peroxidase (HRBrseradish peroxidase). Zu diesem
Zweck wurde die Membran mit den Losungen ECL1 u@LZE gleichzeitig flr ca. 5 min
bedeckt. Die Oxidation von Luminol mit Wasserstefipxid wird durch die Meerrettich
Peroxidase katalysiert und durch p-Coumarséauretarkts Bei dieser Reaktion kommt es
Uber einen angeregten Zustand des Luminols zurtarktsn Chemilumineszenz (ECL,
enhanced chemiluminescence), die auf einem Detetim (Hyperfiim ECL, GE
Healthcare, Miinchen) abgelichtet wurde.

4.4.8 Proteinfarbungen mit Coomassie und Silbernit  rat

Proteine wurden in Gelen entweder mittels Coomassder Silberfarbungen sichtbar
gemacht. Die Nachweisgrenze der Farbung mit Coam&sau liegt bei ca. 50 - 100 ng. Bei
der Silberfarbung bilden Agionen Komplexe mit Aspartat-, Glutamat- und Cystesten.
Durch Reduktion entsteht elementares Silber. DiehM&isgrenze liegt bei ca. 5 ng. Da die
beiden Methoden Proteine in Abhéngigkeit ihrer Be$ienheit farben, eignen sie sich nicht
zur Quantifizierung von Proteinen.
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Coomassiefarbung

Die Proteingele wurden in einer Lésung, besteharsd0a8 % (w/v) Coomassie Blau G-250,
10 % (v/v) Essigsaure und 45 % (v/v) Methanol daféBis zur Entfarbung des Hintergrunds
wurden die Gele anschlieBend in 10 % (v/v) Essigsaund 25 % (v/v) Methanol ohne
Farbreagenz gewaschen.

Silberfarbung

Nach Blum et al. (1987) wurden die Gele 1,5 h if8Qv/v) Ethanol und 10 % (v/v) Eisessig
fixiert. Es folgten zwei Waschschritte je 15 min 20 % (v/v) Ethanol und in #. Die
Proteine im Gel wurden anschlieRend durch 0,02 ¥&)g (w/v) fir 1,5 min reduziert. Vor
und nach der 30 min Inkubation in 0,2 % AgN@/v) wurde je 2 x 20 s in ¥#D gewaschen.
Die Entwicklung der Proteinbanden erfolgte in eingisung aus 3 % (w/v) N&QO;,
0,07 % (v/v) CHO und 1 % (w/v) Ng5,03. Die Reaktion wurde durch eine 1 min Inkubation
in 400 mM Tris und 25 % (v/v) Essigséure gestoppt.

4.4.9 lIsoelektrische Fokussierung

Die Isoelektrische Fokussierung (IEF) wurde miteeinfertigen Gel (PhastGel IEF 3 - 9) in
einem PhastSysteél (GE Healthcare, Miinchen) nach Herstellerangabechdefiihrt. Das
homogene Polyacrylamid-Gel enthalt 2 - 6 % Tragefotyte (Pharmalytd"), die einen
stabilen, linearen pH-Gradienten aufbauen. Die if@rung erfolgte mit dem Isoelectric
focusing calibration Kit (broad pl Kit, pH 3 - 10pn GE Healthcare.

4.4.10 N-terminale Sequenzierung nach Edman

Die Analyse wurde von der WITA GmbH, Berlin, duréffighrt. Die Firma verwendete 3 pl
einer Proteinprobe mit einer Konzentration von 300ol/pl (ermittelt mit Bradford) und
verdiinnte diese mit 7 ulJB. Es folgte das Fallen der Proteine mit 100 pbgth (1 h bei
-80 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das ePeilh 30 pl Trifluoressigsaure
aufgenommen. Anschlie3end erfolgte das AuftragenPdeteinprobe auf eine mit Biobrene
vorbehandelte Glasfasermembran. Die Probe wurde danN,-Strom getrocknet und im
Procise 492 Edman Micro Sequencer (Applied BiosgsteFoster City, USA) automatisch
sequenziert. Die Sequenzierung diente zur Ilderdifing der Hydrogenase-Untereinheiten
sowie zur Konzentrationsbestimmung.

4.4.11 Massenspektrometrie

Die Untereinheiten der isolierten Hydrogenase &umechocystis wurden in einem 10 bzw.
16,5%igen Tricin-SDS Gel (Kapitel 4.4.6) Uber elElektrophorese getrennt, Silber gefarbt
(Kapitel 4.4.8), ausgeschnitten und anschlieend \MBLDI-TOF-MS (Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization Time Of Flight-Mass &pemetry) oder LC-ESI-MS/MS
(Liquid Chromatography-Electrospray lonization-TamdMass Spectrometry) analysiert.
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MALDI-TOF-MS

Die MALDI-TOF-MS-Analyse der Hydrogenase-Untereiitte wurde von der PLANTON
GmbH, Kiel, durchgefiihrt. Zun&chst wurden die Rrgimben entfarbt, reduziert und
alkyliert. Anschliel3end erfolgte die Behandlung miypsin. Fur die Messungen an einem
Voyager-DE-STR Massenspektrometer (Applied BiosysteForster City, USA) wurden die
Peptide in einen-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure-Matrix eingebettet. Dieypsin-Hydrolyse
wurde mit einem Kontrollprotein und einer anschdéie@en Messung tberpruft. Es wurde mit
einem externen und internen Massenstandard zwiskdd@h- 5500 Da kalibriert (Sequazyme
Peptide Mass Standard kit, Applied Biosystems)e Allualitatskriterien waren erfillt. Die
Identifizierung der Proteine aufgrund der erhalteM¢S-Daten erfolgte Uber das Protein
Prospectors MS-Fit Program (University of Calif@an&an Francisco, USA) und der Mascot-
Such-Maschine (Version 2.0, Matrix Science Ltd.).

LC-ESI-MS/MS

Die Verbindung von Flussigkeitschromatographie (L{guid chromatography) und
Massenspektrometrie (MS) erweist sich als besondeesgnet zur Identifizierung von
Proteinen geringer Konzentration. Nach einem pigtischen Verdau der Proteine werden
die entstandenen Peptide mit Hilfe der Flissigkbismatographie nach ihren chemischen
und/oder physikalischen Eigenschaften getrennt. &igerenden Peptide kdnnen direkt
ionisiert (ESI, Elektrospray-lonisierung) und kaniierlich, idealerweise immer ein Peptid
nach dem anderen, an das Massenspektrometer tbengebden.

Die Analyse wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. BEva-Mai Aro an der Universitat
Turku, Finnland, durchgefihrt. Die Untereinheitear tHydrogenase sowie koeluierende
Proteine wurden mit einem nanoESI-qTOF (QSTAR EMWpplied Biosystems, Foster City,
USA), der an ein Ultimate 3000 LC System (Dionexin®yvale, USA) gekoppelt war,
analysiert. Die verdauten Peptide wurden in ein@mih Gradienten von der S&ule eluiert.
Zur Datenbank-Recherche wurde eine hausinterne dibxstenbank gegeBynechocystis sp.
PCC 6803 verwendet, die die haufigsten Verunreimggn beinhaltet. Die MS/MS-Methode
ermoglichte alle 5 s eine Fragmentierung von zeegntitativ am starksten vorkommenden,
eluierenden Peptiden. Dies fuhrte zur BestimmungAdeinosauresequenz der Peptide und
nicht, wie bei MALDI-MS, zur Identifizierung der Mae.

4.5 Spektroskopische Methoden

Die Methoden der Spektroskopie beruhen auf der W&dalrkung von elektromagnetischer
Strahlung mit Materie. Sie werden meist nach depkisplen Bereich benannt (z. B. UV-,
VIS- oder IR-Spektroskopie). Je nach Energie dewgedeten elektromagnetischen Strahlen
werden verschiedene Effekte an den Substanzenrgeruden (z. B. Elektronenanregungen,
Molekulschwingungen oder Molekdlrotationen).
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4.5.1 UV/VIS-Spektroskopie

Der sichtbare Bereich des elektromagnetischen 8pakt(VIS) liegt zwischen 400 nm und
800 nm, wahrend der ultraviolette Bereich (UV) siatm 100 - 400 nm erstreckt. Wenn
elektromagnetische Strahlung dieser Bereiche auieldatrifft, kann die Absorption der
Strahlung bewirken, dass Elektronen von einem Grustdnd in einen elektronisch
angeregten Zustand Ubergehen. Diese Elektronengélibge sind mdglich, wenn die Energie
der Strahlung genau der Energiedifferenz des Hektrzwischen Grundzustand und
erhohtem Energieniveau entspricht. Die Absorption glektromagnetischer Strahlung kann
direkt zur Konzentrationsbestimmung der absorbdeanSubstanz in Flussigkeiten genutzt
werden. Der Zusammenhang zwischen Absorptirufd Konzentrationd) wird durch das
Lambert-Beer’sche Gesetz (4.1) beschrieben.

A:Iog(ll—o):gmﬂi (4.1)

Die Intensitat der elektromagnetischen Strahlung(Md und nachl) dem Auftreffen auf eine
Probe wird gemessen. Unter Berucksichtigung desnEidnskoeffizienten der Probeg)(

[L @nol*em™] (auch molarer Absorptionskoeffizient genannt) uddr Pfadlange der
Strahlung durch die Losungl)([cm] wird die Konzentration berechnet. Die Grof¥en, o
und € sind wellenlangenabhéngig.

Neben Absorptions-Messungen, z. B. derAdifnahme (Kapitel 4.4.4), wurde in dieser
Arbeit die spektroskopische Messung der Extinktian,B. von Bakteriensuspensionen
(Kapitel 4.2.2) und Chlorophyllextrakten (Kapitel243), durchgefiihrt. Die Extinktion
umfasst die gesamte Abschwéchung der elektromagheth Strahlung in einer Probe,
zusatzlich zu der Absorption, also auch die Ligktsing. Bei der Chlorophyllbestimmung ist
die Lichtstreuung gegenuber der Absorption geriBgi der Zelldichtebestimmung einer
Suspension verhalt es sich reziprok.

4.5.2 Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopi e

Die Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopi€T{IR) ist eine Variante der IR-

Spektroskopie, bei der ein ausgehender Infrardistdaurch Spiegel in zwei kohéarente
Teilstrahlen getrennt wird, die spater wieder kam#it werden. Dabei erfahren die Strahlen
durch Zurtcklegen unterschiedlicher Wegstreckere éiferschiebung der Wellenlangen
zueinander. Das gemessene Interferogramm stelldliBerbierte Strahlung in Abhangigkeit
der Wegdifferenz der beiden Strahlen dar. Mitteés &ourier-Transformation wird das
Interferogramm in ein Spektrum umgerechnet. Durieh\krwendung eines Interferometers
wird das Spektrum, nicht wie bei herkbmmlicher IReBtroskopie, kontinuierlich in

Abhangigkeit von der Wellenlange gemessen, sonddenWellenldngen eines definierten
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Spektralbereichs gleichzeitig als Momentaufnahme. EY-IR-Spektroskopie ermoglicht die
Aufzeichnung zahlreicher Spektren in kurzer Zeitpdwrch sich das Signal-Rausch-
Verhaltnis verbessert.

Die Analysemethode arbeitet im infraroten Spekesdixh. Der Infrarot-Bereich wird in das
nahe (0,75 - 2,5 um), mittlere (2,4 - 50 um) urnahdelnfrarot (50 - 500 um) aufgeteilt. Die
infrarote Strahlung ist damit energiearmer im Veigt zur UV- oder VIS-Strahlung. Sie
reicht nicht fur die Anregung elektronischer Ubergg aus, sondern bewirkt innerhalb des
elektronischen Grundzustands Schwingungen der Atafuobgen. Man unterscheidet dabei
zwischen Valenzschwingungen (Streckschwingung egtlader Bindungsebene) und
Deformationsschwingungen (Biege-, Dreh- oder Kipmsogung aus der Bindungsebene
heraus). Bei den Deformationsschwingungen werdemieuBindungswinkel verandert, nicht
die Bindungslangen. Diese Schwingungen treten ieeirigen Frequenzen auf. Ein Molekul
ist IR-aktiv, wenn es permanente oder induzierliaiplmomente aufweist, die durch die
Schwingungen verandert werden. Je groRer die Boshiarke zwischen zwei Atomen ist
und je kleiner die beteiligten Atommassen sindtaé&®her liegt die Schwingungsfrequenz.
Die bendtigte Energie zur Schwingungsanregunguisbéstimmte Atomgruppen spezifisch.
Daher eignet sich die Methode zur Charakterisiermog funktionellen Gruppen in
Molekilen. Die Schwingung des gesamten Molekilsbersich aus der Uberlagerung der
einzelnen Atomschwingungen. Das Peptidrickgrat seirfroteins dominiert dessen
Gesamtabsorptionsspektrum und erschwert Interpye&at von funktionellen Gruppen der
Aminosauren. Die Methode eignet sich dennoch sebt, gim die zweiatomigen
Eisenliganden € = NundC = O) des aktiven Zentrums von Hydrogenasen zu anagysie
Dessen IR-aktive Schwingungen liegen in einem Aftsansbereich zwischen
1800 - 2100 cid und werden nicht von anderen Signalen des Protaberlagert. Die
Absorption bei der IR-Spektroskopie wird als Fuakti der Wellenzahl (reziproke
Wellenlange [cm™]: 1/\) angegeben. Die Wellenzahl ist der Frequenz und tdatei
absorbierten Energie direkt proportional.

Die Infrarot-Spektren wurden an der Technischenvehsitat Berlin (Institut fir Chemie,
Max-Volmer-Institut) in Kooperation mit Dr. Lendziaund Dr. Zebger mit einem Bruker
Tensor 27 FT-IR-Spektrometer aufgenommen, welchéfimem stickstoffgekihlten MCT-
Detektor (Auflésung 2 cif) ausgestattet ist. Das Protein wurde mit einerzéotration von
0,1 - 0,6 mM in eine gasdichte Transmissionszelie @aF-Fenstern gegeben (Volumen:
~ 7 ul, Weglange: 50 um). Die Temperatur der Mdkszgurde wahrend der Messungen
kontrolliert auf 10 °C gehalten. Alle Spektren weindeiner Basislinienkorrektur (Spline
funktion der OPUS 4.2 Software) unterzogen und gedje integrierte Intensitat der=0O-
Schwingungen normalisiert.
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4.5.3 Elektronen Spin Resonanz-Spektroskopie

Die Elektronen Spin Resonanz-Spektroskopie (ESR) wiur Charakterisierung von
Radikalen oder Ubergangsmetallionen in Proteinagesietzt. Sie basiert auf der Absorption
von Mikrowellenstrahlung durch ungepaarte Elektrgndie sich in einem von auf3en
angelegten Magnetfeld befinden. Substanzen mit esiteths einem ungepaarten Elektron
bezeichnet man als paramagnetisch aufgrund desdgf@mpulses (Spins) des Elektrons. In
einem &auleren Magnetfeld gibt es quantenmecharasati Moglichkeiten der Spin-
orientierung. Die ,parallele” Anordnungn§=+3, Spin aufwarts) entspricht dem ener-

getisch gunstigen Grundzustand und entsteht dungieAung im Magnetfeld. Der angeregte
Zustand wird als ,antiparallel* bezeichnet({= -2, Spin abwarts) und ist durch Abstof3ung

im Magnetfeld begriindet. Der energetische Absisiadwischen den beiden Energieniveaus
ist linear von der Starke des Magnetfeldeg @bhangig (Zeeman-Effekt, Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Zeeman-Aufspaltung der Energieniveaus

eines freien Elektronsnis=—-% und ms=+31) im

Magnetfeld mit zunehmender StarkeXBBei Ein-
strahlung von Mikrowellen mit einer konstanten
Frequenz von 9,5 GHz tritt die Absorption der Strab
bei 0,34 T ein (verandert nach Czeslik et al., 2007

Die Probe in der ESR-Spektroskopie absorbiert Milaitenstrahlung, wenn bei einer
bestimmten Magnetfeldstarke die konstant eingels¢rallikrowelle exakt AE zwischen
angeregtem und Grundzustand entspricht (siehe 4.2).
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AE = h(D = g e [Bo (4.2)

h = Planck’'schesWirkungsquantum 6,6260755°10s
v = Frequenz der Mikrowellenstrahlurg ™ §

g = Landé-Faktor (g-Wert)

B, = Feldstérke des &duBeren Magnetfelfle} T

Us = Bohr'sches Magneton 0,92740154°10 *JT

Der Landé-Faktor fur ein freies Elektron betragt 8,0023. In einem Protein wird der g-Wert
eines Ubergangmetallions von der Umgebung des mBlektbestimmt. Es ergeben sich
kleinere oder grol3ere effektive g-Werte, die vomdies freien Elektrons abweichen. In einer
gefrorenen Proteinprobe liegt eine zufallig vetée@rientierung der Molekulachsen vor. Der
g-Wert wird durch drei unterschiedliche g-Tensorfi®ey, g, und g charakterisiert. Diese
Werte hangen von der Orientierung des Magnetfelddativ zum Achsensystem des
Molekils ab, was zu einem ESR-Spektrum mit rhonftasSymmetrie fuhrt.

Bei einer kubischen Symmetrie liegt ein isotropétadstor vor. Alle drei g-Tensor-Werte sind
identisch. lhre Lage ist demnach unabhangig von @eentierung des paramagnetischen
Zentrums zum auf3eren Magnetfeld. Bei axialer Symenentsprechen sich zwei g-Tensor-
Werte und nur einer unterscheidet sich. Die ESR«®g@e sind charakterisiert durch die Form
der Absorptionslinie, die Position des Resonanefgldlie Linienbreite und die Flache unter
der Absorptionslinie. Aus diesen Parametern kamrsplezifische g-Wert errechnet werden.

Die ESR-Spektren wurden an der Technischen UniérBerlin (Institut fir Chemie, Max-
Volmer-Institut) in Kooperation mit Dr. Lendzian dibr. Saggu mit einem Bruker ESP300E
Spektrometer aufgenommen, welches im X-Frequenzifstikiowelle: 9,5 GHz) arbeitet.
Die Frequenz der Mikrowelle wurde wahrend der Magskonstant gehalten, wahrend die
Magnetfeldstarke variierte. In diesem Fall wird ®@hem freien Elektron der Ubergang
zwischen den zwei Spinzustanden in einem Magnet@dB, = 340 mT erreicht (Abb. 4.2).
Die Mikrowellenfrequenz wurde Uber einen EIP Fregu&ahler (Microwave Inc., USA)
detektiert. Um genaue g-Werte zu erhalten, wurdendagnetische Feld mit einem externen
Standard (Lithium-Partikel in einer LiF-Matrix) Hkatiert, deren g-Wert bei 2,002293
(Stesmans und van Gorp, 1989) liegt. Die Enzympnobede im ESR-ROhrchen (Rototec
Spintec 707-SQ-250) in einen Oxford ESR 900 Heli@rgostaten platziert und tber einen
Oxford ITC502 kontrolliert, um Messungen zwischeBO2und 4 K zu ermdéglichen. Der
Probenraum ist ein Hohlraum-Resonator in rechtecl#@rm (T&o, Modus).

Die Simulation der Spektren erfolgte mit der MATLA®Bolbox EasySpin (Stoll und
Schweiger, 2006). Die Basislinienkorrektur erfoldtech Subtraktion eines aufgenommenen
Spektrums der Hydrogenase von dem Spektrum degrBuN. Die Spektren wurden unter
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den gleichen Bedingungen aufgenommen. Fir einelbsQuantifizierung wurden die
doppelt integrierten Spektren mit CugStandards bekannter Konzentration verglichen.

4.6 Protein-Film-Elektrochemie

Mit der Methode der Protein-Film-Elektrochemie kadie katalytische Aktivitat von
Redoxenzymen Uber ein breites Spektrum an eleld¢roidthen Potenzialen gemessen
werden (Armstrong und Wilson, 2000). Das Konzeggtlidarin, die Enzyme wie einen Film
auf einer Elektrodenoberflache zu immobilisiereiblfA4.3).

H* H,
Hydrogenase ,
i o b M A /&\ "
pyrolytische . v q : 7% fnd

Graphit Elektrode

e Kontrolle : Spannung = Redoxpotential

v
Messung : Strom
= katalytischer Elektronenfluss
= katalytischer Umsatz

Abb. 4.3: Schematische Darstellung der Konfiguraginer Hydrogenase in
der Protein-Film-Elektrochemie (nach Vincent et 2007).

Durch die direkte Bindung an die Elektrode wird esehr schneller und kompletter
Elektronentransfer gewahrleistet. Es kann mit ggtmgen Mengen des Enzyms gearbeitet
werden. Veranderungen des elektrochemischen Patewzier des katalytischen Umsatzes
fuhren zu einer Elektronenbewegung zum Enzym, vamyB weg oder innerhalb des
Enzyms, die auf charakteristische Weise als Strassivar ist (Léger et al., 2003).

Die Experimente der Protein-Film-Elektrochemie wamdan der Arizona State University,
Tempe, USA in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Annee¥odurchgefiihrt. Gemessen wurde
unter anoxischen Bedingungen in einer anaeroben nkam(Q <5 ppm; Vaccum
Atmospheres DL-series, Dri Laboratories, USA) mit-Bgw. H-Atmosphare. Die
Messapparatur bestand aus drei Elektroden: einé&t-El€ktrode (pyrolytic graphite edge
electrode) mit] = 5 mm, die an einen AFMSRCE Rotator (Pine Re$ehlrstrumentation,
USA) angeschlossen war, einer Ag/AgCI Referenziibele (RE) in gesattigter KCI-Losung
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und einer Platindraht Gegen-Elektrode. Das gemesstotenzial wurde in Bezug zur
Standard H Elektrode (SHE) angegeben. Die Umrechnung desnPials der Referenz-
elektrode erfolgte gemaf der Gleichung 4.3.

Eshe= Ere + 179 mV (43)

Die Experimente wurden Uber einen Autolab PGSTAN. 28ctrochemical analyser (ECO
Chemie, Utrecht, Niederlande) mit GPES Software@EChemie) kontrolliert.

Die PGE-Elektrode besteht aus pyrolytischem Graphessen Basisflache aus parallelen
Graphitlagermit einemAbstandvon ca.3,35 A zusammengesetst. Die Kanten der Graphit-
lagen bilden die Absorptionsoberflache der Eleldtoda sie im Vergleich zur planaren
Basisflache deutlich schnellere Elektrodenkinetilefweisen (Banks und Compton, 2005).
Durch Polieren mit einem angefeuchteten Wattebausdu-Aluminiumoxid (1 um) wurde
die Kantenebene der pyrolytischen Graphit-Elektragiegeraut und oxidiert, so dass
funktionelle Gruppen fur nicht-kovalente Enzymbindan entstanden. Anschlie3end wurde
die Elektrodenoberflache mit,B gespilt und im Ultraschallbad grindlich gereinlgnter
diesen Voraussetzungen konnte die isolierte Hydrage (0,1 M Enzym in 1 ml Puffer M
(pH 6,4)) an die PGE-Elektrode gebunden werden.s Badolgte bei nicht rotierender
Elektrode durch zyklische Variation der Spannung0G- mV bis -600 mV) mit 10 mV/s
Scan-Raten. Die Bildung eines stabilen Proteinfilaug der Elektrodenoberflache wurde
durch die resultierenden zyklischen Voltammogranveréolgt. Nachdem keine Veranderung
mehr im Voltammogramm ersichtlich war, wurden diedgungen in enzymfreiem Puffer
durchgefuhrt. Der Puffer M besteht aus 15 mM NgCBIO, 15 mM MES, 15 mM HEPES,
15 mM TAPS, 15 mM CHES und 0,1 M NaCl. Zur Einsiath des gewlnschten pH-Werts
wurde der Puffer mit NaOH oder HCI titriert. DasliBen, Spulen und Reinigen durch
Ultraschall der Elektrode wurde nach jeder Messwigglerholt.

4.7 Kristallisierung

Der erste Schritt zur Strukturaufklarung eines Emzymit Hilfe der Rontgenkristallographie
ist die Gewinnung eines adaquaten Einkristalls. dlesem Zweck wurden verschiedene
Kristallisationsbedingungen, in Abhéngigkeit derzigm-, Salz- und Puffer-Konzentration,
des pH-Werts, der Temperatur, von Cokristallisai®ubstanzen, Fallungsmitteln
(Prazipitanten) und Kofaktoren, in der Arbeitsgrepmn Prof. Dr. Juan-Carlos Fontecilla-
Camps am Institut de Biologie Structurale (IBS, f&xige, Frankreich) ausgetestet.

Es wurde nach der Methode des ,hdngenden Tropfemstfe des ,sitzenden Tropfens® im
Dampfdiffusion-System manuell oder mit Hilfe ein€&botersystems gearbeitet. Die
Abb. 4.4 stellt die beiden Varianten schematisah da

Die Kristallisationsansétze Uber die Methode deingenden Tropfens” erfolgten mit Hilfe
eines Roboters unter Verwendung verschiedener éflissttions Kits: PEGs Suite, JCSG+
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Suite und Classic Suite (Qiagen, Hilden) sowie @lyScreen Lite und Index (Hampton
Research, CA, USA). Alle manuellen Anséatze wurdeshnder Methode des ,sitzenden
Tropfens” durchgefuhrt.

v\ T Fett —

Enzymlésung —

«1-Reservoirldsung—4->

A N—— B

Abb. 4.4: Schematische Darstellung von Kristalies-
Methoden. (A) Methode des ,hédngenden Tropfens®, (B)
Methode des ,sitzenden Tropfens*.

Vor der Verwendung in den Kiristallisationsansatzemrde die mittels Affinitats-
chromatographie isolierte, bei -20 °C gelagerte ndgdnase Uber eine Membran (Amicon
Ultrafree-MC, 0,45 um PVDF Membran, Millipore, E&cmn) filtriert, um evtl. gebildete
Aggregate zu entfernen. Der Tropfen bestand zelgdei Teilen aus Enzym in Puffer W und
aus Reservoirlosung. Die Zusammensetzung der Redésung wurde variiert.

Notwendiger Bestandteil der Reservoirlésung isrdlhgs stets ein Prazipitant, welcher die
Enzyme bei einer bestimmten Konzentration aus deubhg verdrangt. Zwischen Tropfen
und Reservoirlosung herrscht ein Konzentrationsgradvor. Wasser diffundiert bis zum
Gleichgewicht aus dem Tropfen in die Gasphase. @Radwerhoht sich langsam und
kontinuierlich die Konzentration im Tropfen, bis s Idealfall zur Kristallisierung, meist
allerdings zur Prazipitation des Enzyms kommt. Rigzipitanten wurden vor allem Salze
wie Ammoniumsulfat oder organische Verbindungen #ieohole oder Polyethylenglykole
verwendet.

Um zu testen, ob es sich bei den erhaltenen Krisi@ln um Proteinkristalle handelt,
wurden diese mit der proteinspezifischen Farbgisffhg 1zit (Hampton Research, CA, USA)
gefarbt. Izit ist ein kleines Molekil, das die Higkeitskanéle in Proteinkristallen farbt. Der
Farbstoff kann nicht in Salzkristalle eindringereibdiese keine solchen Kanéle besitzen.
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5 Ergebnisse

5.1 Uberexpression der [NiFe] Hydrogenase

5.1.1 Uberexpression des hox-Operons und Fusion des Strep-tag (Il)

Die Grundlage dieser Arbeit stellt die Gewinnungltgr Mengen, moglichst reiner [NiFe]
Hydrogenase au$®ynechocystis sp. PCC 6803 flur biochemische, elektrochemisché un
spektroskopische Untersuchungen sowie fur Kris@ilonsversuche dar. Die Hydrogenase
wird in der Zelle nur in geringen Mengen synthetisiUm die Ausbeute zu erhdhen, sollte
das Enzym inSynechocystis Uberexprimiert werden. Fiur diesen Zweck wurde starke
psbAll-Promotor ausSynechocystis verwendet (Elhai, 1993). Dieser konnte mit demmrn
(E-outl/E-in1l und E-in2/E-out2) amplifiziert und @ibdie SchnittstelletKpnl und Ndel in
Synechocystis stromaufwarts vorhoxE kloniert werden. DieSynechocystis Mutante mit
stromaufwarts dehox-Gene liegendemsbAll-Promotor wurde fir eine weitere Klonierung
verwendet. In diesem Fall wurde an den C-TermimushoxF die Sequenz eines Strep-tag
(I) mit einer zusatzlichen Alanin-Serin-Verbindurfgsioniert. Unter Verwendung der
Primerpaare (HoxF-outl/HoxF-inl und HoxF-in2/Hox#) entstanden zwei PCR-
Produkte, die Uber ihre komplementare Strep-tay $kquenz miteinander hybridisiert
wurden. Der Primer HoxF-in2 enthalt eine Schniliistéiir das RestriktionsenzyBamHI.

An dieser Stelle wurde die Sequenz fir eine Neomiatiosphotransferase (NPT) aus dem
Vektor pUC4K eingefligt. Die dargestellten Kloniegen wurden von Dr. Jens Appel
durchgefuhrt. Die Neomycin Phosphotransferase iviakt durch Phosphorylierung eine
Reihe von Aminoglycosid Antibiotika, wie z. B. Kangcin oder Neomycin. Hiermit wird
eine Resistenz erzielt, die fur die Selektion pesit Klone essenziell ist. Das
Klonierungsprodukt ist schematisch in Abb. 5.1 nuseengefasst.

4| HoxE —]| HoxF SH npt H_ORF3 _ HoxU {HoxY )-E}ORF?)-I HoxH )2

t t 1kb
psbAll- Strep-tag (II) + linker 1

promoter

GCT AGC TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAG AAA TGA
Ala Ser Trp Ser His Pro GIn Phe Glu Lys ***

linker Strep-tag (I1)

Abb. 5.1: Schema dd®ox-Operons au$ynechocystis sp. PCC 6803 mit fusioniertem Strep-tag (II).
Der Strep-tag (Il) wurde mittels eines Alanin-Setinkers an den C-Terminus von HoxF fusioniert.
Stromaufwarts des [NiFe] Hydrogenase-Operons werd@sbAll-Promotor kloniert. Das Konstrukt
beinhaltet dienpt-Resistenz-Kassette gegen u. a. KanamydioxE, F, U, Y und H kodieren die
Untereinheiten des Hydrogenase-Diaphorase-Komplekds Funktionen der einzelnen offenen
Leserahmen 3, 6 und 7 sind bisher nicht bekannt.
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Alle erzeugten Mutanten wurden in dieser Arbeit ggteam mit den®ynechocystis Wildtyp
(WT) auf Hydrogenaseaktivitat in Gegenwart von Matiologen und Dithionit untersucht
(Abb. 5.2). Das Ergebnis zeigt, dass die Mutante psbAll-Promotor stromaufwarts vom
hox-Operon (WT22) sowie die Mutante npgbAll-Promotor stromaufwarts vohox-Operon
und Strep-tag (1) fusioniert an den C-Terminus WoxF (E3) mehr Wasserstoff bilden als
der Wildtyp. Die Zellen wurden bei 50 pEns® (schwarze Balken) und bei 200 uE* "
(weil3e Balken) in BG-11-Medium kultiviert. Eine hgile Hydrogenaseaktivitat ist bei den
Mutanten mitpsbAll-Promotor messbar, die bei hoher Lichteinstrahlangezogen wurden.
Dieses Ergebnis war zu erwarten, da psbA-Gene das D1 Protein des Photosystems I
kodieren. Das D1 Protein wird bei hohen Lichtintgiten aufgrund von Photooxidation
zerstort und muss immer wieder neu gebildet werdensequenterweise wird der Promotor
in Abhangigkeit von der Lichtintensitat unterschield reguliert. Bei héherer Lichtintensitat
steigt die Transkription ampsbAll-Promotor an (Méaté et al., 1998). Im Falle der
Synechocystis Mutanten fiihrt dies zu einer starkeren Expresderhox-Gene und somit zu
einer Steigerung der Hydrogenaseaktivitat pro Zelee Wasserstoffproduktionsraten
wurden stets auf den Chlorophyllgehalt bezogen.

[nmol H,/min/ug Chl.]

0 = T T T
WT WT22 E3 WT WT22 E3

Abb. 5.2: Hydrogenaseaktivitat gemessen algPHbduktion in
Gegenwart von Methylviologen und Dithionit. W$ynechocystis sp.
PCC 6803 Wildtyp, WT22: Mutante mpsbAll-Promotor stromauf-
warts vomhox-Operon, E3: Mutante mipsbAll-Promotor stromauf-
warts vomhox-Operon und Strep-tag (1) fusioniert an den C-Tietm
von HoxF. Die Zellen wurden bei 50 pE*rs* (schwarze Balken) and
200 UE rif s* (weiRe Balken) in BG-11-Medium kultiviert.

Die Hydrogenaseaktivitat desbAll Mutante mit Strep-tag (1) (E3) ist geringer im g&gich
zur reinen psbAll Mutante (WT22). Dies fuhrt zu der Vermutung, dasgweder der
fusionierte Strep-tag (1) die Enzymaktivitat ditedinschrankt oder dass die Transkription
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des Operons durch die Strep-tag (lI) Sequenz baw. ethgefligte Antibiotikaresistenz
(Abb. 5.1) gestort wird. Als Konsequenz aus digswbachtung folgte die Untersuchung des
Expressionslevels der Hox-Proteine. Zu diesem Zwsukde ein Western Blot mit dem
Antikorper gegen HoxF von den zellfreien cytosdimse Extrakten der gemessenen Kulturen,
die dber Zellaufbruch mit Glasperlen (Kapitel 4)4.@ewonnen wurden, angefertigt
(Abb. 5.3 A). Die Expression von HoxF reflektieriedUnterschiede der gemessenen
Hydrogenaseaktivitdten. Durch dgusbAll-Promotor wird in der Mutante WT22, im
Vergleich zumSynechocystis Wildtyp (WT), mehr HoxF produziert. Die Mutante HESit
psbAll-Promotor und mit Strep-tag (II) nimmt, wie bei déktivitatsmessungen, eine
Zwischenstellung ein. Sie weist mehr HoxF auf ads WT, aber sehr viel weniger als die
WT22 Mutante. In einem Western Blot mit einem Aibtier gegen Strep-tag (Il) zeigt diese
Mutante im Vergleich zum Wildtyp und zur Mutante YAZT ein deutliches Signal
(Abb. 5.3 B). Die Fusion des Strep-tag (Il) an Hdxd& demnach funktioniert, fihrt aber zu
einer Verminderung der Expression von HoxF und dtatar Hydrogenaseaktivitat in der
Zelle.

kDa WT WT22 E3 kDa WT WT22 E3
130 — 130 =
100 —
72 —
72 —
55 — 4
55 — — - - -
A 40 — 40 —
anti-HoxF anti-Strep-tag (Il)
A B

Abb. 5.3: 16,5%iges Tricin-SDS Gel und Western Bloalysen mit

(A) anti-HoxF und (B) anti-Strep-tag (I1). WBynechocystis sp. PCC

6803 Wildtyp, WT22: Mutante mipsbAll-Promotor stromaufwarts
vom hox-Operon, E3: Mutante mipsbAll-Promotor stromaufwérts
vom hox-Operon und Strep-tag (1) fusioniert an den C-Tieta von

HoxF. Die Kultivierung erfolgte bei 200 pE “ms® in BG-11-

Medium.

Bei der Analyse des Western Blots in Abb. 5.3 Atfaluf, dass das starke Signal der
WT22 Mutante nicht in Relation zu der Aktivitatsraeeg der Mutante steht. Nach dem
Expressionslevel von HoxF in der WT22 Mutante mgisdie Hydrogenaseaktivitat im
Vergleich zu der E3 Mutante und zum Wildtyp deutliobher liegen als die Messungen in
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Abb. 5.2 zeigen. Dies lasst vermuten, dass dievAdti der Hydrogenase in der WT22
Mutante neben der Anzahl der Strukturgene durcheneiFaktoren limitiert ist. Ein weiterer
Western Blot mit einem Antikdrper gegen die groftedteinheit der Hydrogenase (HoxH) ist
in Abb. 5.4 dargestellt. Neben dem Wildtyp wurdesm\WT22 Mutante und di8ynechocystis
Deletionsmutante ddsox-OperonsAHoxEH (Phunpruch, 1999) verwendet.

kDa WT AHoxEH WT22

55 —

40 —

33 —

anti-HoxH

Abb. 5.4: 16,5%iges Tricin-SDS Gel
und Western Blot-Analyse mit anti-
HoxH. WT: Synechocystis sp. PCC
6803 Wildtyp, WT22: Mutante mit
psbAll-Promotor vor denmox-Operon,
AHoOXEH: Deletionsmutante desox-
Operon. Die Kaultivierung erfolgte bei
200 YE rif s in BG-11-Medium.

Die DeletionsmutanteAHoxEH) zeigt, wie erwartet, kein Signal fur die @eoHydrogenase-
Untereinheit HoxH. Das fehlende Signal beim Wildigp darauf zuriickzufiihren, dass die
HoxH Konzentration fiir die Sensitivitat des Antigérs zu gering ist. Durch Uberexpression
der hox-Gene (WT22 Mutante) konnte bei gleichem Proteitmagfeine deutliche Doppel-
bande detektiert werden. Appel et al. (2000) zeigte Synechocystis Wildtyp bei hoher
Proteinkonzentration des cytosolischen Extakts ggedass das HoxH-Signal unter den
gleichen Bedingungen eine Einfachbande ist. AlstéetSchritt in der Assemblierung der
Hydrogenase wird eine C-terminale Peptidsequenzh nHicstidin  oder Arginin des
CxCx,H/R-Aminosauremotivs in der gro3en Hydrogenase-téimbeit vonE. coli durch
eine spezifische Endopeptidase abgespalten (Thatodoet al., 2000; 2005). In HoxH von
Synechoystis liegt das Sequenzmotiv 25 Aminosauren vor dem @nireus. Das Doppel-
signal zeigt, dass vermutlich eine prozessierte &a kDa) und eine nicht prozessierte
(53 kDa) Form von HoxH in der Uberexpressionsm@amirhanden sind. Demnach konnte
wahrscheinlich der Assemblierungsprozess nicht kethabgeschlossen werden.
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5.1.2 Einfluss der [Ni]- und [Fe]-Konzentration au  f die Hydrogenaseaktivitat

Beim Assemblierungsprozess wird die spezifischdi@age erst aktiv, wenn Nickel bereits in
das katalytische Zentrum eingebunden ist, da da&sné&it als Erkennungsmotiv dient
(Rossmann et al.,, 1994; Theodoratou et al., 20@Q@)s diesem Grund wurde die
Hydrogenaseaktivitat der Mutanten WT22 und E3 salei€Synechocystis Wildtyps (WT) in
Abhangigkeit von verschiedenen Nickelkonzentratiorgetestet (Abb. 5.5 A). In dem
Zusammenhang wurde auf3erdem Uberprift, ob die Kdr@®n von Eisen ein limitierender
Faktor fur die Synthese des Enzyms darstellt (Abb B).
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Abb. 5.5: Hydrogenaseaktivitat gemessen ajsPirdduktion mit Methylviologen
und Dithionit. WT: Synechocystis sp. PCC 6803 Wildtyp, WT22: Mutante mit
psbAll-Promotor vor denhox-Operon, E3: Mutante mjtsbAll-Promotor vor dem
hox-Operon und Strep-tag (ll) fusioniert an den C-Tiarm von HoxF. Die
Kultivierung erfolgte bei 200 uE fns® in BG-11-Medium mit verschiedenen Kon-
zentrationen von (A) NiGlund (B) NHFe(lll)Citrat. Neben der HProduktionsrate
(schwarze Balken) ist die Chlorophyllkonzentratigraue Balken) dargestelit.
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In der Eisenversuchsreihe wurde in allen AnsatzgquoM5 Nickel und in der Nickel-
versuchsreihe 23 uM Eisen zugefugt. Die Ergebnissdeutlichen, dass im Wildtyp und in
der Uberexpressionsmutante E3 die Aktivitat wedechkl Zugabe von héheren Nickel- noch
Eisenkonzentrationen im Medium gesteigert werdennkeDie Hydrogenaseaktivitat der
WT22 Mutante zeigt keine Korrelation zur Nickel- dureine negative Korrelation zur
Eisenkonzentration. Mit steigender Eisenkonzermnasinkt die Hydrogenaseaktivitat in der
Zelle. Dieser Zusammenhang ist nicht darin begrijrafess die hoheren Eisenwerte (bis zu
207 pM) toxisch fur die Zellen sind, da der Chldrgiigehalt in den Ansatzen konstant
bleibt. Im Gegensatz dazu ist zu beobachten, dassn@r Nickelkonzentration von 25 pM
das Wachstum der Bakterien gestort ist. In diesedtuken ist der Chlorophyllgehalt
signifikant geringer. In allen Vorkulturen war zuideitpunkt der Nickelzugabe der
Chlorophyligehalt identisch. Die bei 0 uM Np&Jemessene Hydrogenaseaktivitat erklart sich
durch Nickel-verunreinigte Chemikalien des BG-11elulens.

Die Versuche ergeben, dass die KonzentrationensvaM Nickel und 23 uM Eisen des in
dieser Arbeit verwendeten BG-11-Mediums keinentlenenden Faktor fur die Reifung des
Enzyms in den Uberexpressionsmutanten darstelles.ddesem Grund erfolgte die weitere
Kultivierung der Mutanten in diesem Medium.

5.1.3 Uberexpression des hyp-Operons

Die Ergebnisse der Konzentrationsreihen fiihrtenleruUberlegung, dass durch destAll-
Promotor die Expression daox-Gene in einem Umfang gesteigert werden konnteyaole
der natirlichen Menge an Reifungsproteinen (Hypdtnen) in Synechocystis nicht mehr
vollstandig assembliert werden konnen. Zu diesenecknerfolgte die zusatzliche Uberex-
pression dethyp-Gene. Diehyp-Gene in Synechocystis liegen als einzelne Gene oder in
kleinen Gruppen Uber das gesamte Chromosom verteil(Kapitel 3.6). InNostoc sp. PCC
7120 sind dienyp-Gene fypF, C, D, E, A undB) hingegen in einem Genkluster lokalisiert.
Beide Organismen weisen bidirektionale Hydrogenas@nhoher Sequenzéhnlichkeit auf
(Ludwig et al., 2006). Aus den genannten Tatsaarsohien es sinnvoll, dieyp-Gene aus
Nostoc in Synechocystis unter der Kontrolle dgssbAll-Promotors zu exprimieren.
Dashyp-Operon audNostoc sp. PCC 7120 wurde mit den Primern Ana-hypl und-Ayp2,
die die Schnittstellehdel und Sall aufweisen, amplifiziert und in den pCR 2.1 TOP@&ktbr
kloniert. Das 6,7 kb Fragment konnte anschlie3eber iden Verdau miiNdel und Sall
stromabwarts von denpsbAll-Promotor in denSynechocystis Expressionsvektor pDH2
kloniert werden. Dieses Konstrukt wurde in die WT22utante transformiert. Die
Hydrogenaseaktivitat dieser konstruierten Muta®) (wurde im Verhaltnis zum Wildtyp
(WT) sowie zur Ausgangskultur (WT22) getestet (Abl&). Sie zeigt ca. eine Verdoppelung
der Wasserstoffproduktion im Vergleich zu WT22. &a lasst sich schlieRen, dass die
Uberexpression der Hyp-Proteine zur SteigerungMiemge an aktiver Hydrogenase in der
Zelle fuhrt.
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Abb. 5.6: Hydrogenaseaktivitdt gemessen alkbduktion in
Gegenwart von Methylviologen und Dithionit. WT:
Synechocystis sp. PCC 6803, WT22: Mutante mpsbAll-
Promotor stromaufwérts voimox-Operon, 21: WT22 Mutante
mit dem hyp-Operon ausNostoc sp. PCC 7120 unter der
Kontrolle despsbAll-Promotors. Die Kultivierung erfolgte bei
200 PE rif st in BG-11-Medium.

Dashyp-Operon audNostoc sp. PCC 7120 wurde aul3er in die WT22 Mutante elisnh die
Mutante E3 transformiert und anschlieBend auf Hyenaseaktivitat getestet (Abb. 5.7 A).
Zwei der erhaltenen Mutanten (B und F) zeigten ejgesteigerte Hydrogenaseaktivitat
verglichen mit demSynechocystis Wildtyp (WT). Die Steigerung der #Produktion im
Vergleich zur E3 Mutante betrdgt ca. den Faktorizv@e liegt damit in der gleichen
GrolRenordnung wie der Aktivitatsunterschied zwischiitante 21 und WT22.

Die Expression der Hyp-Proteine volostoc sp. PCC 7120 irdynechocystis wurde mittels
eines Western Blots mit einem Antikdrper gegen Hygx@mplarisch tberpruft (Abb. 5.7 B).
Die zellfreien cytosolischen Extrakte der Mutantrund F enthalten mehr HypD als der
Wildtyp oder die E3 Mutante. Als PositivkontrollélypD) wurde Extrakt vonRalstonia
eutropha HF632 verwendet, welcher die Reifungsproteine daeembrangebundenen
Hydrogenase beinhaltet (Lenz et al., 2005)¢ Negativkontrolle AHyp) ist ebenfalls ein
Extrakt vonR. eutropha HF632 mit einer Deletion ddryp-Region. Beide Proben wurden
freundlicherweise von der Arbeitgruppe Prof. Dr.riigd Friedrich, Humboldt-Universitat
Berlin, bereitgestellt. Das Protein mit hoherem &kollargewicht, welches in den
cyanobakteriellen Stammen (WT, E3, B und F) in défestern Blot zusatzlich zu HypD
detektiert wird, resultiert aus einer unspezifistikeaktion des Antikdrpers HypD, da diese
Bande in denR. eutropha Stammen nicht sichtbar ist. Die Hydrogenaseakiivitnd der
Expressionslevel von HypD der beiden auf gleichemg\VWonstruierten Mutanten B und F
sind vergleichbar.
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Abb. 5.7: (A) Hydrogenaseaktivitdt gemessen alPkbduktion in Gegenwart von Methylviologen
und Dithionit. (B) 16,5%iges Tricin-SDS Gel und \i&gs Blot-Analyse mit Antikdrper gegen HypD.
WT: Synechocystis sp. PCC 6803, E3: Mutante nuigbAll-Promotor stromaufwarts vohmox-Operon
und Strep-tag (II) fusioniert an den C-Terminus vdoxF, B und F: Zwei E3 Mutanten mit
integriertemhyp-Operon ausNostoc sp. PCC 7120 unter der Kontrolle gebAll-Promotors, HypD:
PositivkontrolleRalstonia eutropha HF632 beinhaltet die Reifungsproteine der memiehngdenen
HydrogenasélLenz et al., 2005)AHyp: NegativkontrolleR. eutropha HF632 ohnéwyp-Region.
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Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die heterologerdéxpression delyp-Operons von
Nostoc sp. PCC 7120 iBynechocystis sp. PCC 6803 gelungen ist. Mit den Mutanten B knd
wurde eineSynechocystis Variante geschaffen, die aufgrund des Uberexprtemdrox- und
hyp-Operons gegentiber dem Wildtyp eine dreifach ggestes Hydrogenaseaktivitat aufweist
und zusatzlich einen fusionierten Strep-tag (Il) &rerminus von HoxF besitzt. Die
Mutante B bildet die Grundlage fur die im Folgengeasentierten Ergebnisse zur Isolierung
und Charakterisierung der [NiFe] Hydrogenase3uschocystis.

5.1.4 Heterologe Uberexpressionin E. coli

Parallel zur Expressionssteigerung der [NiFe] Hgérase unter der Kontrolle dpsbAll-
Promotors wurde versucht, das Enzyngircoli unter der Kontrolle des T7-Promotors noch
starker zu exprimieren. Dieyp-Gene, die potenzielle Endopeptidase (HoxW) undhias
Operon wurden in drei separaten SchritteR.igoli kloniert, um die Voraussetzungen fur die
Entstehung eines funktionellen Enzymkomplexes ziillen (Kapitel 4.3.11). Das
hyp-Operon ausNostoc sp. PCC 7120 wurde in den Vektor pET22 und liad\-Gen aus
Synechocystis in den pET26 kloniert. Die Klonierung dbex-Operons au$ynechocystis sp.
PCC 6803 mit fusioniertem Strep-tag (I) erfolgteden pET26 Vektor, dessen Antibiotika-
resistenz zuvor von Kanamycin in Gentamycin verénderden war. Nach der einzelnen
Transformation der drei Vektoren in FTD1&4 coli Zellen (hydrogenasefreie Mutante des
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NREL, National Renewable Energy Laboratory, GoldgisA) erfolgte die Anzucht und
Induktion durch Zugabe von 0,5 mM IPTG bei 37 °CacN 0, 1, 3 und 18 h wurden
Zellproben entnommen und deren cytosolische Protesuf einem denaturierenden
Acrylamidgel analysiert (Abb. 5.8). In Zellen miem HoxW Uberexpressionskonstrukt
erkennt man nach der Induktion eine verstarkte &gon eines Proteins mit einer Grof3e von
ca. 20 kDa. Da HoxW ein Molekulargewicht von ca.K3a besitzt, ist davon auszugehen,
dass die Uberexpression der potenziellen Endopsaidunktioniert hat. Bereits vor der
Induktion mit IPTG ist eine leicht erh6hte HoxW Mgnim Vergleich zu dek. coli Proben
mit anderen Konstrukten zu erkennen. Auch ohneltioin wird mit dem TT¥ac-Promotor
eine geringe Menge an T7 RNA Polymerase gebildietEDcoli Kulturen mit demhox- bzw.
hyp-Expressionskonstrukt zeigen nach Induktion desPiatmotors mit IPTG keine
signifikante Veranderung im Proteinbild. Entwedefolgt keine oder nur eine geringe
Expression der Gene. Das Ergebnis blieb auch naafafibon der Inkubationsparameter
Temperatur und IPTG-Konzentration unverandert. Ad&® war keine Aggregation von
rekombinanten Proteinen in ,Inclusion Bodies* enkear.

1h Oh 3h 18 h

| | | I |
[

G A K K AGKA G KA GK

72 __ j i
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40 —
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17 —

Abb. 5.8: 16,5%iges Tricin-SDS Gel, Coomassie Bjatarbt, mit
Aliquots der Uberexpression von (G) HoxW und (K)XE&EUYH
aus Synechocygtis sp. PCC 6803 sowie (A) HypABCDEF aus
Nostoc sp. PCC 712(n E. coli. Dargestellt ist die Expression vor
der Induktion mit 0,5 mM IPTG als Kontrollg)(sowie 1 h, 3 h und
18 h nach der Induktion mit IPTQ.(

Dashox-Operon- und daBoxW-Konstrukt wurden nacheinander in eine FTDE54oli Zelle
transformiert und die Proteinexpression im Gel fihdt. Als Ergebnis zeigte sich nach
Induktion mit IPTG eine ahnliche Zunahme der bsrdieschriebenen Proteinbande von
HoxW. Die Mutante besal keine Hydrogenaseaktivatath nicht nach 30 min,NBegasung
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der Kultur. Die Anaerobisierung diente dazu, Hieoli eigenerhyp-Gene zu aktivieren. Eine
zusatzliche Transformation ddwyp-Konstrukts in die Mutante fihrte ebenfalls zu legin
messbaren HProduktion. Nach diesen Ergebnissen wurden dieréXpeessionsversuche in
E. coli eingestellt.

5.2 Isolierung der [NiFe] Hydrogenase

5.2.1 Affinitatschromatographie: Ausbeute und Rein heit

Fur die Charakterisierung der [NiFe] Hydrogenaséeseine schnelle, schonungsvolle und
effiziente Aufreinigungsprozedur etabliert werdeDie Wahl fiel auf das Strep-tag
(IN/StrepTactin-System, eine Variante der Affingéhromatographie, die eine hohe Reinheit
bei gleichzeitig guter Ausbeute und moderaten Kosterspricht (Vergleich verschiedener
Affinitats-tags: Lichty et al., 2005). Mit Hilfe ddusionierten Strep-tag (Il) Sequenz an der
HoxF Untereinheit des Hydrogenase-Komplexes (Khité) erfolgte die gravimetrische
Isolierung des Enzyms aus der Mutante B (Kapitkel3).bei 6 °C unter aeroben Bedingungen
Uber eine StrepTactin-Sepharose-Saule (IBA, GdatipgDaten einer Reinigungsprozedur in
kleinem Maf3stab sind in der Tab. 5.1 zusammengefB@sdei wurde als Pufferbedingung
100 mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM NaCl (Puffer W) gel& Im Verlauf dieser Arbeit
erfolgte die Isolierung der Hydrogenase unter \leestenen Pufferbedingungen, um die
Stabilitat des Enzym-Komplexes zu testen (Kapit2l3.

Tab. 5.1: Reinigungstabelle der [NiFe] Hydrogenase Synechocystis sp. PCC 6803 in kleinem
MaRstab (1 Unit = Produktion von 1 umoj fin™).

Volumen Protein ges. spezif. totale  Reinig.- Aktivitats- Protein-
Protein Aktivitat  Aktivitat  faktor Ausbeuté Ausbeuté
[ml] [mg/ml]  [mg] [Units/mg] [Units] (n-fold) [%] [%]
Extrakt 5,00 13,60 68,00 0,076 5,169 1 100 100
AC? 0,50 0,025 0,013 87,782 1,097 1155 21,2 0,019

! zellfreier cytosolischer Extrakt

> AC: Eluat der StrepTactin-Affinitatschromatographie
® Der zellfreie cytosolische Extrakt dient als Refe.

Ausgehend von 2 g Zellmaterial (Frischgewicht) kennl3 pg Hydrogenase isoliert werden.
Die spezifische Aktivitat des Eluats betrug ca.l88ts/mg, gemessen alsHRroduktion mit
reduziertem Methylviologen als Elektronendonor. Dezinge Ausbeute flhrte dazu, dass der
Malistab der Isolierung stark vergréRert werden taugsir die in dieser Arbeit dargestellten
Analysen wurden ca. 16 mg Hydrogenase aus ca. @,Zdlimaterial aufgereinigt. Zur
Kultivierung waren ca. 2000 Liter notwendig.
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Die [NiFe] Hydrogenase konnte Uber die Affinitatsminatographie ca. 1155-fach
aufgereinigt werden. Diese hohe Reinheit bestéatgjgh durch die Coomassie- und
Silberfarbung der Elutionsfraktion in einem dengenden Agarosegel (Abb. 5.9). Mittels
MALDI-TOF Massenspektrometrie wurde die Identité@r dnarkierten Banden im Gel als
Untereinheiten (HoxEFUYH) der Hydrogenase/Diapheramittelt. Weitere schwache
Proteinbanden bei hoher Proteinkonzentration im @etden in einer Verbindung von
Flassigkeitschromatographie und Tandem-Massenspektrie (Kapitel 5.3.2) analysiert.

kDa 1 2 3 4 5

Treffer Score Sequenz- Masse

2 abdeckung [kDa]

HoxF 128 77 % 57,7
HoxH 116 77 % 52,8

55

43

34

26
HoxU 63 7% 26,2

HoxY 40 87 % 19,9

17 HoxE 25 80 % 18,7

Abb. 5.9: 16,5%iges Tricin-SDS Gel mit Fraktionensader Reinigungsprozedur der [NiFe]
Hydrogenase auSynechocystis sp. PCC 6803. Coomassie Blau Farbung des zefif@itosolischen
Rohextrakts (1), erste Durchfluss-Fraktion (2)tei/asch-Fraktion (3), Elutions-Fraktion mit der
hochsten Proteinkonzentration und hochsten Hyd@sgaktivitdt aus der StrepTactin-
Affinitatschromatographie (4) und Silberfarbungsigben Elutions-Fraktion (5). Die Identifizierung
der Proteine aufgrund der erhaltenen MALDI-Datefolgte Uber die Mascot-Such-Maschine
(Version 2.0, Matrix Science Ltd.).

5.2.2 Edman-Sequenzierung: Stéchiometrie der Unter  einheiten

Die Methode des Edman-Abbaus und der N-terminalequé&nzierung sollte zum einen

exakte Angaben Uber die Proteinkonzentration umd anderen genauen Aufschluss tber die
Art und Stochiometrie der Untereinheiten der igtéie Hydrogenase liefern.

Die in dieser Arbeit Ublicherweise verwendete Menozur Proteinbestimmung nach

Bradford (Kapitel 4.4.5) kann nur zur ungefahrensétiitzung der Proteinkonzentration

dienen. Fur einige Untersuchungen der Hydrogenasees/notwendig, eine moglichst exakte
Angabe der Konzentration zu besitzen. Aus diesemnémwurde von der WITA GmbH,
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Berlin, eine Edman-Sequenzierung der mittels Affitichromatographie isolierten
Hydrogenase durchgefiihrt. Die Firma verwendete 3ded gereinigten Enzyms, dessen
Konzentration zuvor nach Bradford auf 300 pmol/gstimmt worden war. Die theoretisch
eingesetzte Proteinmenge lag demnach bei 900 pmol.

Die Quantifizierung Uber die Edman-Sequenzierurgjdoaauf den integrierten Flachen der
Phenylthiohydantoin (PTH)-Aminosaurepeaks eines l&/kin Bezug auf den PTH-
Aminosaurestandard (100 pmol). AnschlieRend wutdediesen Konzentrationen mittels der
Ausbeute der Standardsequenzierung (1 nmol R3-LUattolin) auf die tatsachlich eingesetzte
Proteinmenge geschlossen. Daraus ergab sich emeheete Proteinmenge von 1918 pmol
fur die isolierte Hydrogenase. Die Bestimmung nBcadford fuhrt demnach bei der [NiFe]
Hydrogenase auSynechocystis zu einer Unterschatzung der eigentlichen Konzéatraum
ca. die Halfte. Diese Unterschatzung wurde durehKbnzentrationsbestimmung mit dem
Farbstoff Rose-Bengal bestétigt. Hier ergaben diesswerte ebenfalls deutlich hoéhere
Proteinkonzentrationen (Faktor 1,5) in Bezug zwadBord-Quantifizierung.

Die Identifizierung der einzelnen Untereinheiterwso die Ermittlung ihrer Stéchiometrie
erfolgten ebenfalls Uber die Edman-Sequenzierung Brgebnisse sind in Tab. 5.2
dargestellt. Die Existenz der funf erwarteten Rmtetereinheiten HoxE, F, U, Y und H der
isolierten Hydrogenase konnte mit der Methode ligstdverden. Die nacheinander
identifizierten PTH-Aminosauren stimmen mit den ader DNA-Sequenz bekannten
Aminosauren der Untereinheiten Uberein. Im 8. Zgklurde kein Threonin und im
12. Zyklus kein Serin detektiert. Diese Aminosauserd in den Zyklen aufgrund der DNA-
Sequenz von HoxE zu erwarten gewesen. Da die Karatiem von HoxE im Isolat gering ist
(siehe unten), wird vermutlich in diesen Zyklen deachweisgrenze nicht erreicht. Die
Aminosaure Cystein ist ohne vorherige AlkylierungkEdman-Abbau nicht nachweisbar. Aus
diesem Grund ist in Zyklus 13 kein PTH-CysteinoxY vorhanden. Bis auf HoxF sind alle
Proteinuntereinheiten N-terminal ohne initiales Menin detektiert worden. Neben den
bestétigten Untereinheiten wurden in manchen Abjidem weitere PTH-Aminosauren
ermittelt. Diese kdnnen von zusatzlichen Proteingonenten stammen.

Die quantitative Abschatzung der einzelnen PTA-Awstiuren Uber den gesamten Abbau,
besonders in Zyklen, bei denen keine Parallelitéiamelner Aminosauren auftraten (Zyklus
5 6, 7, 8, 10 und 13), ergab fir HoxE:F:U:Y:H éerhaltnis von 0,2:2:2:1:1. Die
eigentlichen Hydrogenaseproteine HoxY und HoxH kanndamit im gleichen Verhaltnis
zueinander vor, genauso wie die Diaphorase-Unteegen HoxU und HoxF. Im gesamten
Enzym-Komplex liegt dagegen die Diaphorase gegeniilee Hydrogenase doppelt so
konzentriert vor. HoxE, die kleine Untereinheit dg@iaphorase, bildet eine Ausnahme. Das
Protein macht nur einen Anteil von 3,2 % Prozentdatierten Komplex aus.
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Tab. 5.2: Edman-Abbau und Sequenzierung der mig#isitatschromatographie isolierten [NiFe]
Hydrogenase auSynechocystis sp. PCC 6803. Bestimmung der Stochiometrie deefdirtheiten von
HoxEFUYH. In der Sequenz nicht detektierte Amingsésind mit einem X dargestellt.

Zyklus PTH-AS PTH-AS PTH-AS PTH-AS PTH-AS
HoxU HoxF HoxY HoxH HoxE
1 S M A S T
2 \Y D K K Vv
3 \Y, I I T A
4 T K R I T
5 L E F Y, D
6 T L A I R
7 I K T D Q
8 D E Y, P X
9 D I w Y, Y,
10 K A L T P
11 A T A R P
12 I K G I X
13 A S X E A
Verhaltnis 2 2 1 1 0,2

Insgesamt wird durch die Edman-Sequenzierung dbuytiass die funf Untereinheiten des
Hydrogenase-Komplexes aBgnechocystis nach der Isolierung nicht in &quimolaren Mengen
vorliegen. Dies kann den physiologischen Zustandevepiegeln, kann aber auch durch die
Reinigungsprozedur bedingt sein. Moglicherweisesatisert der Komplex wahrend der
Isolierung auseinander. Da der Strep-tag (II) am glio3e Diaphorase Untereinheit HoxF
fusioniert ist, kdnnen einzelne Untereinheiten udydrogenase Komplexe ohne HoxF
verloren gehen. Aus diesem Grund wurde die Stabildes Enzym-Komplexes bei
veranderten Reinigungsbedingungen getestet. Dielbigse sind im Folgenden dargestellt.

5.2.3 Stabilitdt des Hydrogenase-Komplexes: Einflu  ss der Pufferbedingungen

In verschiedenen Experimenten wurden die Pufferigeaigen wahrend der Affinitats-
chromatographie (Kapitel 5.2.1) verdndert, um dieabHtat des isolierten [NiFe]

Hydrogenase-Komplexes zu testen.

Untersuchungen des Einflusses von EDTA und derk8akentration sind in Abb. 5.10
dargestellt. Es wurden vier verschiedene Pufferigpdigen gewahlt. Abweichend von
Puffer W (100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl) wde die Salzkonzentration auf
50 mM NaCl gesenkt und aul3erdem die Zugabe von 1 EIMA untersucht. Die

Hydrogenaseaktivitat wurdss H-Produktionin Gegenwart von Methylviologen und Dithionit
gemessen. Dargestellt ist die Anfangsaktivitat ndeh Isolierung in Units/mg sowie die
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prozentuale Aktivitat des Enzyms nach Aufbewahriveg 6 °C und -80 °C in Bezug zur
Anfangsaktivitat (100 %) der jeweiligen Isolierung.
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Abb. 5.10: Stabilitdt der [NiFe] Hydrogenase v@mechocystis sp. PCC 6803. Das Enzym
wurde in verschiedenen Puffern mittels Affinitatsohatographie aufgereinigt. Alle Puffer
beinhalteten 100 mM Tris (pH 8,0). Variiert wurdee Konzentration von NaCl (50 und
150 mM) sowie die Zugabe von 1 mM EDTA. Die Hydrogseaktivitat wurde als
H,-Produktion in Gegenwart von Methylviologen undHiohit gemessen. Dargestellt ist die
Anfangsaktivitat in Units/mg und die prozentualetititat des Enzyms nach Aufbewahrung
bei 6 °C und -80 °C in Bezug zur Anfangsaktivitéer deweiligen Isolierung. *Die
Enzymprobe wurde zwei Mal in flissigem Stickstafigefroren. (1 Unit = Produktion von
1 pmol H min™)

Ein Vergleich der einzelnen Anfangsaktivitaten na@ider zeigt deutlich geringe Aktivitaten
der mit EDTA isolierten Hydrogenasen. AulRerdemtldss Aktivitat der Hydrogenase durch
Zugabe von EDTA bei 6 °C schneller nach als ohn& AEine Konzentration von 150 mM
NaCl ist deutlich besser als 50 mM NaCl fur die Wy der Hydrogenaseaktivitat nach dem
Einfrieren in flissigem Stickstoff und der Lagerubg -80 °C. Das Enzym verliert durch
langere Lagerung bei -80 °C (gemessen nach 42 TageNergleich zur kurzen Lagerung
(gemessen nach 4 Tagen) in allen vier untersudhtdfern kaum zusatzlich an Aktivitat.
Erneutes Einfrieren und Auftauen senkt die Aktiva#lerdings betrachtlich. Eine Ausnahme
bildet die isolierte Hydrogenase in 50 mM NaCl, 108 Tris (pH 8). Der Enzymkomplex ist
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in allen Puffern relativ stabil wéhrend der Lageyurei -80 °C, verliert allerdings durch den
Prozess des Einfrierens/Auftauens deutlich an Aktivinsgesamt bleibt die Aktivitat in
Puffer W Uber alle ZeitrAume am besten erhaltere Dinter den vier verschiedenen
Bedingungen isolierten [NiFe] Hydrogenasen wurden Bag der Isolierung zusatzlich in
einer nativen Gelelektrophorese untersucht (Abhl1)5.Alle Isolate zeigen dabei jeweils
mind. zwei native Hydrogenase-Formen. Die Zugalhe EDTA wahrend der Aufreinigung
resultiert in einer weiteren Form des Hydrogenaseiflexes. Die Auftrennung der
Komplexe in der nativen Gelelektrophorese erfolggridas Verhéaltnis von Ladung zu Grole,
weshalb die unterschiedlichen Laufstrecken keinakin Aussagen Uber die GrofRe und
damit die Zusammensetzung zulassen.

Die zwei gewahlten Salzkonzentrationen (50 mM urigD InM NaCl) wahrend der
Affinitatschromatographie fuhren jeweils zu einepdpelbande im nativen Gel. Da die
Abnahme der Aktivitat Gber die Zeit bei 150 mM NadHutlich geringer ausféllt als bei
50 mM NaCl, wurde mit der héheren Salzkonzentratveiter gearbeitet.

kDa 50 mM NaCl 50 mM NaCl 150 mM NaCl 150 mM NaCl
1 mM EDTA 1 mM EDTA

- -

140 —

232 —

-

Abb. 5.11: 16,5%iges ,Clear native* Gel mit der fid] Hydrogenase von
Synechocystis sp. PCC 6803. Das Enzym wurde in verschiedenefefuf
mittels Affinitdtschromatographie aufgereinigt. @llPuffer beinhalteten
100 mM Tris (pH 8,0). Variiert wurde die Konzentoat von NaCl (50 und
150 mM) sowie die Zugabe von 1 mM EDTA. Der Progeimalt pro Spur
betrug ca. 36 pg. Das native Gel wurde Coomassie gfarbt.

Einfluss des pH-Werts

In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss gésWerts auf die Stabilitdt des

Hydrogenase-Komplexes untersucht (Abb. 5.12). Dasyl wurde in vier verschiedenen
Puffern (100 mM KpPuffer (pH 6,0), 100 mM KgPuffer (pH 7,0), 100 mM Tris (pH 8,0)

und 100 mM Tris (pH 9,0)) mittels Affinitatschronographie aufgereinigt. Alle Puffer

beinhalteten zusatzlich 150 mM NaCl. Die Enzymditgibj gemessen als prozentuale
Aktivitat in Bezug auf die jeweilige Anfangsakti&it(100 %), zeigt sich nach einem Tag bei
6 °C im Puffer mit pH 8,0 und 9,0 deutlich héhes ah Puffer mit pH 6,0 und 7,0. Die

Anfangsaktivitdt am Tag der Isolierung betragt Ipéi 9,0 allerdings nur ca. 1/3 der
Anfangsaktivitat bei pH 8,0. Vier Tage nach deditsang ist keine Aktivitat mehr fir pH 6,0

messbar. Am stabilsten zeigt sich der Hydrogenaseg{ex bei pH 8,0.
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Im nativen Gel sind keine Unterschiede zwischenlokrverschiedenen pH-Werten isolierten
Hydrogenasen erkennbar (Ergebnis nicht dargest@it)e Variation des pH-Werts fuhrt

demnach nicht zur Stabilisierung eines einzigeivaeatHydrogenase-Komplexes.

Es wurde aul3erdem versucht, die Enzymstabilitatididugabe von 10 % (w/v) PEG 6000,
10 % (v/v) Glycerin oder 25 % (v/v) Glycerin wahdeder Aufreinigung zu erhéhen. Es war
kein positiver Effekt erkennbar (Ergebnis nichtgéstellt).

[ Anfangsaktivitat (Units/mg)
Il Anfangsaktivitat (100 %)

I 1Tag 6T (%)
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Abb. 5.12: Stabilitat der [NiFe] Hydrogenase v®mechocystis sp. PCC 6803. Das Enzym
wurde in verschiedenen Puffern (100 mMHRpiffer pH 6,0 und 7,0; 100 mM Tris pH 8,0
und 9,0) mittels Affinitatschromatographie aufgergi. Alle Puffer beinhalteten 150 mM
NaCl. Die Hydrogenaseaktivitat wurde als-Produktion in Gegenwart von Methylviologen
und Dithionit gemessen. Dargestellt ist die Anfakgwitat in Units/mg und die prozentuale
Aktivitat des Enzyms nach Aufbewahrung bei 6 °CHezug zur Anfangsaktivitat der
jeweiligen Isolierung. (1 Unit = Produktion von inpl H, min™).

AbschlieRend ist festzustellen, dass unter den stpgen Isolierungsbedingungen die
Hydrogenaseaktivitat Uber die Zeit am besten infdP (100 mM Tris (pH 8,0), 150 mM
NacCl) erhalten bleibt.

5.2.4 Gelfiltration

Im Zuge der Kiristallisierungsexperimente erfolgiaeeGelfiltration. 2 mg des uber die
StrepTactin-Saule isolierten Enzyms wurden in Ruffé mit einer Konzentration von
6,5 mg/ml auf eine Gelfiltrationssaule HiLd&d 16/60 SuperdeX' 200 prepgrade
(GE Healthcare, Minchen) aufgetragen. Die Sauleeiva Hohe von 60 cm und einen
Durchmesser von 1,6 cm (Saulenvolumen=\20,6 ml). Das Elutionsprofil dieser Gréf3en-
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Ausschluss-Chromatographie ist in Abb. 5.13 dasdsMehrere Absorptionspeaks zeigen,
dass nach der Isolierung verschiedene Hydrogenasglexe vorliegen.
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Abb. 5.13: Gelfiltrationslauf der mittels Affinitithromatographie isolierten
[NiFe] Hydrogenase auSynechocystis sp. PCC 6803. 2 mg Protein wurden
auf eine HiLoad" 16/60 Superdé¥ 200 prepgrade Saule (GE Healthcare,
Minchen) mit einer H6he von 60 cm und einem Durdseevon 1,6 cm
appliziert. Die FlieRgeschwindigkeit betrug 0,5milt x: Die Hydrogenase-
aktivitat wurde als BOxidation (Unit = Oxidation von 1 pmol Hmin™)
gemessen.

Zur Bestimmung des Molekulargewichts der verschmede Enzymformen wurde die
Gelfiltrationssaule kalibriert (Abb. 5.14). Verwestdwurden Proteine unterschiedlichen
Molekulargewichts aus dem High und Low Molecularigi® Gel Filtration Calibration Kit
(GE Healthcare, Miinchen). Uber die Elutionsvolum(vig der jeweiligen Standardproteine
und das zuvor bestimmte Ausschlussvolumen der S&dle 44 ml) konnte mit Hilfe der
Formel 5.1 der Verteilungskoeffizient fi-Wert) berechnet werden.

Kav = (Ve V9 (5.1)

Nach Erstellen einer Kalibrierungsgeraden (Abb. 4b.1mit der Gleichung
(K, =-0,18621 In (Molekulargewicht (kDay 1,2393] und dem Regressionskoeffizienten

R?=0,983 wurde das Molekulargewicht der einzelnéuti@hseinheiten der Hydrogenase
errechnet. Die Proteine des Peak A eluieren bet 43 ml. Sie liegen im Bereich des
Ausschlussvolumens und damit aul3erhalb der Treigifai der S&ule (bis 600 kDa). Der
Komplex in Peak A ist in einem erneuten Gelfilivaslauf stabil, zeigt allerdings genauso
wie die Fraktionen von Peak D (83 ml - 88 ml) keldgdrogenaseaktivitat (gemessen als
H,-Aufnahme). Das Molekulargewicht der Proteine vealPD betragt ca. 41 kDa. Die zwei
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nativen Enzymkomplexe mit der Grol3e von ca. 175 @@&ak B) und ca. 124 kDa (Peak C)
sind aktiv. Anhand der Aminosauresequenz der Hyeltage vorBynechocystis lasst sich ein
Molekulargewicht von ca. 176 kDa fur einen Komplé&estehend aus den Untereinheiten
HoxEFUYH, errechnen. Dies entspricht der Gro3eRteseins, das als Peak B eluiert.

0,8
Ribonuklease (13,7 kDa)
([ ]
@ Chymotrypsinogen (25 kDa)
067 Ovalbumin (43 kDa)
Peak D (41 kDa) @ Albumin (67 kDa)
z _
x 0,4
@ Aldolase (159 kDa)
Peak C (124 kDa)
Peak B (175 kDa)
0,2 ® Katalase (232 kDa)
Ferretin (440 kDa)
0,0 T
10 100 1000

log Molekulargewicht [kDa]

Abb. 5.14: Kalibrierung der HiLodd 16/60 Superdé¥ 200 prepgrade
Saule (GE Healthcare, Minchen) bei einer FlieRgeseligkeit von
0,5 ml/min (schwarz). Verwendet wurden Proteine Mesdecular Weight
Gel Filtration Calibration Kits (GE Healthcare). iDéerteilungskoeffizient
(Kav) wurde gegen das Molekulargewicht der Proteingettdgen. Darstel-
lung der errechneten Molekulargewichte der Protaeune Peaks B, C, D der
Gelfiltration (rot).

Die native Gelelektrophorese (Abb. 5.11) zeigt iegénsatz zu der Gelfiltration (Abb. 5.13)
nur zwei Protein-Komplexe der isolierten HydrogenasPuffer W. Proteine des Peak D der
Gelfiltration sind evtl. in der Probe zu schwachmkentriert, um im nativen Gel sichtbar zu
werden. Die Agglomeration des Enzym-Komplexes niereGrolle von >600 kDa (Peak A)

resultiert vermutlich aus Effekten wahrend des ¢éamgaufs in der Gelfiltration oder durch

Auftauen und Einfrieren. Da die Gelfiltrations-Apsén im Institut de Biologie Structurale

(IBS, Grenoble) durchgefihrt wurden, war die PrabBergewohnlich lange eingefroren und
wurde mehrmals aufgetaut. Dagegen erfolgte dieveaelelektrophorese direkt nach
Isolierung der Hydrogenase. Die Enzymform in Peadtellt keinen physiologischen Zustand
dar, sondern ist ein inaktives Artefakt.

Um die aktive Enzymform in Peak B, die entsprechdmwér Grof3e einen Komplex aus

aquimolaren Mengen HoxEFUYH darstellen kdnnte, dem kleineren Komplex (Peak C)

Zu separieren, wurde eine Anionen-Austausch-Chrognaphie als zuséatzlicher Reinigungs-
schritt nach der Gelfiltration durchgefuhrt.



Ergebnisse 65

5.2.5 Anionen-Austausch-Chromatographie

Die Elutionsfraktionen des Peaks B (58 - 64 ml) deisGelfiltration (Abb. 5.13) wurden zu-
sammengefasst und auf eine ProteinkonzentratiorOy®mg/ml konzentriert. AnschlieRend
erfolgte die Applikation von 100 pug der Hydrogenasd eine MonoQ 5/50 Saule (GE
Healthcare, Minchen) mit einer Hohe von 5 cm undemi Durchmesser von 0,5cm
(Saulenvolumen V= 1 ml). Die FlieRgeschwindigkeit betrug 1 ml/m#unachst wurde mit
verschiedenen NaCl Konzentrationen in Stufengraeieder Konzentrationsbereich fur die
Elution der Hydrogenase getestet. Die Reinigunglgi# schliel3lich in einem linearen Gra-
dienten. Das Elutionsprofil dieses Gradienten nt NaCl-Lésung (0 - 1 M NacCl in 20 min)
ist in Abb. 5.15 dargestellt. Die aktive Hydrogemaduiert bei 440 - 510 mM NacCl (Pfeil).
Weitere kleine Absorptionspeaks verdeutlichen, di#gsdiydrogenasefraktionen aus der Gel-
filtration mittels Anionen-Austausch-Chromatographieiter gereinigt werden kdénnen.
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Abb. 5.15: Chromatographie der Hydrogenase @gnechocystis sp. PCC

6803. Verwendet wurde eine MonoQ 5/50 Anionen-Austh-Saule (GE
Healthcare, Minchen) mit einer Hohe von 5 cm umém@i Durchmesser von
0,5 cm. 100 pg Protein (Peak B aus der vorgesthalt&elfiltration,

Abb. 5.13) wurde mit einer Konzentration von 0,5/migappliziert. Die

FlieRgeschwindigkeit betrug 1 ml/min. Eluiert wurde einem linear
steigenden Gradienten mit 1 M NaCl-Lésung (0 - N&Cl in 20 min).

Der Hydrogenase-Komplex nach der Gelfiltration wamchlieenden Anionen-Austausch-
Chromatographie (10,5 - 12 ml Elutionsfraktionenkist das Molekulargewicht von
ca. 175 kDa auf und bleibt in einem erneuten Geidfibnslauf stabil und aktiv. Das Ergebnis
zeigt, dass die beiden zusatzlichen Reinigungdsehmotwendig sind, um einen einzigen
stabilen und aktiven Hydrogenase-Komplex zu erhalign Nachteil der Prozedur besteht
darin, dass durch die Folge der ReinigungsschiigleEnzym verloren geht.
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5.3 Zellulare Position der [NiFe] Hydrogenase

5.3.1 Physiologischer Zustand

Nach der Isolierung der [NiFe] Hydrogenase vd@ynechocystis Uber Affinitats-
chromatographie liegen mindestens zwei untersdbledlusammengesetzte Komplexe vor.
Dies geht aus der nativen Gelelektrophorese (Klapi23) und der Gelfiltration (Kapitel
5.2.4) hervor. Um der Frage nachzugehen, ob diesmdn den physiologischen Zustand
widerspiegeln oder durch die Reinigungsprozeduringtdsind, wurden verschiedene
Gesamtproteinextrakte Uber native Gelelektrophcaesgetrennt (Abb. 5.16).

WT WT22 AHoxEH

’

B ; £ " <

Abb. 5.16: Western Blot-Analyse mit
Antikérper gegen HoxF. Gesamtproteinextrakte
des Synechocydtis sp. PCC 6803 Wildtyps
(WT), der Mutante mitpsbAll-Promotor vor
dem hox-Operon (WT22) und der HoxEFUYH
Deletionsmutante AHoxEH) wurden Uber ein
16,5%iges ,Clear native" Gel separiert.

Verwendet wurde der Extrakt vo8ynechocystis Wildtyp (WT) von der Mutante mipsbAll-
Promotor stromaufwarts ddmox-Operon (WT22) und der HoOXEFUYH Deletionsmutante
(AHoxEH). Die Detektion der Hydrogenase erfolgte (dieen Western Blot mit Antikorper
gegen HoxF. Bei der WT22 Mutante sind drei untaestifthe Banden deutlich zu erkennen,
die beim Wildtyp nur sehr schwach und bei der Deftsimutante gar nicht erscheinen. Die
Intensitat der Banden ist in der Uberexpressionantaf wie erwartet, ausgepragter.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Hydrogemaseh mit unterschiedlicher
Stochiometrie der Untereinheiten in der Zelle \vegén kénnten. Es kdnnte auch sein, dass
die Untereinheiten in aquimolaren Mengen vorliegdie, Komplexe sich aber zu Dimeren
oder Multimeren zusammenlagern. Die Auftrennung d@mplexe in der nativen
Gelelektrophorese erfolgt Uber das Verhdaltnis voadung zu Gro3e, weshalb die
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unterschiedlichen Laufstrecken keine exakten Aumsaiper die Grol3e zulassen. Dennoch ist
auffallig, dass die Banden deutlich héher liege die Banden der isolierten Hydrogenase
(Abb. 5.11). Daher ist es ebenfalls méglich, daas lEBnzym in der Zelle an unterschiedliche
Komponenten assoziiert ist.

5.3.2 Protein-Assoziation

Die Verbindung von Flissigkeitschromatographie ufidndem-Massenspektrometrie
(LC-ESI-MS/MS) eignet sich zur Identifizierung v@&moteinen mit geringer Konzentration in
komplexen Proben. Die Nachweisgrenze von Proteilegih bei ca. 10 fmol. Die Methode
erwies sich daher als besonders geeignet, um ansuichen, welche Proteine an der [NiFe]
Hydrogenase vorsynechocystis sp. PCC 6803 assoziiert sein konnten. Zu diesem Zweck
wurde die isolierte Hydrogenase aus der Affinithitsmatographie (Kapitel 5.2.1) in
verschiedenen Konzentrationen auf denaturierend@ni3DS Gele aufgetragen. Nach der
Elektrophorese wurden 8 Proteinbanden ausgesamitab. 5.17) und per LC-ESI-MS/MS
analysiert.

kDa kDa kDa
A 55 il 55 HOXF
55 A3 — — HoxH
Ag 1 43 — 3
2 34—
34 — 4 -
34 — 26 — HoxU
26 26 —| - __ HoxY
‘ HoxE
7= 2
17— - 7
17 — I8 - 3
A B C

Abb. 5.17: Gelelektrophorese der isolierten [NiFgdrogenase von
Synechocystis sp. PCC 6803 in 16,5 (A, C) bzw. 10 %igen (B) iFrc
SDS Gelen. Die 8 umkreisten Banden wurden mitt€l<€ESI-MS/MS
analysiert.

Eine Zusammenfassung der massenspektrometriscragseriiefert Tab. 5.3. Dargestellt ist
eine Auswahl der identifizierten Proteine, derenqugmz durch die Tandem-Massen-
spektrometrie zu mindestens 29 % abgedeckt wurde. Tabelle umfasst nicht die
detektierten ribosomalen Proteine sowie Proteinbekannter Funktion. Viele Proteine
wurden in mehreren der ausgeschnittenen Banderktigete Die Identifizierung mit der

hdchsten Abdeckung ist fett gedruckt.
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Tab. 5.3: Auswahl von Proteinen der LC-ESI-MS/MSalyse, die gemeinsam mit der [NiFe]
Hydrogenase voi®ynechocystis sp. PCC 6803 in der Affinitatschromatographie exlei. Die nicht
dargestellten Proteine umfassen ribosomale Proteiddroteine unbekannter Funktion.

Bezeichnung Beschreibung Ab- Masse Gel-
(Cyanobase) deckung (kDa) Bande
slrQ757 KaiB homolog 73,3 11928 8
sll0822 AbrB-ahnlicher Transkriptionsfaktor 72,1 953 65,7
sll0982 Thylakoidmembran-assoziiertes Protein 68,8 14274 7
slr0012 Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/-Orgge 67,3 13231 7,8
(RuBisCO)kleine Untereinheit (rbcS)
sll0359 AbrB-ahnlicherTranskriptionsfaktor 65,8 082 65,7
slr1256 Ureasey Untereinheit (ureA) 65 11049 8
slr2075 10 kDa Chaperonin (groES) 61,3 11178
slil721 Pyruvat Dehydrogenase;XByruvat Dehydrogenase57,7 35686 24
Komplex
sll1638 Periphere Untereinheit des PhotosysteipsbQ) 57,7 16467 7
slr0623 Thioredoxin (trxA) 56,1 117417
slr1839 CcmK, C@Konzentrierungsmechanismus 52,7 11898
sll0819 Photosystem |, Untereinheit Il (psaF) 152, 18237 65,7
ssr3383 Phycobilisom LC Bindeprotein (apcC) 49,3 7800 8
sllo617 Vippl, Plasmamembran-assoziiert, esserfidietlie 49,1 28888 4,2,3
Thylakoidmembran Bildung
slr0013 Plasmamembran-assoziiertes Protein 48,6 781866,8
slr0879 Glycin Decarboxylase Komplex H-Potein (gkvH 47,7 14571 8,7,6,5
slr1623 NADH Dehydrogenase |, Untereinheit M 46,3 14069 7
slr1096 Dihydrolipoamid Dehydrogenases)(Byruvat 45,8 51232 1
Dehydrogenase Komplex
sllo679 SphX Protein Vorlaufer (sphX) 44,3 367564,2
slr1562 Glutaredoxin (grxC) 43,1 122147
slr1513 sbtB, Komponente desW4CO; Transporters 38,2 11999 7,5,8
ssl3093 Phycocyanin-assoziiertes Bindeprotein (§pcD 36,1 9317 8
ssl2009 Thylakoid-Membranprotein 33,3 10798
slr1128 mdgliches Membranprotein 32,7 35702,4
sll0891 2-Ketosauren Dehydrogenase (Malat Dehydragge, 31,5 34324 4,2
Lactat Dehydrogenase) (citH)
sll1841 Dihydrolipoamid Acetyltransferase p(Pyruvat 29,6 44870 3,4,2,1

Dehydrogenase Komplex

Interessanterweise wurden in allen analysierterieidoanden die finf Hox-Untereinheiten
der Hydrogenase mit jeweils sehr hoher Abdeckumgptitiziert. Dies macht deutlich, wie

stark das Enzym dominiert und dass die koeluiemerfei®teine im Vergleich sehr gering

konzentriert sind. Eine Uberladung des Gels warwantlig, um neben den Hox-

Untereinheiten weitere Banden im Gel sichtbar zehea. Es kann sich bei allen Kandidaten
auch um Proteine handeln, die mit dem StrepTa@mSdule interagieren und nicht an die
Hydrogenase voBynechocystis assoziiert sind.

Unter den koeluierenden Proteinen befinden siclemadytosolischen auch Thylakoid- bzw.
Plasmamembran-assoziierte Proteine, die moglicheewér die Membran-Assoziation der
Hydrogenase inSynechocystis verantwortlich sein konnen. Uberraschenderweisedan
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aul3erdem zwei AbrB-ahnliche Transkriptionsfakto(sl0822, sll0359) detektiert, die im
Zusammenhang mit der Regulation der HydrogenaseSyoechocystis bekannt sind (Ishii
und Hihara, 2008; Oliveira und Lindblad, 2008). ¥¥e Proteine sind nennenswert, die fur
eine physiologische Funktion der Hydrogenase istenet sein konnten, wie die drei
Komponenten des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexeld72dl, sIr1096, sll1841), die
2-Ketosauren Dehydrogenase (sll0891), die periphergereinheit M der NADPH
Dehydrogenase, Komplex | (slr1623) und die UntdreinH des Glycin Decarboxylase-
Komplexes.

5.3.3 Zellulare Lokalisierung

Um der Frage nachzugehen, wo die [NiFe] HydrogemwaseSynechocystis sp. PCC 6803
zellular lokalisiert ist, wurden die Thylakoid- (TMund Plasmamembranen (PM) der
Synechocystis Mutante B (Kapitel 5.1.3) mit fusioniertem Stregt (1) an HoxF mittels
Dichtegradientenzentrifugation getrennt und ans@and isoliert. Zusammen mit den
Gesamtmembranen (GM) und dem cytosolischen Ex{@k) wurde das Vorkommen der
Hydrogenase in den Proben Uber eine Western Blaty&a untersucht (Abb. 5.18). Dabei
wurde ein Antikorper gegen den Strep-tag (ll) verdet. Die aus der Mutante isolierte
[NiFe] Hydrogenase (H) diente als Positivkontrolleallen Proben erscheint bei ca. 58 kDa,
entsprechend der Grol3e von HoxF, ein Signal.

kDa CE GM PM ™ H kba TMPM T™ PM
o I B ' |
| |
55 — 72—
40 -
3 — o 55 — ‘ ’
e
40 -
-
& — 55 — -
55 — 40 —
anti-Strep-tag(ll) anti-NrtA  anti-CP47

Abb. 5.18: Western Blot-Analyse mit Antikorper gag&trep-tag (Il) zur Identifizierung der
[NiFe] Hydrogenase vorSynechocystis sp. PCC 6803 im cytosolischen Extrakt (CE), im
Gesamtmembran Extrakt (GM), in der Plasmamembrit) (id in der Thylakoidmembran (TM).
Zur Kontrolle diente die isolierte Hydrogenase 8ysechocystis (H). Die Western Blot-Analysen
mit Antikorpern gegen NrtA und CP47 dienten zur kpioéfung der Reinheit der TM- und PM-
Fraktion. NrtA ist als Markerprotein nur in der PMas Chlorophyll-bindende Protein CP47
dagegen nur in der TM vorhanden. Verwendet wurdeh % Tricin-Gele.

Uber eine zusétzliche Western Blot-Analyse mit Ripern gegen die Proteine NrtA und
CP47 wurde Uberprift, wie rein die isolierten Fiakén der Thylakoid- und Plasmamembran
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sind. CP47 st ein Chlorophyll-bindendes Proteind uaus diesem Grund in den
Thylakoidmembranen lokalisiert. Als Markerproteiiir fdie Plasmamembran diente NrtA,
welches eine Komponente des Nitrattransporterseised Membran vo8ynechocystis ist.

Das Protein CP47 konnte ausschlieBlich in der TEk#ion nachgewiesen werden.
Allerdings ist der Proteinauftrag der beiden Frahké&in nicht vergleichbar, weshalb eine
Verunreinigung der Plasmamembran mit Thylakoidmembnicht ausgeschlossen werden
kann. Die Methoden zur Bestimmung der Proteinkotraéon sind fir Plasma- und
Thylakoidmembran Isolate vo8ynechocystis ungenau (Backasch, 2008). In den isolierten
Thylakoidmembranen erscheint bei grol3em Proteiregifein schwaches Signal fur das
Protein NrtA. Die Fraktion ist demnach mit Plasmarbeanen verunreinigt. Vergleicht man
die Signalstarken der Banden in Bezug zum Protéiaa, erkennt man, dass es sich nur um
eine sehr schwache Verunreinigung handelt. Untetidsichtigung dieser sehr geringen
Verunreinigung resultiert die mittels Western Blgégen Strep-tag (lI) nachgewiesene
Hydrogenase in der TM-Fraktion sicherlich zum Tataus, dass das Enzym tatsachlich dort
assoziiert ist. Die Western Blot-Analyse zeigt ¢lebt dass die [NiFe] Hydrogenase von
Synechocystis sowohl gelést im Cytosol als auch in der Fraktider Gesamtmembran
vorliegt.

Uber ein quantitativ unterschiedliches Vorkommerr dtydrogenase in geldster bzw.
Membran-assoziierter Form kdnnen keine Aussagemffgt werden, da die aufgetragenen
Proteinmengen, trotz Proteinbestimmung, stark eaanm.

5.4 Kristallisierung

Die Grundvoraussetzung und gleichzeitig der schgsee Schritt bei der Strukturaufklarung
eines Proteins mittels Rontgenkristallographiedst Erzeugung geeigneter Kristalle. Die
spezifischen Kristallisationsbedingungen eines st lassen sich nicht herleiten, sondern
missen durch zahlreiche Versuchsansatze herausdetrberden. Ein wichtiger Faktor, der
zum Gelingen der Kristallisierung beitragt, isteeinohe Reinheit des eingesetzten Proteins.
Die Reinheit der [NiFe] Hydrogenase v8mechocystis nach der Affinitdtschromatographie
wurde mittels SDS-PAGE und MALDI-TOF-Massenspektetne tberprift und als hoch
eingestuft (Kapitel 5.2.1).

Aus diesem Grund wurde das aus der Affinitatschtographie isolierte Enzym, nachdem es
durch eine 0,45 um Membran filtriert wurde, direldrwendet. Die Kristallisationsansatze
wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Juan-@arFontecilla-Camps am Institut de
Biologie Structurale (IBS, Grenoble, Frankreich)rahgefihrt. Die ersten Versuchsreihen
wurden bei 20 °C in Puffer W manuell nach der Mdthales ,sitzenden Tropfens® mit
Enzymkonzentrationen von 5 mg/ml - 10 mg/ml durdtigg. Dabei stellte sich heraus, dass
sich die Hydrogenase bei einer Konzentration ver85 mg/ml (ermittelt mit Rose Bengal)
am besten verhielt. Mit einer Enzymkonzentratiom \&4 mg/ml wurden mit Hilfe eines
Robotersystems nach der Methode des ,hangenderiensipt34 verschiedene Konditionen
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getestet. Daraus resultierte ein Ansatz mit eingversprechenden Bildung von Spheruliten
(Abb. 5.19 A), die an ihrer Oberflache kleine Kaittadeln aufweisen. Es gelang nicht mit
einem isolierten und zerstofRenen Spherulit als KEimzelkristalle zu ztchten.

v

nnnnn

100 pm

C D

Abb. 5.19: Kristallisierung der [NiFe] HydrogenasePuffer W ausSynechocystis

sp. PCC 6803 nach der Methode des ,hangenden fispfa) und des ,sitzenden
Tropfens® (B, C, D). (A) Spherulit, nach Zugabe v@)2 M Zink Acetat, 0,1 M
Natrium Cacodylat (pH 8,5), 10 % (v/v) Isopropan() Kristallnadeln, nach
Zugabe von 18 % (w/v) PEG 6000, 25 mM N-Octyl-34Degsid, 100 mM CHES
pH 9,0. (C) Kristallnadel, nach Zugabe von 14 %vjwPEG 6000, 2 mM
N, N-Dimethyldodecylamin-N-oxid, 100 mM CHES pH Q0,(D) Spherulit,

gewachsen unter den gleichen Voraussetzungen wi@C)n allerdings wurde
zusatzlich 0,1 M Praseodymium (lll) Chlorid Hexahsid zugegeben. Alle
Strukturen erschienen nach mehrtagiger Inkubatien 20 °C. Die Enzym-
konzentration von (A) betrug [7 mg/ml] und von Bund D) [8,4 mg/ml].

In vielen manuellen Ansatzen stellte sich heraassdohe Konzentrationen an zugegebenen
Prazipitanten wie Salzen (z. B. ab 1 M (M$OQy) oder Polyethylenglykolen sowie
niedrigeren pH-Werten als 5,5 zur Bildung von sstarken Aggregaten fuhrten. Generell
erwiesen sich hohere pH-Werte (8 - 10) als geeggnddie Zugabe von PEG 6000 in
Konzentrationen zwischen 10 und 20 % (w/v) fuhdesgsten interessanten Phasenbildungen,
die sich unter Zugabe des Detergenz N-Octyl-R-2adid zu kleinen Kristallnadeln
formierten (Abb. 5.19 B). Weitere 21 Detergenzi®etergent Screenl, Hampton Research,
CA, USA) wurden bei unterschiedlichen alkalischeA-\Werten und unter Zugabe von
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verschiedenen Konzentrationen PEG 6000 getestst.oBste daraus resultierende Ergebnis
war die Bildung grol3erer Nadeln unter Zugabe von %4(w/v) PEG 6000, 2 mM
N, N-Dimethyldodecylamin-N-oxid, 100 mM CHES pH {Abb. 5.19 C). Um grof3ere und
im besten Fall einzelne Kristallnadeln zu bekomme&uarden diese Bedingungen mit den
Substanzen aus dem Additive Screen-HR2-428 (HamiResearch, CA, USA) kombiniert.
Durch die Zugabe von 0,1 M Praseodymium (lll) CldoHexahydrat bildeten sich
interessante Spherulite (Abb. 5.19 D). Die Gro3é¢ Barm der Kristallnadeln konnte nicht
verbessert werden. Dies gelang auch nicht durckemeKeimungsversuche oder Anderung
der Inkubationstemperatur von 20 °C auf 4 °C. Ad8er wurde die Zugabe von 0,28 mM
FMN getestet. Diese Ansatze zeigten eine deutliéihere Loslichkeit/Stabilitat der
Hydrogenase, aber keine Optimierung der KristabradEin Test mit dem Farbstoff Izit
(Hampton Research, CA, USA) zeigte, dass es sicldére erhaltenen Kristallnadeln um
Protein- und nicht um Salzkristalle handelt (nidatgestellt).

Die Ergebnisse insgesamt machen deutlich, dass dieh [NiFe] Hydrogenase aus
Synechocystis generell kristallisieren lasst. Die erzeugten tatlsadeln liegen allerdings
selten einzeln vor. Meist sind mehrere Nadeln ansne Kristallisationskeim hervorgegan-
gen. FUr eine Rontgenstruktur-Analyse werden geéf@ad einzelne Kristallnadeln bendétigt.
Konstantes langsames Wachstum von Proteinkristatéplgt unter weniger Ubersattigten
Bedingungen als deren Keimung. In dieser Arbeit dear verschiedene Bedingungen
gefunden, unter denen die [NiFe] Hydrogenase Symechocystis Kristallkeime bildet. Durch
einen Transfer dieser Keime (zerstol3ende Kristalleheue Proteinldosungen mit einem
geringen MaR an Ubersattigung konnte das Wachsteht optimiert werden. Dies kann
darin begriindet sein, dass die idealen Parameteddd Kristallwachstum noch nicht
gefunden worden sind oder dass die Zusammensetrem@roteinprobe optimiert werden
muss. Nach den Untersuchungen des Hydrogenassisalatder Affinitatschromatographie
mittels nativer Gelelektrophorese (Kapitel 5.2.84 WGelfiltration (Kapitel 5.2.4) stellte sich
heraus, dass die Hydrogenase mindestens in zwarsghtiedlich zusammengesetzten
Komplexen vorliegt. Das ist wahrscheinlich die Wisa dafur, dass die Kristallnadeln nicht
weiter wachsen. Fir zukunftige weiterfihrende ltltierungsexperimente sollte daher nur
der einzelne aktive Enzym-Komplex verwendet werdeey durch die zusatzlichen
Reinigungsschritte der Gelfiltration und der Aniapsustausch-Chromatographie
(Kapitel 5.2.5) isoliert wurde und der aufgrund n&ei ermittelten Molekulargréf3e von
ca. 175 kDa aus aquimolaren HoxEFUYH-Untereinhditestehen kénnte.

5.5 Spektroskopische Charakterisierung

Das folgende Kapitel stellt die in dieser Arbeit rchgefiihrten spektroskopischen
Untersuchungen der Uber Affinitditschromatograplselierten [NiFe] Hydrogenase von
Synechocystis dar. Neben der UV/VIS-Spektroskopie, die erstewsise lUber die Existenz
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der [FeS] Cluster liefern sollte, wurde in Zusamaréeit mit der Technischen Universitat
Berlin (Institut fir Chemie, Max-Volmer-Institut) ie&l Elektronen-Spin-Resonanz-
Spektroskopie (ESR) und die Fourier-Transformatimfiarotspektroskopie (FT-IR)
durchgefuhrt. Die Sensitivitdt der FT-IR-Spektrosieo ermoglicht indirekt, tber die
Beobachtung der Schwingungsfrequenzverschiebunggn GiN- und CO-Liganden des
Eisenatoms im katalytischen Zentrum, Ruckschlis$&arédnderungen der Elektronendichte
und damit auf katalytische Vorgange zu ziehen. éiittESR-Spektroskopie kénnen der
elektronische Zustand des Nickelatoms direkt vgtfaind weitere Aussagen uber die
Identitat der [FeS] Cluster gemacht werden. Infdromen der drei Methoden erganzen sich
und fuhren zu Aussagen uber die Zahl der CO- undl@nden im aktiven Zentrum sowie
Uber die katalytischen Vorgénge der cyanobaktendlydrogenase.

5.5.1 UV/VIS-Spektroskopie: [FeS] Cluster

Von dem vollstandig oxidierten Zustand der isokar{NiFe] Hydrogenase a@ynechocystis
wurde ein UV/VIS-Spektrum aufgenommen (Abb. 5.2).zeigt eine starke Absorption bei
280 nm, die durch aromatische Aminosauren im Rrdtedingt ist. AuRerdem sind einzelne
Absorptionspeaks bei 325 nm, 390 nm, 425 nm undnd@rkennbar, die vermutlich durch
[FeS] Cluster und FMN entstehen.

0,30

011
[2Fe2S]2+?

[4Fe4s] 2 425nm [ JS"r:\'m

iy |

nm

0,25- o0]
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0,15+

Absorption

0,10+
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Abb. 5.20: UV/VIS-Spektrum der oxidierten [NiFe] #hpgenase von
Synechocystis sp. PCC 6803. Der Detailausschnitt zeigt das W&eyte
Spektrum im Bereich der absorbierenden [FeS] Qlusid FMN.

Vergleiche mit der Literatur (Tab. 5.4) ergebensgddas Signal bei 325 nm wahrscheinlich
von einem [2Fe23] Cluster und einem [4Fe4STresultiert. Dagegen absorbieren bei 390 nm
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oxidierte [4Fe4ST Cluster und FMN. Der Absorptionspeak bei 425 nmrkaon oxidierten
[2Fe2Sf" Clustern stammen, die bei 420 nm absorbieren. B40 nm liegen die
Absorptionsmaxima von sowohl [4Fe4SClustern als auch von FMN. In Abhangigkeit der
Proteinumgebung besitzt FMN zwei AbsorptionsmaximaBereich zwischen 360 - 390 nm
und zwischen 440 - 470 nm (Chapman und Reid, 1999}erdem weisen 2[4Fe4S] Cluster
Absorptionsmaxima bei 325 und 425 nm auf (Friedethl., 2000; Rasmussen et al., 2001).

Tab. 5.4: Spektroskopische Charakteristika von [E#Sstern in Proteinen (Lippard und Berg, 1995)

[FeS] Cluster Zustand Ladung Eisen g-Tensor-Werte (TemMp. Ay (M) & (M7 cm?)

[2Fe2Sf oxidiert ~ 2Fé&" kein Signal 325 19200
420 14400
465 14700

[2Fe2St reduziert 1F¥, 1Fé" 1,89;1,95: 2,05 (<100 K)  Absorption um 50 %
reduziert

[3Fe4st oxidiert ~ 3Fé&* 1,97; 2,00; 2,02 (<20K) 305 23100
415 15600
455 13200

[3Fe4S] reduziert 2P& 1F€"  kein Signal 425 9600

[4Fe4ST oxidiert 3F&', 1Fé* 2,04;2,04;2,12 (<100 K) 325 24300
390 15200
450 13800

[4Fe4St reduziert 1F¥, 3Fé* 1,88;1,92; 206 (<20 K) Absorption nimmt ab

Da alle Absorptionsbanden sich stark tberlagetnessnicht mdglich, mittels der molaren
Extinktionskoeffizienten Aussagen Uber die Konzatmn der einzelnen [FeS] Cluster und
des FMN im Protein zu treffen.

Bei der Betrachtung des Spektrums ist allerdintgr@ssant, dass keine Absorptionspeaks bei
Wellenlangen auftreten, die spezifisch fir [3FéASTluster sind. Die Signale koénnen
vollstdndig von anderen Absorptionssignalen Ubertagein. Es ist aber wahrscheinlicher,
dass in der Hydrogenase v&jnechocystis im Gegensatz zu Standard Hydrogenasen ein
[3Fe4S} Cluster fehlt. Dies wiirde den aus der Aminosawgu®nz der Hydrogenase von
Synechocystis identifizierten Bindemotiven fir [FeS] Cluster sptechen (Kapitel 3.6).

5.5.2 ESR-Spektroskopie: Oxidierter Zustand

Die ESR-Messungen erfolgten bei kontinuierlicherkidiellen einer Frequenz va@ns GHz
gegen ein variables Magnetfeld. Die unter aerobedlirigjungen isolierte [NiFe] Hydrogenase
von Synechocystis liegt im oxidierten Redoxzustand vor. Die entspesaden ESR-Spektren
weisen ein schwaches paramagnetisches Signal &bf A21 c, d), bei dem es sich um ein
oxidiertes [3Fe4S]Cluster oder ein organisches Radikal handeln kbnba dieses Signal
quantitativ in weniger als 5 % des Proteins vorkdr(®y0D5 Spin/Protein), ist eine Verunreini-
gung als Ursprung mdoglich. Es kdnnte sich um eihi@©phyll-Verunreinigung handeln.
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Abb. 5.21: ESR-Spektren der oxidierten [NiFe] Hygioase von
Synechocystis sp. PCC 6803, urspriinglicher Zustand nach der
aeroben Isolierung (c, d). Zugabe von DCIP im Ubleuss

(a, b). Experimentelle Konditionen: Mikrowellenfresnz
9,5GHz, Modulationsamplitude 1 mT, Modulationsfrequenz
12,5 kHz, Mikrowellenstarke 1 mwW

Wahrscheinlicher ist, dass ein kleiner Teil eind6d4S}" Clusters wahrend der aeroben
Aufreinigung oxidativ geschadigt wurde und als [88F" Cluster erscheint. Dieses
Phanomen wurde bereits fir andere Hydrogenaserhhgsen (Schneider et al., 1979;
Erkens et al., 1996; Serebryakova et al., 1996). &liszuschliel3en, dass das Enzym und
damit der Grofteil eines tatsachlich vorhandendte4%}" Clusters unvollstandig oxidiert
vorliegen, wurde 2,6-Dichloroindophenol (DCIP) imbéfschuss zugegeben. Unter diesen
Bedingungen aufgenommene ESR-Speksied indergrundsatzlichen Gestalihd Grol3en-
ordnung des Signals identisch mit denen des urgpalinisolierten Enzyms (Abb. 5.21 a, b).
Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass die §NiAydrogenase vorBynechocystis
anscheinend kein [3Fe4$]Cluster besitzt, wie in Standard [NiFe] Hydrogesrasiblich.
Dies wurde bereits durch die UV/VIS-Spektroskopiagditel 5.5.1) vermutet.

Des Weiteren gibt es keine Spur eines Ni-Signalg-fMNoder Ni-B) im ESR-Spektrum des
oxidierten Enzyms vo®ynechocystis. Die g-Tensor-Werte dieser Signale liegen bei @&eh
[NiFe] Hydrogenasen in einem Bereich zwischen 2@ 2,01. Zum Vergleich iA. vinosum
weist das NiB Signal die Werte ,g= 2,33, ¢ = 2,16, g = 2,01 und N}jA die Werte

Ox = 2,32, 9= 2,24, g = 2,01 auf (De Lacey et al., 2007; Lubitz et 2007).
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5.5.3 ESR-Spektroskopie: Reduzierter Zustand

Zur Reduktion der aerob isolierten Hydrogenase Sgmechocystis wurde das Enzym unter
Zugabe von katalytischen Mengen NADPH (5 Mol-%) 8 bei Raumtemperatur mit,H
begast. Das reduzierte Enzym zeigt im ESR-Spekbeind0 K ein Signal fur ein reduziertes
[FeS] Cluster, welches pro Proteinmolekil einmabfin/Protein) vorkommt (Abb. 5.22 a).

9x1 9y 9
2,016 1,035 1,928
[2Fe2S]
Ox2

2,002

40 K

Ox Gy 9:
195 B 1,88

" 1 " 1 1 1 1 | " 1 " 1 "
310 320 330 340 350 360 370 380
magnetisches Feld [mT]

Abb. 5.22: ESR-Spektren der reduzierten [NiFe] Hydrogenase von
Synechocystis sp. PCC 6803 (ganze Linien) zusammen mit dazugghor
Simulation (gepunktete Linien). Der Proteinlésungreen katalytische
Mengen von NADPH (5 Mol-%) zugegeben und die Prafiede 30 min

mit H, begast. (a) T = 40 K, Signal eines reduziertere®}* Clusters mit
leicht unterschiedlichen,g§Verten erscheint. (b) T = 20 K, zuséatzliches
[4Fe4S] erscheint. (c) T = 10 K, Cluster sind magnetisekoppelt.
Experimentelle Konditionen: Mikrowellenfrequenz 931z, Modulations-
amplitude 1 mT, Modulationsfrequenz 12,5 kHz, Mikedlenstarke 1 mw.
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Die g-Tensor-Werte dieses Clusters sind=g2,016, g = 1,935 und g= 1,928 mit einer
Linienbreite von 1,5 mT. Diese g-Tensor-Werte dewtesammen mit deren Veranderung in
Abhangigkeit der Temperatur darauf hin, dass ds @i ein [2Fe2S] Cluster und nicht um
ein [4Fe4S]" Cluster handelt. Die spezifischen Charakteristier ESR-Signale von
verschiedenen [FeS] Clustern wurden fir den Komptigkutiert (Ohnishi, 1998).

In der Synechocystis Hydrogenase scheint es zwei Formen des [2B&2Slusters mit
unterschiedlichenygWerten (g; = 2,016 und g = 2,002) zu geben. Es ist moglich, dass zwei
verschiedene [2Fe2S]Cluster im Enzym vorhanden sind, die per Zufaéisgiben gund
g-Werte aufweisen. Ebenfalls denkbar ist, dass &eemen eines Clusters existieren. Die
verschiedenenygWerte kbnnen durch leichte Veranderung einer Asénme in der Nahe des
Clusters entstehen. Diese Veranderungen kénnenemied durch die Aufreinigung, den
Gefrierprozess sowie durch den Puffer bedingt @dirkai et al., 1973).

Bei einer Temperaturerniedrigung von 40 K auf 20wid das Signal eines anderen
[FeS] Clusters sichtbar. Es besitzt die g-Tensort#Vey = 2,04, g = 1,95 und g= 1,88
(Abb. 5.22 b). Diese Werte sind gemeinsam mit demperaturabhangigkeit und der
Linienbreite von 5 mT typisch fiir ein reduziertd&¢4S}" Cluster (Guigliarelli et al., 1995;
Guigliarelli und Bertrand, 1999; Schumann et alQ0 Saggu et al., 2009). Die
Spinquantifizierung fir dieses Signal liegt ebdsfaki ca. 1 Spin/Protein. Die Signale beider
[FeS] Cluster sind &hnlich intensiv und kommen berdnahezu 100 % des Enzyms vor. Bei
einer Temperatur von 10 K wird das Spektrum komgriemd die Linien breiter (Abb. 22 c).
Der Grund hierfur liegt wahrscheinlich darin, dass beiden Cluster magnetisch gekoppelt
sind.

Die absolute Spinintensitat beider Cluster zusamb&tragt nach wie vor ca. 2 Spin/Protein.
Es wurde versucht, Uber Verdnderungen der Mikramstiirke bei 10 K und bei 40 K die
beiden Spektren voneinander zu trennen (Abb. 5.P8&s war nicht moglich, woraus
geschlossen werden kann, dass sich die beidene€Clust Enzym in rédumlicher Nahe
zueinander befinden (Schneider et al., 1984 a).
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Abb. 5.23: ESR-Studien der reduzierten [NiFe]
Hydrogenase ausSynechocystis sp. PCC 6803 zur
Entkopplung der beiden unterschiedlichen Signale de
[FeS] Cluster. Die Mikrowellen wurden zwischen 6/
und 128 mW bei 10 K und zwischen 250 pW und 4 mW be
40 K variiert. Experimentelle Konditionen: Modulais-
amplitude 1 mT, Modulationsfrequenz 12,5 kHz

In der Aminosauresequenz der [NiFe] Hydrogenase Symichocystis sind acht potenzielle
Bindemotive fir verschiedene [FeS] Cluster erkennbdor diesem Hintergrund ist
interessant, dass in den ESR-Spektren lediglicepesthende Signale mit 2 Spin/Protein
detektiert wurden. Daraufhin wurden verschieden¢hbiden angewendet, um das Enzym zu
reduzieren. Neben der Reduktion mit katalytischeen@yen(5 Mol-%) NADPH und 30 min
H.-Begasung (Abb. 5.24 a) wurde ebenfalls mit kaistyien Mengeris Mol-%) von NADH
und H reduziert (Abb. 5.24 b). Die Spektren der beidesdiBgungen sind gleich. Eine
Inkubation der Hydrogenase untern-Begasung und Zugabe von NADH im 10-fachen
Uberschuss zeigte ebenfalls keine zuséatzlichenaidiir [FeS] Cluster (Abb. 5.24 d). Unter
diesen Bedingungen wurde lediglich die Menge dew/iitadikals groRer (Einsatz Abb.
5.24). Der g-Tensor-Wert des Flavin-Zentrums libgt 2,003. Das Flavin ist bei hdheren
Temperaturen von 230 K sichtbar und hat eine Limeite von 1,9 mT. Um die Gewissheit
zu haben, dass alle Kofaktoren der Probe reduza@iiegen, wurde mit einem 20-fachen
Uberschuss an Natriumdithionit unter einer Argomdsphare reduziert (Abb. 5.24 c). Dies
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fuhrte zu keiner Veranderung der Signale im ESRkBpm. Aus diesem Grund lasst sich
schlussfolgern, dass die Hydrogenase allein dutgdalZe katalytischer Mengen NADH oder
NADPH und 30 min Begasung mit;Hollstandig reduziert und in einen katalytischiada
Zustand uberfuhrt wird.

g-Werte o
T=20K 2016 1.935 1.928
1 [2Fe2S]

\ ‘ . [4Fe4S]
2.04 1.95 1.88

5% NADPHIHZJ\\/\/\/ a
5% NADHIHZW\/\/L
J¥\/\/\/c

d

T
2.002

Dithionit

NADH/H;

T=230K

330 350

335 340 345
magnetisches Feld [mT]

" | 1 | " 1 " 1 " 1 " 1 "

310 320 330 340 350 360 370 380
magnetisches Feld [mT]

Abb. 5.24: Vergleich der reduzierten [NiFe] Hydrogenase aus
Synechocystis bei T = 20 K unter Verwendung verschiedener Radokt
methoden. (a) mit katalytischen Mengen NADPH (5 #g! und 30 min
H, Inkubation. (b) mit katalytischen Mengen NADH (50M%) und 30 min
H, Inkubation. (c) mit 20-fachem Uberschuss Natriuthidiit, zugegeben
unter einer Argon-Atmosphare. (d) mit 10-fachem fdbkuss NADH und
30 min H Inkubation. Experimentelle Konditionen: Mikrowelleequenz
9,5 GHz, Modulationsamplitude 1 mT, Modulationsfregz 12,5 kHz,
Mikrowellenstarke 1 mW.
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Mittels ESR-Spektroskopie konnte in der reduzieftéiire] Hydrogenase voBynechocystis
kein Signal gemessen werden, dass einem paramsgresti Ni Zustand (Nilll) oder Ni(l)
entspricht. Ni-C oder Ni-L Signale sind aus reduzierten Standard [NiFe] ndgdnasen
bekannt. Das Enzym au#s vinosum weist z. B. NiI-C mit g = 2,21, ¥ = 2,15, g= 2,01 und
Nis-L mit gx = 2,26, ¥ = 2,12, g= 2,05 auf (Lubitz et al., 2007).

5.5.4 FT-IR-Spektroskopie: Ligandierung des aktive  n Zentrums

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal das aktivatden einer cyanobakteriellen [NiFe]
Hydrogenase mittels FT-IR-Spektroskopie charaketisAbb. 5.25 zeigt das Spektrum der
aerob isolierten, oxidierten [NiFe] Hydrogenase v@ynechocystis. Es sind drei
Absorptionsbanden in der Region des elektromagiedis Spektrums sichtbar, die
charakteristisch fir CN2076 cntt und 2088 crl) und fiir CO (1957 cif) Streck-
schwingungen sind. Dies lasst darauf schlieRers Bagi Cyanide und eine CO-Gruppe an
das Eisen im aktiven Zentrum gebunden sind und tdaime Anordnung wie in den Standard
[NiFe] Hydrogenasen vorliegt (Volbeda et al., 199 Lacey et al.,, 1997; Kurkin et al.,
2004; Fichtner et al., 2006).

CN- CO

2100 2050 2000 1950
Wellenzahl [cm™]

Abb. 5.25: FT-IR-Spektrum der aerob isolierten [&liF
Hydrogenase (oxidierter Zustand) v8mechocystis sp.
PCC 6803 bei pH 8,0.

5.5.5 FT-IR-Spektroskopie: Redoxzustande

Die Sensitivitat der FT-IR-Spektroskopie ermogligke generell, Giber die Anderung der
Absorptionslage der CO- bzw. GBtreckschwingungen Aussagen uber alle Redoxzustand
im aktiven Zentrum der [NiFe] Hydrogenase zu mag¢hanabhangig davon, ob sie
paramagnetisch oder ESR-inaktiv, also diamagnetsuh Die Verlagerung der spezifischen
Absorptionsfrequenz ist bedingt durch Anderungerdém Elektronendichte am Eisen des
aktiven Zentrums oder dessen Umgebung (Bagley.,e1295; De Lacey et al., 1997; 2007;
Bleijlevens et al., 2004 b; Fichtner et al., 2006).
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Nach Inkubation des isolierten Enzyms v@mechocystis mit einem 10-fachen Uberschuss
DCIP wurde ein Spektrum aufgezeichnet, das demudgsringlich isolierten identisch ist
(Daten nicht abgebildet). Aus diesem Grund kannodasusgegangen werden, dass das
Spektrum der aerob isolierten Hydrogenase denmeunel hochsten oxidierten Zustand des
Enzyms charakterisiert (Abb. 5.26 a). Die Positiormer CO- und CNAbsorptionspeaks
stimmen am besten mit den Positionen der zweiatmlgganden im ESR-aktiven NB-
Redoxzustand von Standard [NiFe] Hydrogenasen iibeBmher wurde der Zustand der
Hydrogenase voBynechocystis als Ni-B-ahnlich bezeichnet, obwohl er ESR-inaktiv ist.

CN- CO

+05 .

2100 2050 2000 1950

Wellenzahl [cm-"]

Abb. 5.26: FT-IR-Spektren der [NiFe] Hydrogenasen vo
Synechocystis sp. PCC 6803 bei pH 8. (a) Oxidierter Zustand des
urspriinglich aerob isolierten Enzyms, (b) vollsigneduzierter
Zustand (5 % NADPH + §), (c, d, e) weitere Redoxzustande,
aufgenommen wéahrend langsamer Reoxidation mit duésstoff.

Die Spektren sind denen der Standard [NiFe] Hydragen
zugeordnets : Nii-SR (b),*: Ni;C (c), o: Ni-S (d) und#: Ni-B-
ahnlich (a, e). Das an der Luft vollstandig reosith Spektrum
(e) ist identisch mit dem urspringlich isoliertenxidierten
Zustand (a). Die Pfeile deuten die entstehenden . bzw
abnehmenden Redoxzustande an.
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Der hochste oxidierte Zustand der Hydrogenase $gmechocystis kann leicht durch
katalytische Mengen von NADPH oder NADH und 30 rritBegasung aktiviert werden.
Das entsprechende Spektrum nach einer solchen 8lengrist in Abb. 5.26 b dargestellt. Es
zeigt einen reinen Redoxzustand mit Absorptionseanidei 2079 und 2063 chfiir die
Cyanide und 1955 cifiir die CO-Gruppe. Die Positionen dieser Bandemiesdlie Tatsache,
dass keine Ni-Signale im entsprechenden ESR-Spekifdbb. 5.24) vorhanden sind,
unterstitzen die Zuordnung zu dem aktiven, voldigimeduzierten, ESR-inaktiven N6R
Zustand von Standard [NiFe] Hydrogenasen. Eineldakon des Enzyms va®/nechocystis

mit einem 20-fachen Uberschuss Natriumdithionit rodé@O-fachen Uberschuss
NADPH/NADH in Kombination mit H-Begasung fuhrten zu den gleichen FT-IR-Spektren
und verdeutlichen, dass es sich um den hdchsteziegten Zustand handelt.

Um den Reoxidationsprozess des reduzierten Enzpeidreskopisch zu verfolgen, wurden
in kurzen Intervallen Spektren als Funktion dert Zzzifgenommen, wahrend Luft langsam
und kontrolliert in die Transmissionszelle eindengkonnte. Wahrend dieses Eindringens
von Sauerstoff in die IR-Transmissionszelle mituadrter [NiFe] Hydrogenase im Zustand
Ni-SR konnte ein weiteres Spektrum mit CO Strecksebwigen bei 1968 c¢mund
CN Streckschwingungen bei 2092 und 2078'afAbb. 5.26 c f)) aufgenommen werden.
Dies ist charakteristisch fur den M Zustand in Standard [NiFe] Hydrogenasen. Das flr
diesen Zustand typische ESR-Signal wurde bei dairbétjenase vordynechocystis bisher
nicht detektiert. Es ist nicht gelungen, den Ubeggaustand NIiC mit einem
Redoxpotenzial, das erwartungsgemal eng an demNvgBR liegt, in ausreichenden
Mengen unter den Applikationsbedingungen der ES&kpskopie zu stabilisieren.

Wahrend des weiteren langsamen Reoxidationsprazesseder IR-Transmissionszelle
verringern sich die Absorptionsbanden von-Qiund ein anderer Zwischenzustand wird
sichtbar (Abb. 5.26 dof), bevor das Enzym wieder vollstandig oxidiert 1egt (Abb. 5.26 e)
und damit dem Ausgangsspektrum (Abb. 5.26 a) deliersen Hydrogenase entspricht.
Dieser Vorgang zeigt, dass das Enzym vollstandigxideert werden kann. Bei dem
Zwischenzustand handelt es sich gemaR der Lagatdmrptionsbanden (1947 chiuir den
CO- und 2078/2093 cinfiir den CN-Liganden) um den ESR inaktiven, von den Standard
[NiFe] Hydrogenasen bekannten, 8 Redoxzustand.

Die Spektren (Abb. 5.26 c, d) zeigen neben den imdek Absorptionsbanden (*, 0), die den
Redoxzustdnden NC und Nj-S entsprechen, weitere kleinere Absorptionsban@éese
stammen von Hydrogenase-Molekilen, die sich schoainem starker oxidierten bzw. in
einem noch reduzierteren Zustand befinden. Es liegt Gemisch aus mehreren
Redoxzustanden vor.

Zur Darstellung der reinen Redoxzustdnde wurdersedikleineren Absorptionsbanden
subtrahiert (Abb. 5.27). Mittels FT-IR-Spektroskegonnen demnach vier Redoxzustande
der Hydrogenase vofynechocystis identifiziert werden, die sich besonders gut adhder
Verschiebung der CO-Absorption unterscheiden las§mr oxidierte Zustand ist NB
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ahnlich und katalytisch inaktiv (Abb. 5.27 a). @leei reduzierten Formen N&, Nii-C und
Niz-SR sind katalytisch aktiv (Abb. 5.27 b, ¢, d entésiend).
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Abb. 5.27: FT-IR-Spektren der [NiFe] Hydrogenasen vo
Synechocystis sp. PCC 6803 bei pH 8,0. (a) Hochster
oxidierter Zustand # Ni-B-ahnlich) und (d) vollstandig
reduzierter Zustand des Enzyms. Die Spektrenima,d sind
mit den Redoxzustandem Ni;S (b),*: Ni;C: () unde:
Ni;-RS (d) von Standard [NiFe] Hydrogenasen vergleachb
Die Pfeile symbolisieren die relative Verschiebutgy CO-
Streckschwingungen verglichen mit dem vorherigemde
zustand. Die Spektren (b) und (c) wurden nach Sktitm der
uberlagerten Redoxzustande erhalten (siehe Ab6.65.Q).

5.6 Bestimmung des isoelektrischen Punkts

Die Isoelektrische Fokussierung (IEF) wurde in sinddomogenen Polyacrylamid-Gel
durchgefuhrt. Im Gel enthaltene Tragerampholyte ebaueinen stabilen, linearen
pH-Gradienten von pH 3,0 - pH 9,5 auf. Die isokertydrogenase vo8ynechocystis wurde,
genauso wie der Kalibrierungstandard im Bereich pbh6,5 und im Bereich von pH 3,0,
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appliziert. Eine diskrete Bande entstand wahrendetisktrophorese bei pH 4,55 (Abb. 5.28
Fraktion 4). Dabei handelt es sich um die im Bdreron pH 3,0 applizierte Probe. Die

zurtckgelegte Wegstrecke war in diesem Fall gerBwy. der Probe aus dem Bereich von
pH 6,5 konnte sich keine diskrete Bande bilden. Iiefzeit des Gels war nicht ausreichend,
um alle Hydrogenase-Molekule bei dem pH-Wert desziischen isoelektrischen Punktes
(p!) zu fokussieren. Das Ergebnis dieses Versuelgt,zdass die [NiFe] Hydrogenase aus
Synechocystis einen pl von 4,55 besitzt. Der theoretisch beret#pl liegt bei 5,3 (Isoelectric

Point Service, EMBL, Heidelberg). Das bedeutet, emiem pH-Wert von 4,55 ist die

Nettoladung des Enzyms Null. Es bewegt sich imtakdhen Feld nicht mehr. Die isolierte
Hydrogenase liegt daher wahrend der Experimenteedi@rbeit in einem Puffer von pH 8,0

als Anion vor.

Anode

Kathode

Abb. 5.28: Isoelektrische Fokussierung der
isolierten [NiFe] Hydrogenase a@gnechocystis

sp. PCC 6803 im PhastGel IEF 3,0 - 9,5
(PhastSysteff, GE Healthcare). Coomassie
Blau Farbung des broad pl calibration Markers
(1 und 3) und des isolierten Enzyms (2 und 4).
Der Auftrag von Fraktion 1 und 2 erfolgte in der
Mitte des Gels bei pH 6,5. Fraktion 3 und 4
wurden auf Seite der Anode appliziert (pH 3,0).
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5.7 Charakterisierung mittels Protein-Film-Elektrochemi e

Bei der Protein-Film-Elektrochemie wird ein Profém auf einer Elektrodenoberflache
generiert. Im Falle der Hydrogenase wird davon egaggen, dass die Molekile als
Monolayer tber die [FeS] Cluster der Elektronerdpamtkette mit der Elektrode interagieren
(Léger et al., 2002). Dies fuhrt dazu, dass der ggsene Strom direkt das MalR der
Enzymaktivitat widerspiegelt. Bei der Wasserstoifiation werden Elektronen des
Wasserstoffs zur Elektrode geleitet, ein positi&#rom ist messbar. Umgekehrt wird ein
negativer Stromfluss gemessen, wenn das Enzymlekiréde Elektronen entzieht und damit
Protonen reduziert. Zwei Arten von Experimentendeardurchgefuhrt, um den katalytischen
Elektronentransport der tber Affinitdtschromatodiapisolierten [NiFe] Hydrogenase von
Synechocystis zu messen. Zum Einen wurde zyklische Voltammetmgewendet, eine
Methode, bei der die Spannung zyklisch zwischerereirpositiven und einem negativen
Elektrodenpotenzial variiert, wahrend gleichzedgy resultierende Stromfluss aufgezeichnet
wird. Als zweite Methode wurden chronoamperischesdd@gen durchgefuhrt, in denen der
Strom als Funktion der Zeit bei einem bestimmtezkiEbdenpotenzial dargestellt wird.

5.7.1 Bildung des Protein-Films

Die Grundvoraussetzung zur Nutzung der MethodalistHydrogenase so an eine geeignete
Elektroden-Oberflache zu binden, dass ihre AktiviEhalten bleibt und Verdnderungen des
katalytischen Umsatzes unter einstellbaren Potkmedirekt zu einer messbaren Elektronen-
bewegung fuhren. Aus diesem Grund wurden zunaemnsthiedene Konditionen getestet, um
die isolierte [NiFe] Hydrogenase a@gnechocystis sp. PCC 6803 an Elektroden zu binden.
Im Vergleich zu einer glatten Graphit Elektrodegten Experimente mit der PGE-Elektrode
(pyrolytic graphite edge electrode), bezogen aaf@berflache, eine deutlich hohere Aktivitat
der Hydrogenase. Aus diesem Grund wurden alle relek¢mischen Experimente an einer
PGE-Elektrode durchgefuhrt. Aus der Isoelektrisckekussierung (Kapitel 5.6) wurde als
Ergebnis deutlich, dass die [NiFe] Hydrogenase Sgwechocystis bei pH-Werten >4,55 als
Anion vorliegt. Die negativen Ladungen spielen aiviehtige Rolle bei der Bindung an die
funktionellen Gruppen der pyrolytischen Graphitdldehe. In diesem Zusammenhang wurde
die Verwendung von Polymixin getestet, einem kasicimen, zyklischen Dekapeptid, das als
geeignetes Koadsorbat zur Stabilisierung der Ilktena zwischen Elektrode und
verschiedenen negativ geladenen [NiFe] Hydrogend&sdkannt ist (Hoeben et al., 2008;
Léger und Bertrand, 2008). Die Zugabe von 200 pdPolymixin zur isolierten [NiFe]
Hydrogenase vorBynechocystis hat jedoch einen negativen Einfluss auf die Stabibes
Enzymfilms bei Rotation der Elektrode. Aus den \@suchen gingen die in Abb. 5.29
dargestellten und im Folgenden stets verwendetehnBengen zur Bildung eines stabilen,
aktiven Enzymfilms der Hydrogenase v®mechocystis auf der Elektrodenoberflache hervor.
Es wurde eine PGE-Elektrode verwendet, deren Kashtiech Polieren miti-Aluminiumoxid
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und anschlieBender Behandlung im Ultraschallbadereitet worden war. Die isolierte
Hydrogenase wurde mit einer Konzentration von VLip 1 ml Puffer M bei pH 6,4 an die
nicht rotierende PGE-Elektrode adsorbiert. Diesolgté durch zyklische Variation der
Spannung von +200 mV bis -600 mV und wieder zuriitk 10 mV/s Scan-Raten. Vom
1. (blau) bis zum 10. Zyklus (hellgriin) kann die nAbme des Proteinfilms auf der
Elektrodenoberflache durch die Erh6hung des negratBtromflusses nachvollzogen werden,
der direkt die Aktivitat der Hydrogenase (Reduktiam Protonen) widerspiegelt. Ab dem 10.
Zyklus verandert sich das Voltammogramm nicht mdber Proteinfilm und damit der
Stromfluss bleiben stabil. Auch nach dem Trangfieemzymfreien Puffer und bei Rotation
der Elektrode bis zu 1000 rpm konnten einige Megsandurchgefiihrt werden, bevor die
Aktivitat der Hydrogenase durch Desorption des Emzywon der Elektrode verloren ging.
Das gemessene Potenzial wurde in Bezug zur Staktieatektrode angegeben (V vs. SHE).
Die Umrechnung des Potenzials der Referenzelekeddégte gemald der Gleichung 4.3.

Strom [pA]

-2 A

Potenzial [V vs. SHE]

Abb. 5.29: Voltammogramme zur Bildung des Enzymdilm
der [NiFe] Hydrogenase awynechocystis sp. PCC 6803
auf einer PGE-Elektrode. In einer anaeroben Kammer
unter N-Atmosphare erfolgte die Bindung in 1 ml Puffer
M (pH 6,4) mit 0,1 UM Enzym bei zyklischer Variatider
Spannung von +200 mV bis -600 mV vs. SHE. Die Scan-
Rate betrud.0 mV/s.
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5.7.2 Rotation der Elektrode - Auswirkung auf die Aktivitat

Eine wichtige Bedingung, um Uber den gemessen@mSiirekt Aussagen zur Enzymkinetik
abzuleiten, ist, dass die Substratversorgung hititierend ist und der Elektronentransfer an
der Grenzflache schneller als der enzyminternegiuéir(Léger et al., 2003). Die Rotation der
Elektrode ermdéglicht einen kontinuierlichen und reglleren Zugang des Substrats an das
gebundene Enzym, da die Ldsung gemischt wird. AABO macht deutlich, dass die
H*-Reduktion der gebundenen Hydrogenase (negativem$tdurch Rotation bei 1000 rpm
(rotes Voltammogramm) gegenuber einer stationaréektiede (schwarzes Voltammo-
gramm) gesteigert werden kann. Das Enzym setzt delmso schnell Protonen um, dass der
Nachschub aus der Losung die Aktivitat an deratétien Elektrode limitiert. Durch Rotation
wird der Puffer gemischt und schneller neue Pratdoereit gestellt.
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Abb. 5.30: Elektrochemische Messungen der [NiFetildgenase von

Synechocystis sp. PCC 6803 unter 100 %,-Ntmosphére in 75 mM

Puffer bei pH 6,4. Dargestellt ist die AktivitatslEnzyms, gebunden als
Film auf einer stationdren Graphit-Elektrode (sctayaowie auf einer

mit 1000 rpm rotierenden Graphit-Elektrode (rot).grau abgebildet ist
das Voltammogramm im gleichen Puffer ohne Enzyrar(k).

Im Vergleich der beiden Voltammogramme ist ein et Effekt augenfallig. Die zyklischen
Voltammogramme an der stationdren PGE-Elektrodgepeeinen sigmoidalen Verlauf. Ein
positiver Strom ist messbar, der sich bei Rotatafhebt. Wahrend der Potenzialanderung
zum Negativen wird an der stationaren Elektrodecliud’-Reduktion H gebildet, das so
langsam aus der Losung diffundiert, dass es zureihal bei der Umkehrung des Potenzials
wieder umgesetzt werden kann. Dieser Vorgang idtrevid einer Rotation der Elektrode
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nicht moglich, da das gebildete, ieggerissen wird, also nicht in Reichweite desyars
verbleibt. Die geringere messbaré-Reduktion an der stationaren Elektrode konnte auch
darin begrindet sein, dass die Hydrogenase durchate Enzym gebildeten und dort
verbleibenden Kteilweise inhibiert wird. Die Rotation fiihrt demaimentweder dazu, dass
Protonen dem Enzym schneller zugénglich gemachdemeoder dass inhibierendeg Kon
dem Enzym entfernt wird. In beiden Fallen ist dié-Reduktion abhingig von der
Rotationsrate. Die Elektrode ohne gebundenes Enzgmgt ebenfalls einen geringen
Stromfluss (grau). Dieser entsteht durch Entladed Aufladen der Elektrode und ist kein
Faraday scher Strom.

Durch chronoamperische Messungen bei pH 6,0 wurderpiiift, welche Rotations-
geschwindigkeit ausreichend ist, um die katalygsthmsetzung der Hydrogenase nicht zu
begrenzen. Nach Ausbildung eines Hydrogenase-Rirsle bei konstanter Spannung von
-760 mV die Elektrode stufenweise von 0 rpm auf@B@fm (500 rpm alle 5 s) beschleunigt
(Abb. 5.31). Die H-Reduktion nimmt von 0 auf 500 rpm rapide zu urskizsich bis auf
1000 rpm noch zusatzlich leicht steigern. Ab elRetation von 1000 rpm ist keine Zunahme
der H-Produktionsrate erkennbar. Daraus lasst sich efhli, dass eine Rotations-
geschwindigkeit von 1000 rpm notwendig ist, daneit gemessene Strom direkt das Malf3 der
Enzymaktivitat widerspiegelt und nicht durch Suaditmitierung oder durch Hinhibition
beeinflusst wird.
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Abb. 5.31: Chronoamperische Messung détReduktion
der [NiFe] Hydrogenase vo8ynechocystis sp. PCC 6803
bei unterschiedlicher Rotation der PGE-Elektrodeas D
Experiment erfolgte unter 100 % ,MAtmosphére in
Puffer M (pH 6).
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Im Gegensatz zur HReduktion ist die kOxidation unabhangig von der Rotationsrate. Dies
zeigen die zwei Voltammogramme in der Abb. 5.32einer Atmosphare aus 100 % H
wurde der Stromfluss an einer stationaren Elektri@dbwarz) und an einer mit 1000 rpm
rotierenden Elektrode (grau) gemessen. Die kasalyg H-Oxidations-Rate der
Hydrogenase, sichtbar als positiver Stromflussheéstder stationaren Elektrode etwas grof3er
als bei der rotierenden Elektrode. Dieser Effekt asif den Verlust des Enzymfilms
zurtckzufiihren, der in dieser Darstellung der Megsanisse nicht einkalkuliert wurde. Das
Ergebnis macht deutlich, dass die Rotation dertiddk keinen positiven Einfluss auf dig-H
Oxidation hat. In diesem Fall wéare eine Steigerdaeg gemessenen Stromflusses zu erwarten

gewesen.
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Abb. 5.32: Elektrochemische Messungen der [NiFedridgenase
von Synechocystis sp. PCC 6803 unter 100 %-Atmosphére in
75 mM Puffer bei pH 6,4. Dargestellt ist die Aktéti des
Enzyms, gebunden als Film auf einer stationdrenpl@ta
Elektrode (schwarz) sowie auf einer mit 1000 rprtierenden
Graphit-Elektrode (grau).

5.7.3 pH-Abhangigkeit

In zyklischen Voltammogrammen unter 100 %Atmosphére wurde die Abhangigkeit der
H*-Reduktion der [NiFe] Hydrogenase a8gechocystis analysiert. Da diese Aktivitat von
der Rotationsrate abhangt, wurde bei allen pH-Wedee PGE-Elektrode mit 1000 rpm
rotiert. Die verschiedenen pH-Werte wurden in Ruffi¢ mit 0,1 M NaCl eingestellt.
Abb. 5.33 zeigt die gemessené&-Reduktion bei den pH-Werten 5,4; 6,3; 7,5 und 8léch
jeder pH-Messung wurde eine Kontrollmessung beiépHdurchgefihrt, um den graduellen
Verlust des Enzymfilms an der Elektrode zu bestimnie einem Puffergemisch bei pH 6,4
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war der urspringliche Proteinfilm generiert wordBrer Verlust an gebundenem Enzym ist
bei allen Darstellungen zur pH-Abhangigkeit bereémgerechnet. Der pH-Wert des
Puffers M wurde nach jedem Experiment bei vorhéesader Messtemperatur tberprift. Die
dargestellten Messergebnisse verdeutlichen, dassf'dReduktion mit sinkendem pH-Wert

ansteigt.
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Abb. 5.33: Messung der HReduktion der [NiFe] Hydrogenase
von Synechocystis sp. PCC 6803. Durchgefuhrt unter 100 %
N,-Atmosphéare in Puffer M bei den pH-Werten (5,4;;6{3%
und 8,6) mit rotierender Elektrode bei 1000 rpmdelgH-
Messung wurde auf den graduellen Verlust des Enkysifan
der Elektrode durch Kontrollen in Puffer mit pH 6y4r und
nach jeder Messung normalisiert.

In Abb. 5.34 sind die gemessenen pH-abhangigenvidktien bei -560 mV vs. SHE
zusammengefasst. Die Aktivitat nimmt von pH 8,0 i 5,0 stetig zu. Bei pH 4,5 wurde
eine geringere Aktivitat gemessen.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die [NiFe] Hydrogemas@H 5,0 ihr Aktivitatsoptimum fur die
Katalyse der F-Reduktion besitzt. Eine Verringerung des pH-Wérsleutet in dem Fall
allerdings ebenfalls eine Zunahme des Substratsdifen). Die pH-Abhangigkeit umfasst
daher gleichzeitig die Substratabh&ngigkeit.
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Abb. 5.34: H-Reduktion der [NiFe] Hydrogenase v@&nechocystis
sp. PCC 6803 als Funktion des pH-Werts. Jeder Repkéisentiert den
gemessenen Strom bei -560 mV vs. SHE bei entsprdene pH-Wert.
Jede pH-Messung wurde auf den graduellen VerlustEreymfilms
an der Elektrode durch Kontrollen in Puffer mit gkt vor und nach
jeder Messung normalisiert. Die Messungen erfolgieter 100 %
N>-Atmosphéare mit rotierender Elektrode bei 1000 rpm.

Unter 100 % HAtmosphare wurde die Abhangigkeit der,-Bixidation der [NiFe]
Hydrogenase ausSynechocystis analysiert. Da diese Aktivitat unabhéngig von der
Rotationsrate ist, wurde fir alle pH-Werte einetistdire PGE-Elektrode verwendet. Die
verschiedenen pH-Werte wurden in Puffer M mit O0,INIC| eingestellt. Abb. 5.35 zeigt die
aufgenommenen Voltammogramme bei den pH-Werten5449;7,1 und 7,8. Eine deutliche
Abhangigkeit der RHOxidation vom pH-Wert ist erkennbar. Je hoher pErWert, desto
grofRer ist die Oxidationsrate. Dieser Zusammenhangs genauso wie die pH-abhangige
H*-Reduktion im Hinblick auf die Konzentration der @Réanten betrachtet werden. Die
Senkung des pH-Werts fuhrt zu einer Konzentrationahme des Produkts der durch die
Hydrogenase katalysierternp4@xidation. Bei pH-Werten gro3er als 7,8 nimmt Biate der
H,-Oxidation wieder ab und der Enzymfilm auf der HEfekle wird instabil, weshalb davon
auszugehen ist, dass bei pH 7,8 das pH Optimurkadalysierten Reaktion liegt.



Ergebnisse 92

15

0.5

Strom [pA]

0.3

-0.5

-1 Potenzial [V vs. SHE]

Abb. 5.35: Messung der ;HDxidation der [NiFe] Hydrogenase
von Synechocystis sp. PCC 6803 durchgefihrt unter 100%iger
H,-Atmosphare bei 10 mV/s in 75 mM gemischtem Pufirden
pH-Werten 4,9; 54; 7,1 und 7,8. Es wurde eineicstate
Elektrode verwendet, da Rotieren der Elektrode &ké&teigerung
des Stroms erzielt. Jede pH-Messung wurde auf dadugllen
Verlust des Enzymfilms an der Elektrode durch Koltgn in
Puffer mit pH 6,4 vor und nach jeder Messung noistet.

5.7.4 Vergleich H »,-Oxidation/H *-Reduktion

In einem weiteren elektrochemischen Experiment i@ Rate der HOxidation und die
der H-Reduktion der [NiFe] Hydrogenase v&nechocystis verglichen (Abb. 5.36). Beide
Reaktionen werden gegensatzlich vom pH-Wert beaesfl Das Optimum fur die
H.,-Oxidation liegt bei pH 7,8, dass def-Reduktion bei pH 5. Um beide Raten miteinander
zu vergleichen, wurde als Versuchsbedingung deteratpH-Wert von 6,4 gewahlt.

In einer Atmosphare aus 100 % Murde zunachst ein Voltammogramm mit rotierender
Elektrode aufgezeichnet, das die Aktivitat der’-Reduktion widerspiegelt (rotes
Voltammogramm). Das Ergebnis zeigt abziglich daesks (graues Voltammogramm) einen
maximalen Stromfluss von 3 pA fiir die€'4Reduktion. Dieselbe Elektrode wurde 5 min an
eine Atmosphéare aus 100 % Bdaptiert. Die anschlieRende Messung erfolgte étotation
der Elektrode und zeigte abzuglich des blanks emaximalen Stromfluss von 1,3 YA flr die
H,-Oxidation (schwarzes Voltammogramm). Der VerlustEnzym Uber die Zeit von der
Elektrodenoberflache wurde einkalkuliert. Die Rdée H-Produktion liegt demnach 2,3-mal
hoher als die der Oxidation. Dieses Experiment malgutlich, dass die isolierte [NiFe]
Hydrogenase vorBynechocystis die H-Bildung gegentber der FOxidation grundséatzlich
préferiert. Die Durchfihrung des Experiments beigbl (pH-Optimum: HBildung) zeigte,
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dass die Neigung zur HBildung bei diesem pH-Wert wie erwartet noch stérkusfallt. Der
Unterschied in der Aktivitdt betragt ca. den Fakfm#d. Bei pH 8,0 (pH-Optimum:
H,-Oxidation) ist das Verhaltnis umgekehrt. Die [NiF¢ydrogenase préferiert bei diesem
pH-Wert die B-Oxidation gegenuber der,HProduktion, allerdings nur um ca. den Faktor 2.
Durch das in Abb. 5.36 dargestellte Experiment wadlerdem ersichtlich, dass die
H.-Bildung unter 100 % KHAtmosphare (schwarzes Voltamogramm) vollstandigegemt
ist, da kein negativer Strom messbar ist. Dies&kt@awird also durch das Produkt inhibiert.
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Abb. 5.36: Vergleichende Experimente zur®kidation bzw. H-Reduktion der
[NiFe] Hydrogenase vonSynechocystis sp. PCC 6803. Die Messung der
H*-Reduktionsrate wurde unter 100 %-Atmosphére in Puffer M bei pH 6,4
mit rotierender Elektrode bei 1000 rpm durchgefiiot). Die H-Oxidationsrate
wurde nach 5 min Adaptation unter 100 %-Admosphére in Puffer M bei
pH 6,4 mit derselben Elektrode ohne Rotation duslliyt (schwarz). Die
Scanrate betrug jeweils 10 mV/s. In grau abgebiktaias Voltammogramm im
gleichen Puffer ohne Enzym (blank).
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6 Diskussion

Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten N&D(P) gekoppelten bidirektionalen
[NiFe] Hydrogenase vorSynechocystis sp. PCC 6803 werden im Folgenden mit den
Charakteristika von Hydrogenasen anderer Organisragglichen. Dabei liegt das besondere
Interesse im Aufbau des aktiven Zentrums, der Wasahen Aktivitat und der Sauerstoff-
empfindlichkeit in Bezug zu den @oleranten Hydrogenasen v&alstonia eutropha und zu
den Standard [NiFe] Hydrogenasen. Aul3erdem wirdd#atifizierung der [FeS] Cluster und
des Cofaktors FMN sowie die physiologische Direkalitdt und Funktion der Hydrogenase
diskutiert. In diesem Zusammenhang interessierder@em die native Zusammensetzung
des Hydrogenase-Komplexes sowie die Moglichkeitldiegrexpression des Enzyms.

6.1 Uberexpression

Um den geringen Gehalt der [NiFe] Hydrogenase indijfp Synechocystis sp. PCC 6803 flr
Isolierungszwecke zu steigern, wurde in dieser Arbge Uberexpression des Enzyms
angestrebt. Das Unterfangen ist aufgrund der kaxepleposttranslationalen Reifung ein-
schlie3lich Zusammenbau des Metallzentrums undfsg®er Proteolyse schwierig (Bock et
al., 2006). Die heterologe Expression in nicht \@rdten Organismen gilt fir Metalloenzyme
im Allgemeinen als schwer realisierbar. Da sehizgigehe Maturationsfaktoren notwendig
sind, kommt es haufig zu unldslichen oder fehldetah inaktiven Proteinen (Hall et al.
2005). Die Klonierung der strukturelldlydS_-Gene der [NiFe] Hydrogenase vdhiocapsa
roseopersicina in E. coli fuhrte beispielsweise zu einer Agglomeration inedtt Enzyme in
»Inclusion bodies* (Shirshikova et al., 2009). Imalle der NAD(P) gekoppelten
bidirektionalen [NiFe] Hydrogenase der Klasse 3@ der Hydrogenase vdB/nechocystis,
stellt zusétzlich zum Reifungsapparat die Klonigrumd Expression der zahlreichen Unter-
einheiten eine generelle Barriere fur ein starketerologes Expressionssystem dar (Friedrich
und Schwartz, 1993; Porthun et al., 2002; BlokeswhBdck, 2002; Béck et al., 2006).

In dieser Arbeit wurde versucht, die heterologe reégpion der [NiFe] Hydrogenase von
Synechocystis unter der Kontrolle des starken T7-Promotors imeeiHydrogenase-freien
E. coli Mutante durchzufihren (Kapitel 5.1.4). In den vemdeten Zellen waren nur die
strukturellen Gene der verschiedenen Hydrogenasem B coli und nicht die zur
Assemblierung notwendigerhyp-Gene ausgeschaltet. Es wurden zunachst coli
Uberexpressionskonstrukte mit defmox-Operon und dem Gen fiir die potenzielle
Endopeptidase HoxW vofynechocystis erstellt. Die Induktion erfolgte unter anaeroben
Bedingungen, um di&. coli eigenen Reifungsproteine zu aktivieren (MessengdrGreen,
2003). Da keine Aktivitat messbar war, wurde zugdtalashyp-Operon audNostoc sp.PCC
7120in E. coli kloniert. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigtnden konnte, sind die Hyp-
Proteine vorNostoc in der Lage, die Hydrogenase v8ynechocystis zu assemblieren. Der
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erhaltene Stamm zeigte ebenfalls keine AktivitAtProteingelen wurde nur eine verstarkte
Expression von HoxW detektiert. Die Ergebnisse\deisuche unterstiitzen die Beurteilung,
dass es sehr schwierig ist, eine multimere [NiFg]ridgenase aktiv i&. coli zu exprimieren.
Parallel zu den ExpressionsversuchenEincoli war die homologe Uberexpression der
Hydrogenase vordynechocystis angestrebt. Die Klonierung desbAll-Promotors vor das
hox-Operon inSynechocystis fiihrte zu einer Uberexpression der entsprecheRdei@ine mit
gleichzeitiger Steigerung der Hydrogenaseaktivitadler Zelle (Kapitel 5.1.1). DgpsbAll-
Promotor ist einer der starksten bekannten cyariebaken Promotor (Elhai, 1993). Die
Zunahme der Aktivitat ist in Bezug auf den detekéie Expressionslevel und die postulierte
Promotorstarke unerwartet gering. In einem weitefgperiment wurde gezeigt, dass die
Aktivitat der [NiFe] Hydrogenase weder durch Zugaken hodheren Nickel- noch
Eisenkonzentrationen im Medium gesteigert werdennnt® (Kapitel 5.1.2). Die
Konzentrationen der beiden Elemente im standartesie BG11-Medium sind daher
ausreichend fir den Zusammenbau der exprimiertedrdggnase-Proteine. Es wurde
vermutet, dass die Menge der Reifungsproteine disbAute an aktiver Hydrogenase
limitiert. Die zur Prozessierung der HydrogenaseSjnechocystis notwendigen sechisyp-
Gene liegen Uber das gesamte Genom verteilt vdifritdan et al., 2006). INostoc sp. PCC
7120 sind diehyp-Gene hingegen in einem Genkluster lokalisiert. Didirektionalen
Hydrogenasen beider Organismen weisen eine hohgeS8edhnlichkeit auf (Ludwig et al.,
2006). Aus den genannten Tatsachen ergab sich dagehen, dienyp-Gene ausNostoc in
Synechocystis unter der Kontrolle depsbAll-Promotors zu exprimieren. Das Resultat war
eine weitere Steigerung der Aktivitat (Kapitel 3)1.Interessant in dem Zusammenhang ist
ebenfalls, dafNostoc sp. PCC 7120 nur eine Einheit vdmyp-Genen in Gegenwart von
sowohl der aufnehmenden als auch der bidirektiongldiFe] Hydrogenase besitzt
(Tamagnini et al., 2007). Daher liegt die Vermutumadpe, dass diese Gene unspezifisch in die
Reifung beider Hydrogenasen involviert sind. Digydgimisse dieser Arbeit gehen Uber die
Vermutung hinaus. Sie zeigen die Realisierung dd¢erblogen Uberexpression diessp-
Gene mit der direkten Beteiligung in der Assembimgy der bidirektionalen Hydrogenase von
Synechocystis. Dabei besteht die Mdoglichkeit einer veranderten éfy@hase-Reifung von
Synechocystis durch die heterologen ProteinBwei verschiedene Assemblierungsprozesse
konnten eine Erklarung fur die im folgenen Kapdekutierten zwei nativen Hydrogenase-
Komplexe des Isolats darstellen.

6.2 Stabilitat und Zusammensetzung des nativen Enzyms

Die [NiFe] Hydrogenase vonSynechocystis wurde in dieser Arbeit unter aeroben
Bedingungen mittels  Affinitdtschromatographie iedli (Kapitel 5.2.1). In der
Elutionsfraktion der Affinitdtschromatographie ward die funf Untereinheiten der
Hydrogenase vonSynechocystis mittels Edman-Abbau und Sequenzierung in einem
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Verhéltnis von 0,2:2:2:1:1 fur HoxE:F:U:Y:H detekti (Kapitel 5.2.2). Eine Gelfiltrations-
Analyse der isolierten Hydrogenase zeigte aulRerdevei aktive Hydrogenaseformen
(Kapitel 5.2.4). Eine aktive Form liegt dabei alsrKplex mit einer Gré3e von ca. 175 kDa
vor. Aus der Aminosauresequenz der Hydrogenase $Symechocystis ergibt sich ein
Molekulargewicht von ca. 176 kDa fur einen Komplé&estehend aus den Untereinheiten
HoxEFUYH. Die zweite aktive Hydrogenaseform elwein der Gelfiltrations-Analyse
entsprechend einer Grol3e von ca. 124 kDa. Dieskebeaiativen Komplexe sind auch direkt
nach der Isolierung in Puffer W in einem nativemyBorylamid-Gel sichtbar (Abb. 5.11).
Zusétzlich zu den aktiven Enzymformen wurden in@elfiltration zwei inaktive Fraktionen
mit einer Grol3e von ca. 43 kDa und von mehr als KID@ detektiert. Das kleine Protein
konnte eine Verunreinigung oder eine abdissoziieloe-Untereinheit darstellen. Bei dem
gro3en Protein kann eine Tetramerisierung zu eifgmymkomplex aus Hox(EFUYH)
stattgefunden haben. Allerdings ist dieser KompAeder aktiv noch in dem nativen Gel
direkt nach der Isolierung sichtbar, weshalb maer elavon ausgehen kann, dass eine
Agglomeration des Enzym-Komplexes zu einem Tetrareemutlich durch Effekte wahrend
des langen Laufes in der Gelfiltration begrindeétader durch Auftauen und Einfrieren
entsteht. Gelfiltrations-Analysen der isoliertenifB] Hydrogenase audhermococcus
kodakaraensis KOD1 fuhrten zu der Vermutung, dass das Enzym Tagamer vorliegt
(Kanai et al., 2003). Allerdings wurde die Aktivider Fraktionen nicht Gberpruft.

Die Stochiometrie der Hox-Untereinheiten im Isolatsammen mit den Ergebnissen der
Gelfiltration und nativen Gelelektrophorese vertleén, dass der Hydrogenase-Diaphorase-
Komplex nach der Isolierung in mindestens zwei Farmit unterschiedlicher Zusammen-
setzung vorliegt. Diese Formen koénnten den phygisthen Zustand in der Zelle
widerspiegeln. Ebenfalls ist mdglich, dass ein Ktmp aus beiden Formen bestehend,
wahrend der Isolierung auseinander dissoziiert tefidieise Untereinheiten verloren gehen.
FUr Rhodococcus opacus wurde gezeigt, dass der Hydrogenase-Komplex bei Ald-
reinigung in einen Hydrogenase- und einen Diapleedisdissoziiert. Nur unter bestimmten
Bedingungen wie Zugabe von NiClhohen Konzentrationen an moderat chaotropischen
Salzen oder pH-Werten kleiner als sieben, bleiblenUntereinheiten zusammen (Schneider
et al., 1984 b). Aus diesem Grund wurden auch esati Arbeit die Pufferbedingungen
variiert, um die Stabilitdt eines evtl. zusammemgginden Komplexes zu erhdhen (Kapitel
5.2.3). Die Versuche fuhrten stets zu mindesteres nativen Komplex-Formen. Arbeiten zur
Isolierung der |l6slichen Hydrogenase (HOXEFUYH) aédlochromatium vinosum
ermoglichten nur die Anreicherung des Dimers HoxH¢h nach Zugabe von NiQlLong

et al., 2007). Es wurde vermutet, dass der Komplereits beim Zellaufbruch auseinander
dissoziiert.

Die geringe Menge von HoxE in der isolierten Hydrogse vorsynechocystis deutet an, dass
das Protein entweder teilweise wahrend der Aufgeing verloren geht oder nur in einigen
Komplexenin vivo vorhanden ist. In Arbeiten miltiocapsa roseopersicina wurde diein vivo
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Hydrogenaseaktivitdt durch Deletion vboxE vollstandig gehemmt, wahrend vitro die
Aktivitat unverandert blieb (Rakhely et al., 200Exs wurde vermutet, dass HoxE eine Rolle
beim Elektronentransport und bei der Membranvenamig spielt, die essenziell fur die
physiologische Funktion des Enzyms ist. Einen \&rtier kleinen Untereinheit HoxI (keine
Sequenzahnlichkeit zu HoxE) der |6slichen HydrogentdoxFUYH} von R. eutropha wurde

in Abhangigkeit verschiedener Salzkonzentrationgihnend der Aufreinigung aufgezeigt
(Burgdorf et al., 2005 a). Die zahlreichen Beispialis der Literatur vermitteln den Eindruck,
dass die Hydrogenase-Untereinheiten HoxYH eine ilstakinheit bilden, die mit
verschiedenen Diaphorase-Untereinheiten nur lods=oziiert sind. Die lIsolierung der
Hydrogenase augécidithiobacillus ferrooxidans ist in dem Zusammenhang ein weiteres
Beispiel. Sie fuhrte zu zwei bis drei unterschigtdin Enzymformen in der Praparation. Es
wurde vermutet, dass das Enzym lichtsensitiv isd die unterschiedlichen Praparations-
formen durch Lichteinfluss entstehen (Schrodet.e2@07).

Mittels RT-PCR wurde gezeigt, dassSynechocystis sp. PCC 6803 die Hydrogenase als ein
Operon transkribiert wird (Gutekunst et al., 200%5)anskriptionsstudien . variabilis
ATCC 29413 weisen ebenfalls darauf hin, dass dirikstrellen hox-Gene eine
Transkriptionseinheit bilden (Boison et al., 200RY.-PCR Experimente schlie3en allerdings
nicht aus, dass zusatzliche Promotoren innerhatbQjeerons vorliegen. Kiss et al. (2009)
zeigten, dass die Transkriptmenge JwmxEF in Synechocystis bei Dunkel-Inkubation im
Vergleich zu der vonhoxUYH variiert. Die Quantifizierung der Transkriptmengam
Synechococcus elongatus PCC 7942 ergab eine 3-fach hthere Mengehaxk) im Vergleich

zu hoxH, obwohl die Gene ebenfalls in einem OperarxJ YHW) lokalisiert sind (Schmitz et
al., 2001). In den Cyanobakteri&mechococcus sp. PCC 6301 undlostoc sp. PCC 7120
sind die hox-Gene in die GruppemoxEF und hoxUYHW aufgeteilt, die tber mehrere
Kilobasen voneinander getrennt im Genom liegen 8oiet al., 1998). Interessant ist
aul3erdem eine Studie, in der gezeigt wurde, daSgathocystis aus denhox-Operon allein
hoxE einer zirkadianen Expression unterliegt (Kuchaalet 2005). Die Literaturvergleiche
lassen die Vermutung zu, dass diex-Gene von Synechocystis in Abhangigkeit von
Umweltparametern unterschiedlich transkribiert vear¢kdnnen. Damit bietet sich neben der
Instabilitat wahrend des Reinigungsprozesses emitere Erklarungsmoglichkeit fur die in
dieser Arbeit ermittelte Stéchiometrie der HydrogssrUntereinheiten im Isolat.

In einem weiterfihrenden Experiment wurde zellireigtosolischer Gesamtproteinextrakt
von Synechocystis Uber native Gelelektrophorese aufgetrennt und hdie€end die
Hydrogenase mit einem Antikdrper gegen HoxF detek(Kapitel 5.3.1). Mehrere Banden
deuten darauf hin, dase vivo verschiedene Hydrogenase-Komplexe mit untersablest
Stochiometrie der Untereinheiten vorliegen konnisuaffallig ist, dass die Banden deutlich
hoher liegen als die zwei Banden der isolierten rdgdnase im nativen Gel (Abb. 5.11).
Wabhrscheinlich ist daher, dass der Hydrogenase-keomip der Zelle an unterschiedliche
Komponenten assoziiert ist (Kapitel 6.3) oder dieniplexe sich zu Dimeren oder
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Multimeren zusammenlagern. Es mussen weiterfUhr&xgberimente folgen, um eine klare

Aussage Uber den Hydrogenase-Komplex vivo treffen zu kdnnen. In den meisten

Mikroorganismen wurden bisher mehr als eine Hydnage nachgewiesen, die fur spezielle
physiologische Aufgaben bestimmt sind (Vignais @illoud, 2007). Einige Hydrogenasen

stellen Isoformen dar, die unter verschiedensterchatamsbedingungen exprimiert werden
(Brugna-Guiral et al., 2003). Vor diesen Hintergtén ist durchaus denkbar, dass die
bidirektionale [NiFe] Hydrogenase vdynechocystis in unterschiedlichen Formen mit den

Diaphorase-Untereinheiten HoXEFU assoziiert ist, henvariierenden Umweltbedingungen

verschiedene Funktionen zu erfullen. In diesem #usanhang ist die in dem né&chsten
Kapitel diskutierte vielfaltige zellulare Lokalisieng des Enzyms interessant und gleichfalls
die Tatsache, dass bei der in dieser Arbeit edaolgAufreinigung mehrere Proteine

gemeinsam mit der Hydrogenase eluieren, die in gamerschiedlichen metabolischen

Prozessen involviert sind.

6.3 Zellulare Lokalisierung und potenzielle physiologische Funktio n

Die zellulare Lokalisierung der cyanobakteriellenditektionalen Hydrogenase wird
kontrovers diskutiert. Lange Zeit wurde es alsitd&ls Enzym eingeordnet, nachdem es in
aufgebrochenemostoc sp. PCC 7120 Zellen in der loslichen Fraktion kigtet wurde
(Houchins und Burris, 1981). Untersuchungen and@rganismen deuteten eher darauf hin,
dass eine schwache Assoziation der bidirektiondlgirogenase mit Membranen besteht. In
Anabaena variabilis wurde eine Verbindung mit der Thylakoidmembran esanlagen
(Serebryakova et al., 1994), wahren®ynechococcus sp. PCC 6301 immunologische Daten
eine Assoziation mit der Plasmamembran andeutemté@ddch et al.,, 1991). Eine
periplasmatische Lokalisierung der Hydrogenas&ymechocystis wird ausgeschlossen, da
das charakteristische Sequenzmotiv aus zwei nefsemder liegenden Argininresten (engl.
twin-arginine motif) fehlt (Appel und Schulz, 1996Fournac et al. (2004) detektierten
10 - 25 % der Hydrogenaseaktivitat vBynechocystis in der Membranfraktion und 70 % im
cytosolischen Extrakt.

In dieser Arbeit wurde das Vorkommen der HydrogeressSynechocystis mittels Western
Blot-Analysen im cytosolischen Extrakt und in dextrakt der Gesamtmembranen eindeutig
nachgewiesen (Kapitel 5.3.3). Trotz geringer Veeimgung der isolierten Thylakoid-
membran resultiert das Signal in dieser Fraktiamesilich zum Teil aus Hydrogenase, die
tatsachlich an die Membran assoziiert ist. Diektst@ Einklang mit friheren Analysen von
Appel et al. (2000). AuRerdem zeigen die Westerot-Bhalysen, dass das Enzym
wahrscheinlich ebenfalls mit der Plasmamembranureten ist. Es sieht so aus, als sei die
Hydrogenase ir8ynechocystis sowohl mit der Thylakoid- als auch mit der Plasrearbran
assoziiert. Zusatzliche Western Blot-Analysen sindtwendig, um dieses Ergebnis
abzusichern.
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Um weitere Anhaltspunkte fir die zellulare Lokaising des Enzyms zu erhalten, wurden
die gemeinsam mit der Hydrogenase von der Affisgitomatographie-Saule eluierenden
Proteine identifiziert (Kapitel 5.3.2). Diese Piat interagieren moéglicherweise direkt mit
der StrepTactin-Saule, denkbar ist aber auch, si@gsan die Hydrogenase gekoppelt sind.
Unter den koeluierenden Proteinen befinden sicigeiihylakoid- bzw. Plasmamembran-
assoziierte Proteine, die eventuell fur die Membkasoziation der Hydrogenase in
Synechocystis verantwortlich sein kénnen. Diese Kandidaten ggdf im Hinblick auf eine
maogliche Verknldpfung, naher zu untersuchen. Bessndateressant ist in diesem
Zusammenhang die Identifizierung der peripherenetémheit M (slr1623) der NADPH
Dehydrogenase (Komplex I). Es besteht eine hoheeaghnlichkeit von HoxEFU zu den
peripheren Teilen NUoEFG des Komplex | B coli. Da die drei konservierten Unter-
einheiten NUOEFG des Komplex | in Cyanobakteriehleie, wird spekuliert, ob sie von
HoxEFU ersetzt werden und dartber die Hydrogenasdiea Atmung gekoppelt ist (Appel
und Schulz, 1996; Schmitz und Bothe, 1996; Tamaggtiral., 2007). Eine physiologische
Verbindung wurde durch Experimente von Cournad.€804) nachgewiesen. Verschiedene
Arbeiten zeigten, dass der Komplex |$mnechocystis in der Thylakoidmembran lokalisiert
ist (Ohkawa et al., 2001; Zhang et al., 2004; Sekuékt al., 2009). Das Ergebnis aus der
Analyse des Hydrogenase-Isolats ist ein erster Higwlafir, dass die Untereinheit M das
Bindeglied zwischen beiden Komponenten darstellad damit die Assoziation an die
Thylakoidmembran erklaren kénnte. Weiterfihrendedtimente sind notwendig, um diesen
neuen Anhaltspunkt zu untersuchen.

Weitere Proteine sind nennenswert, die als Koelig#ntifiziert wurden und Hinweise auf
maogliche physiologische Funktionen der Hydrogendsieten. Interessant ist die
Identifizierung der 2-Ketosauren Dehydrogenasé®S2), die entweder eine Lactat- oder
Malat-Dehydrogenase ifynechocystis darstellt. Experimente weisen darauf hin, dass die
Hydrogenase an die Lactat-Fermentation gekoppeli(persénliche Mitteilung Dr. Jens
Appel). Aus diesem Grund liegt die Vermutung natiass das Gen sll0892 eher fir die
Lactat- als fur die Malat-Dehydrogenase kodierts D&eiteren eluieren alle drei Unter-
einheiten des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes7&ll1slr1096, sll1841) gemeinsam mit
der Hydrogenase. Es besteht daher die Méglichttags die Hydrogenase an diesen Komplex
assoziiert ist und das Substrat NADH direkt Gbemtmim Ganzen bieten die mit der
Hydrogenase vonSynechocystis eluierenden Proteine viele Ansatzpunkte, um der
physiologischen Position und Membran-Assoziationrs denzyms néher zu kommen.
Vielféaltige Funktionen des Enzyms sind denkbar, vieschiedene native Formen plausibel
machen. Es konnte bereits gezeigt werdiass das Enzym als ein Ventil fur Gberschissige
Elektronen im Elektronentransport dient (Appel & @000), dass es im Dunkeln Uber
Fermentation kKl produzieren kann (van der Oost und Cox, 1987; Hmscet al., 1984) und
dass es Hunter Beteiligung des Komplex I oxidiert (Courredal., 2004).
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Interessanterweise wurden in der vorliegenden Arbeei AbrB-ahnliche Transkriptions-
faktoren sll0359 und sll0822 bei den Proteinen tifierert, die gemeinsam mit der
Hydrogenase voBynechocystis von der Affinitdtschromatographie-Saule eluieren.

Die Transkription der Hydrogenase v&jnechocystis wird durch verschiedene Parameter
wie Lichtintensitat, Sauerstoff und Stickstoffkonmationen beeinflusst (Kiss et al, 2009).
Neben LexA, das an zwei Promotorregionen ki@sOperons bindet und die Transkription
aktiviert (Gutekunst et al., 2005; Oliveira und dlbtad, 2005), interagiert ebenfalls das
AbrB-ahnliche Protein sll0359 mit ddwox-Promotorregion (Oliveira und Lindblad et al.,
2008). Es wird vermutet, dass sll0359 wie LexA &atanskriptionsaktivator des Operons
fungiert. Der zweite AbrB-ahnliche Transkriptioniar sll0822 wurde ebenfalls bereits mit
der Expression des Hydrogenase-OperonsSyoachocystis in Verbindung gebracht. In einer
Arbeit von Ishii und Hihara (2008) wurde eine sB@8Synechocystis Deletionsmutante
erstellt, die im Vergleich zum Wildtyp eine starkdfxpression ddsox-Operons aufweist. Es
liegt also die Vermutung nahe, dass Sll0822 diiekdie negative Regulation démox-
Expression involviert ist. Ishii und Hihara (2008)igten aul3erdem, dass sowohl sll0359 als
auch sll0822 in Bezug zur,NKonzentration reguliert werden.

Transkriptionsstudien bei GeLimitierung legten dar, dass Bynechocystis die beiden AbrB-
Proteine und LexA mit dergbtA/sbtB-Promotor interagieren (Lieman-Hurwitz et al., 2p09
Diese Gene werden unter g®angel exprimiert und kodieren einen WaCOs-Transporter
(Shibata et al., 2002; Wang et al., 2004). SbtBWked genauso wie CcmK (involviert in die
COx-Konzentrierung zur Steigerung der Carboxylieruagsr der RuBisCO) mit der
Hydrogenase. Dies lasst vermuten, dass die Cyateriek in dieser Arbeit COlimitiert
waren. Die Anzucht erfolgte unter Begasung mit lurftl daher mit einer G&Konzentration
von ca. 0,04 %. Unter geringen &Ronzentrationen wird die Rate der Oxygenierung von
Ribulose-1,5-bisphosphat durch die RuBisCO und algé& dessen die Photorespiration
erhoht. Die Untereinheit des Glycin Decarboxylaseviplexes (slr0879) koeluierte ebenfalls
mit der Hydrogenase. Dies konnte bedeuten, dassiylieogenase unter Giangel eine
bisher unbekannte Funktion bei der Photorespiraionimmt.

6.4 Physiologische Direktionalitat der [NiFe] Hydrogenase

Die Dbidirektionale [NiFe] Hydrogenase vonSynechocystis kann die Reaktion
2H" + 2e = H, grundsatzlich in beide Richtungen katalysieren.lde Praferenz besitzt

das Enzymin vivo? Physiologisch nutzt es NAD(P)H als Elektronendamad NAD(P) als
Elektronenakzeptor. Die Hydrogenase ist daher ajpgarom Redoxstatus der Zelle.

Um der physiologischen Direktionalitat ndher zu koem, wurde das Verhéltnis zwischen
H,-Produktion und -Oxidation der isolierten [NiFe] dHgpgenase vonSynechocystis
elektrochemisch untersucht. Die beiden Reaktioned grundséatzlich stark vom pH-Wert
beeinflusst. Das in dieser Arbeit ermittelte pH-@utm der H-Bildung liegt bei pH 5, das
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der H-Oxidation bei pH 8 (Kapitel 5.7.3). Diese Ergelseisiecken sich mit denen anderer
Hydrogenasen, z. B. vadydrogenophaga sp. AH-24 (Yoon et al., 2008). Im mittleren pH-
Bereich beider Reaktionen (pH 6,4) ist digBlldung gegentber derFDxidation um den
Faktor 2,3 hoher. Daraus lasst sich schlieRen, dass Enzym vonSynechocystis die
H.-Produktion gegeniber der4®xidation grundsatzlich praferiert (Kapitel 5.7.8gi pH 5
fallt die aufgezeigte Neigung zur #Bildung noch starker aus. Der Unterschied in der
Aktivitat betragt ca. den Faktor 5,4. Unter eheygilogischen Bedingungen (pH 8) ist die
Rate der HOxidation des gereinigten Enzyms gegeniber dePrdduktion dagegen etwa
doppelt so gro3. Nach einem lange bestehenden igawadweisen isolierte [NiFe]
Hydrogenasen bei pH 8 typischerweise ca. 100- B@0fach hohere HOxidations- zu
Produktionsaktivitdten auf (Frey, 2002; van Haasteral., 2008). Die [NiFe] Hydrogenase
von Synechocystis ist in dieser Hinsicht aul3ergewdhnlich und lassh sn Bezug auf die
Raten der katalysierten Einzelreaktionen eher it fFeFe] Hydrogenasen vergleichen. Bei
diesen Hydrogenasen betragt die Rate de©kldation bei pH 8 ca. 10-mal mehr als die der
H.-Bildung. Der K,-Wert fir H; liegt bei dieser Enzym-Klasse im Bereich von 100 (van
Haaster et al., 2005). Da [FeFe] Hydrogenasen irZzd#e hauptsachlich die FProduktion
katalysieren, liegt die Vermutung nahe, dass auehSghechocystis Hydrogenase unter
physiologischen Bedingungen eher , Hbildet. Allerdings fihrt diese einfache
Schlussfolgerung auch zu Konflikten, da es [FeFgHrdgenasen gibt, diéen vivo H,
konsumieren (Pereira et al.,, 1998). Die Vermutung ghysiologischen Direktionalitat des
Enzyms steht mit friheren Arbeiten im Einklang.viigde gezeigt, dass das Enzym wahrend
der Adaptation an héhere Lichtverhaltnisse (dumieeh hell) tGber die Photosynthese und im
Dunkeln Uber Fermentation,Hproduziert (Houchins et al., 1984; van der Oosll @ox,
1987; Appel et al., 2000; Cournac et al., 2004)aZwurde gezeigt, dass die Hydrogenase
durch H-Oxidation auch Elektronen unter Beteiligung desmiptex | der Atmung
aufnehmen kann (Cournac et al., 2004), dennoch tkéas sich bei der in dieser Arbeit
untersuchten Hydrogenase um einen Vertreter egemArt von Hproduzierenden [NiFe]
Hydrogenasen handeln, die spezifisch fir Cyanobiakiesind und biotechnologische
Bedeutung erlangen kénnten.

In Bezug zur technologischen Nutzbarkeit ist eiriteves Ergebnis dieser Arbeit von Be-
deutung. Die elektrochemischen Analysen der Hydrage vonSynechocystis zeigen, dass
die H-Bildung unter 1 atm Kvollstandig gehemmt ist (Kapitel 5.7.4). Die-Bildung wird
also durch das Produkt inhibiert. Dies steht niihéren Experimenten an Cyanobakterien im
Widerspruch, die zeigten, dass die Zugabe von di¢ Aktivitdt der bidirektionalen
Hydrogenase nicht beeinflusst (Houchins and Burii@81). Es sind weitere Analysen
notwendig, um exakt zu bestimmen, ab welcher Kotnagan das Produkt die #Bildung
inhibiert.
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6.5 [FeS] Cluster und FMN

Das UV/VIS-Spektrum der oxidierten Hydrogenase v®mechocystis (Kapitel 5.5.1)
entspricht in etwa den Spektren der sequenzahnlietyelrogenasen voRalstonia eutropha
(Schneider und Schlegel, 1976; Buhrke et al., 28)QfndRhodococcus opacus 1b (Schneider
et al., 1984 a). Alle Spektren zeigen Maxima bél 8t und 440 - 450 nm. Durch Vergleiche
dieser Spektren untereinander sowie mit den, ausLderatur bekannten Absorptions-
Charakteristika fur [FeS] Cluster (Lippard und Bet§95) und FMN (Chapman und Reid,
1999), konnten in der Hydrogenase v&mechocystis Hinweise auf die Existenz von
[2Fe2SF* Clustern, [4Fe4$] Clustern und FMN gefunden werden. Allerdings zsigh bei
den Spektren der drei Hydrogenasen ein UnterscivedVerhéltnis der Peakhohen
zueinander. Wahrend die cyanobakterielle Hydrogetas 440 nm am starksten absorbiert,
fallen bei den beiden anderen Hydrogenasen die hBeak mit grol3er werdender
Wellenlange kleiner aus. Dies weist darauf hin,sdde Anzahl der vorhandenen [FeS]
Cluster variiert. Da alle Absorptionsbanden sichrlkstiberlagern, ist es nicht mdglich,
Aussagen Uber die Konzentration der einzelnen [FERister und des FMN in der
Hydrogenase vonSynechocystis zu treffen. Aul3erdem muss bei der Betrachtung des
Spektrums berlcksichtigt werden, dass das Isotdt mius aquimolaren Hox-Untereinheiten
zusammengesetzt ist. Die Diaphorase-UntereinhditerFU, fir die die meisten [FeS]
Cluster und die Bindestelle des FMN uber die Segwenhergesagt sind (Appel und Schulz,
1996), liegen im Verhéltnis 2:1 zur Hydrogenase vor

Das UV/VIS-Spektrum der oxidierten Hydrogenase $gmechocystis weist zwei zusétzliche
Peaks bei 325 nm und 425 nm auf, die bei den Sprekler Hydrogenasen véh eutropha
und R. opacus nicht vorhanden sind. UV/VIS-Spektren des NDH-1nfidexes vorE. coli
und Neurospora crassa zeigen ebenfalls eine Redox-Komponente, die bé& B8& und
425 nm absorbiert und in der peripheren Unteretrideol des Komplexes lokalisiert ist. Die
Komponente wurde durch Vergleichsspektren mit E@wfer Untereinheit der Hydrogenase
von Methanosarcina barkeri und mit 2[4Fe4S] Ferredoxin vd@ostridium pasteurianum als
2[4Fe4S] Cluster identifiziert (Friedrich et al.0@D; Rasmussen et al., 2001). HoxU von
Synechocystis besitzt eine grolRere Sequenzahnlichkeit zu NuaGNI2H-1 Komplexes von
E. coli als zu Nuol. Ein Alignment zeigt aber, dass esahinliches Sequenzmotiv wie Nuol
fur die Bindung eines 2[4Fe4S] Clusters besitzti{Ah1).

Die Tatsache, dass dieses Sequenzmotiv in den Bigdasen voR. eutropha undR. opacus
fehlt, erklart die oben erwahnten Unterschiede gkaii der Absorption bei 325 nm und
425 nm zwischen den UV/VIS-Spektren der Hydrogemabesgesamt lassen die Vergleiche
den Schluss zu, dass die [NiFe] HydrogenaseSyoechocystis ein 2[4Fe4S] gebunden hat.
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Nuol E.cofi = —mmmmmmmmm oo s o s oo — -
EchF M. barkeri = TS T oo oo oo oo o—o———————o
Ferredoxin C. pasteurianum ———————=—————— === == —— - ————— o —————————— =TT T T T T
HoxU R. opacus -MSIEIEIDGVTVTTEESRTLVDVAAEAGVYIPTICY LKGKPSLGTICRYCSVKLNG-~-TV
HoxU R. eutropha -MSIQITIDGKTLTTEEGRTLVDVAAENGVYIPTI/ICY LKDKPCLGTIC VKVNG--NV
HoxU Synechocystis MSVVTLTIDDKAIAIEEGASILQAAKEAGVPIPTILCHLEGISEAAACRIICMVEVEGTNKL
HoxU A. variablis MSVKTLTINDQLISAQEEETLLOAAQEAGIHIPTICHLEGVGDVGACRICLVEVAGSNKL
Nuol E.coli ~ = = —mmmmmmmmmmmmemmmmmmmmmmmme MTLKELLVGFGTQVRSIWMIGLHGSPNQTRM
EchF M. barkeri ~  ———————--—— e — e — e — MGMLNLVLTNISRKP
Ferredoxin C. pasteufiantim ———————=—————————————— - ———————————————
HoxU R. opacus V. TIRVANGMKIEVDEPEVVDMRKANVELLFAEGNHNCPSCEKSGRCKLQAVGYEVDM
HoxU R. eutropha TVRVSKGLNVEVND PELVDMRKALVEFLFAEGNHNCPSCEKSGRCQLOAVGYEVDM
HoxU Synechocystis ~MPACVTAVSEEMVVHTNTEKLONYRRMTVELLFSEGNHVCAICVANGNCELQDMAITVGM
HoxU A. variablis LPACVTKVAEGMEVSTNSDRLOQRYRRTIVEMLFAEGNHICSVCVANNNCELODLAIEMGM
Nuol E. coli YPEEPVYLPPRYRGRIVLTRDPDGE Ejg\! L ’;’iPVGCI SLOKAETKDGRWYPEF -
EchF M. barkeri -ATRLYPFEIREPFKEFKGRIVFDPENCILCGL PPDAITVTKADKT-——-=———~
Ferredoxin  C. pasteurianum —================== MAYKIADSCVSCGACASHCPVNAISQGDSI-——========
HoxU R. opacus MVSRFQYRFPERVQDHASETIWLERDRCIFCDRCVEFVRDKATGKKIFSISNRGGDSRIE
HoxU R. eutropha MVSRFPYRFPVRVVDHASEKIWLERDRCIFCRDRCVEFIRDKASGRKIFSISHRGPESRIE
HoxU Synechocystis DHSRFKYQFPKREVDLSHPMFGIDHNRCILCTRC] EIEGAHVWDVAYRGAECKIVS
HoxU A. variablis DHVRLEYHFPNRKVDISHDRFGVDHN LCIR CIR@E IEGAHTWDMAGRGTNSHVIT
Nuol E. coli —----FRINFSRCIF|ICG. EACPTTAIQLTPDFEMGEYKRQDLVYEKEDLLISGPGKYPE
EchF M. barkeri ---FWELNLFRCIMCT GCPKGCLSISNERAKTGAEEVIKIAVPIVDKPKAPKAAPS
Ferredoxin  C. pasteurianum —---FFVIDADTCI DCE! CPVGAPVQE-————————————m e mmm i ———————
HoxU R. opacus IDADLAN-AMPPEQVREAVAICPVGTIIEKRVGYDDPIGRRKYEIETVRARALGGEEE- -
HoxU R. eutropha IDAELAN-AMPPEQVKEAVAICPVGTILEKRVGYDDPIGRRKYEIQSVRARALEGEDK--
HoxU Synechocystis ~ GLNQPWGTVD ACPTGSIFHEKGETTAEKIGDRRKVEFLATARKEKEWVR--
HoxU A. variablis DLSQPWGTSD %t ACPTGAIFYQGSSVGEMKRDRAKLDFLVTAREKQQWNL - -

Abb. 6.1: Alignment der kleinen Diaphorase-Unteheiiten: EchF vorMethanosarcina barkeri
(CAA76122.1), HoxU von Rhodococcus opacus (AAB57890.1), Ralstonia eutropha
(AAP85842.1) Synechocystis sp. PCC 6803 (NP_441415,Bnabaena variabilis ATCC 29413
(YP_325149.1) sowie der Komplex | Untereinh@&uol von E. coli (AP_002879.1) und
8Fe-Ferredoxin vorClostridium pasteurianum (AAA83524.1) Bindemotive fir [FeS] Cluster
sind im Alignment hervorgehoben. Schwarz: [2Fe23jister, grau: [4Fe4S] Cluster, rot:
2[4Fe4S] Cluster.

Ein ESR-spektroskopischer Nachweis dieses Clusstrschwierig, weil beide [4Fe4S]
Cluster identische Oxidation-Reduktions-Charaktisas aufweisen (Prince und Adams,
1987). Bei Reduktion der Probe kommt es aufgrund Sj@n-Kopplung beider Cluster zu
einem Spektrum mit mehreren breiten und sehr sdmva&ignalen, die oft von anderen
[FeS] Clustern uberlagert und daher nicht detdbéiesind (Rasmussen et al., 2001). Dies ist
wahrscheinlich auch der Fall bei den ESR-SpekteanHydrogenase vo8ynechocystis. Bei
einer Temperatur von 10 K ist zwar ein komplexegkBpm des reduzierten Enzyms mit
starker Linienverbreiterung sichtbar (Abb. 5.22erdings kommen als Ursprung des Signals
dieses Spektrums eher ein [2F€2Sind ein [4Fe4ST Cluster in Betracht, die magnetisch
koppeln (siehe unten). Mdglich ist, dass dieseadidas eines 2[4Fe4S] Clusters Uberlagert.
Das UV/VIS-Spektrum des oxidierten Enzyms v@mechocystis zeigt keine Absorptions-
peaks bei Wellenlangen, die spezifisch fiir [3Fé48]uster sind. Dieses Ergebnis steht im
Einklang mit den aufgenommenen Daten der ESR-Spshdpie. In der unbehandelten aerob
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isolierten Hydrogenase vo®ynechocystis konnte zwar in der ESR-Spektroskopie ein sehr
schwaches Signal (0,05 Spin/Protein) fiir ein [3fE4Cluster detektiert werden
(Kapitel 5.5.2), die geringe Intensitat des Sigrkdatet allerdings darauf hin, dass ein kleiner
Teil eines [4Fe4S] Clusters wahrend der aerobemefifgung durch @ geschadigt wurde
und als [3Fe4S] Cluster erscheint. Dieses Phanomen wurde bereitsdié NAD
reduzierenden Hydrogenasen vi@astonia eutropha (Schneider et al., 1979; Erkens et al.,
1996) undRhodococcus opacus (Schneider et al., 1984 a) sowie fur die bidirehkdle
Hydrogenase voAnabaena variabilis (Serebryakova et al., 1996) beschrieben.

Nach Zugabe von DCIP im Uberschuss, zur Oxidatiber andglicherweise vorhandenen
[FeS] Cluster, zeigten die aufgenommenen ESR-Sgrekter Hydrogenase v@ynechocystis
keine Zunahme des [3Fe4STluster Signals. Die gleichen Beobachtungen bédiigler
Signalstarke bei verschiedenen anaerob oxidierergiingungen wurden auch fir das
Enzym vonRalstonia eutropha gemacht (Happe et al., 2000). Bei der Hydrogenase
Anabaena variabilis nahm nach wiederholter Exposition mip @ie Intensitat des [3Fe4S]
Cluster Signals zu (Serebryakova et al., 1996). diesen spektroskopischen Ergebnissen
lasst sich schlussfolgern, dass das Signal vonmeiaerob geschadigten [4Fe4S] Cluster
stammt und dass die [NiFe] Hydrogenase @pmechocystis kein [3Fe4S] Cluster, wie es in
Standard [NiFe] Hydrogenasen von z.B.vulgaris Miyazaki F (Higuchi et al., 1997) oder
von D. gigas (Volbeda et al., 1995) Ublicherweise vorkommt,itzésDort bilden drei [FeS]
Cluster eine Elektronentransportkette in der kleikkmtereinheit (Volbeda et al., 1995). Das
proximale [4Fe4S] Cluster ist essenziell fur die-Ftoduktion und kommt in allen
Hydrogenasen mit einem bimetallischen aktiven Zentvor (Fontecilla-Camps et al., 1997).
Das mediale [3Fe4S] Cluster wurde [h gigas durch Aminosaure-Austausch gegen ein
[AFe4S] Cluster ersetzt, ohne einen signifikantdfekE auf die katalytische Aktivitat
auszuuben (Rousset et al., 1998). Generell scle@gn{3Fe4S] Cluster fir Hydrogenasen
nicht essenziell zu sein.

Bei 20 K und 40 K aufgenommene ESR-Spektren deuzieden Hydrogenase von
Synechocystis zeigen die Prasenz von funktionalen, nicht gekbepeFeS] Clustern und
einem Flavin (Kapitel 5.5.3). Die Signale der Kompnoten konnten reversibel aktiviert und
inaktiviert werden. Die gemessenen g-Tensor-Weete[BeS] Cluster (Tab. 6.1) und deren
Veranderung in Abhangigkeit der Temperatur sindraktaristisch fir ein [4Fe4Sund ein
oder zwei [2Fe2S] Cluster (Ohnishi, 1998; Guigliarelli et al., 199&uigliarelli und
Bertrand, 1999; Schumann et al., 2008; Saggu ,e2@D9). Die beiden bzw. die drei Cluster
sind im Enzym dicht benachbart, da sie bei Tempezat kleiner als 20 K magnetisch
koppeln. Diese Spektren dhneln bei niedrigen Teatpeen denen der NAD gekoppelten
Hydrogenasen vorPyrococcus furiosus (Bryant und Adams, 1989) un&hodococcus
opacus 1b (Schneider et al., 1984 a) sowie der bidirektien Hydrogenase vofinabaena
variabilis (Serebryakova et al., 1996). W variabilis wurden Signale eines reduzierten
[4Fe4ST und [2Fe2S] Clusters identifiziert. BeP. furiosus wurde ein [2Fe2S] Cluster
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gefunden, welches bei niedrigen Temperaturen meghetin ein weiteres [FeS] Cluster
koppelt. InR. opacus konnte gezeigt werden, dass ein [4Fé4@®H ein [2Fe2S]Cluster bei
niedrigen Temperaturen miteinander interagierenfgAund der Form des gekoppelten
Spektrums wurde die Distanz zwischen den Clustefi 2 - 1,5 nm geschétzt. Beide Cluster
sind in der kleinen Diaphorase-Untereinheit (HokKalisiert (Schneider et al., 1984 a).

Tab. 6.1: Darstellung der durch Simulation ermittel g-Tensor-Werte von [FeS] Clustern in der
[NiFe] Hydrogenase vor®ynechocystis sp. PCC 6803. Vergleich zu [FeS] Clustern mit &iein
g-Tensor-Werten in den Hydrogenasen vomabaena variabilis ATCC 29413 (Serebryakova et al.,
1996), von Pyrococcus furiosus (Bryant und Adams, 1989) und vdrhodococcus opacus 1b
(Schneider et al., 1984 a)

Synechocystis A. variabilis P. furiosus R. opacus

Cluster [2Fe2S] [4Fe4dS] [2Fe2S] [4Fe4dS] [2Fe2S] [2Fe2S] [4Fe4S]

Ok 2,016/2,002 2,04 2,021 2,05 2,03 2,004 2,04
Oy 1,935 1,95 1,94 - 1,93 1,93 1,95
0 1,928 1,88 1,935 1,88 1,92 - 1,86

Neben den Spektren ist auch die Aminoséure-Seqdenkleinen Diaphorase Untereinheit
von R. opacus sehr ahnlich zu der vo8ynechocystis (Abb. 6.1). Daher ist wahrscheinlich,
dass die detektierten ESR-Signale ebenfalls voaneifdFe4Sund einem [2Fe2S] Cluster
stammen, die in der kleinen Diaphorase-UntereinftéttxU) von Synechocystis gebunden
sind. In der Sequenz von HoxU ist das BindemotivioGR[LV]Cx13C fir ein [2Fe2S]
Cluster und das Sequenzmotiv EXNHXCJ[AS][VIS]CZxLQ fur ein [4Fe4S] vorhanden.
Die Moglichkeit, ob Letzteres ein [3Fe4S] Clustendet (Appel und Schulz, 1996), kann
durch die Ergebnisse dieser Arbeit ausgeschlosseden.

In der Aminosauresequenz der [NiFe] Hydrogenase Symechocystis sind insgesamt acht
potenzielle Bindemotive flr verschiedene [FeS] @usrkennbar (Tab. 3.2). Vor diesem
Hintergrund ist interessant, dass in den ESR-Spelediglich entsprechende Signale mit
2 Spin/Protein detektiert wurden. Moglicherweis@p@n die Cluster untereinander oder mit
anderen naheliegenden paramagnetischen Spezidti¥ieu einem ESR-stillen System.

6.6 Ligandierung des aktiven Zentrums

Die FT-IR-spektroskopischen Untersuchungen der blyelnase vo®ynechocystis zeigen ein

fur Standard [NiFe] Hydrogenasen charakteristisdfiaster aus drei Absorptionsbanden im
Bereich zwischen 1900 ¢hund 2100 cnf (Kapitel 5.5.4). Die Wellenzahlen liegen in der
Region fur Streckschwingungen von Dreifachbindungemhand der Wellenzahlen, FT-IR-
Studien mit**NHs, *CO, und zusétzlichen chemischen Analysen konnten diedBn der

Standard Hydrogenasen als eine CO und zwer@hppen identifiziert werden (Bagley et
al., 1995; Happe et al., 1997; Pierik et al., 193¢ wurden den in Kristallstrukturen von
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Desulfovibrio gigas entdeckten drei anorganischen zweiatomigen Ligardés Eisenatoms

im aktiven Zentrum zugeordnet (De Lacey et al.,742®02; Pierik et al., 1999).

Aufgrund der hohen Ubereinstimmung der FT-IR-Spmktder [NiFe] Hydrogenase aus
Synechocystis mit den bereits veroffentlichten Spektren mus<iglessen werden, dass eine
Standard-Ligandierung des aktiven Zentrums mit zZ@Mi und einem CO am Eisen-Atom,

wie in Kapitel 3.7 dargestellt, vorliegt.

6.7 Redoxzustande

Darlber hinaus wurden in der vorliegenden Arbettats FT-IR-Spektroskopie vier verschie-
dene Redoxzustande des aktiven Zentrums identifizigapitel 5.5.5). Neben dem
vollstandig oxidierten und reduzierten Zustand Kennzwei Zwischenzustande wahrend
einer kontrollierten Reoxidation des vollstandiglueierten Enzyms gemessen werden. Die
Redoxzustande wurden iber die Anderungen der C@ @N-Frequenzschwingungen
unterschieden. Die Frequenzschwingungen variiererchd veranderte Elektronendichten
wahrend der Katalyse im aktiven Zentrum. Ladunge&mbgen am Nickel-Atom kdnnen
durch Delokalisierung der Elektronen im gesamtetivak Zentrum, Uber die zweiatomigen
Liganden des Eisen-Atoms, wahrgenommen werden (Anedral., 1999). Arbeiten an
Fe(CO)(CN)-Modell-Komplexen zeigten, dass der Effekt bei de@®O-Liganden
ausgepragter ist als bei den dhganden (Lai et al.,, 1998). Damit ist gerade die
CO-Absorptionslage sehr charakteristisch fir eif@doxzustand. Alle bisher bekannten
Redoxzustande von Hydrogenasen kdnnen mittels FSp&ktroskopie unterschieden und
analysiert werden. Ein Vergleich der Positionen gesener Frequenzschwingungen von
CO- und CN-Liganden der Hydrogenase v&mechocystis, den Standard Hydrogenasen von
A. vinosum, D. gigas undD. vulgaris Miyazaki Fund den I6slichen [NiFe] Hydrogenasen von
R. eutropha undA. vinosum st in Tab. 6.2 dargestellt.

Es wird deutlich, dass die fur d#nechocystis Hydrogenase gemessenen Wellenzahlen der
zweiatomigen Liganden den RedoxzustandepBNiNi;-S, Ni-C, Nii-SR der Standard
Hydrogenase vorD. vulgaris Miyazaki F am &hnlichsten sind. Die leichte Abweing
(max. 8 cn) der absoluten Bandenlage kann durch unterscbiedAminosauren oder durch
Wassermolekile nahe des aktiven Zentrums bedingt se



Diskussion 107

Tab. 6.2:Positionen der detektierten GNind CO-Streckschwingungen der [NiFe] Hydrogenase
Synechocystis sp. PCC 6803, verglichen mit den Streckschwingurdgfimierter Redoxzustande der
Standard [NiFe] Hydrogenasen vénvinosum (MBH), D. gigas und D. vulgaris Miyazaki F sowie
mit der I6slichen [NiFe] Hydrogenase vénvinosum (SH) (De Lacey et al., 1997; Bleijlevens et al.,
2004 b; Fichtner et al., 2006; Long et al., 2007).

Redoxzustande Enzyme CO[dm CNifcm'  CN2[cm]
Nig-A Synechocystis sp. PCC 6803 n. d. n. d. n. d.
A. vinosum MBH 1945 2083 2093
D. gigas 1947 2083 2093
D. vulgaris Miyazaki F 1956 2085 2094
Ni,-S Synechocystis sp. PCC 6803 n. d. n. d. n. d.
A. vinosum SH 1962 - -
A. vinosum MBH 1950 2089 2099
D. gigas 1950 2089 2099
D. vulgaris Miyazaki F 1958 2089 2100
Ni,-B Synechocystis sp. PCC 6803* 1957 2076 2088
A. vinosum MBH 1944 2079 2090
D. gigas 1946 2079 2090
D. vulgaris Miyazaki F 1955 2081 2090
Ni,-S Synechocystis sp. PCC 6803 n. d. n. d. n. d.
A. vinosum MBH 1911 2053 2067
1932 2074 2086
D. gigas 1914 2055 2067
D. vulgaris Miyazaki F 1922 2061 2070
NigS Synechocystis sp. PCC 6803 1947 2078 2093
A. vinosum SH 1968 - -
A. vinosum MBH 1932 2074 2086
D. gigas 1934 2075 2087
D. vulgaris Miyazaki F 1943 2074 2086
Nig-C Synechocystis sp. PCC 6803* 1968 2079 2093
A. vinosum MBH 1950 2074 2087
D. gigas 1952 2073 2086
D. vulgaris Miyazaki F 1961 2074 2085
Nig-SR Synechocystis sp. PCC 6803 1955 2063 2079
A. vinosum SH 1948 - -
A. vinosum MBH 1936 2059 2073
D. gigas 1940 2059 2073
D. vulgaris Miyazaki F 1948 2061 2074

*kein ESR-Signal, n. d. (nicht detektiert), - (nidugewiesen)

Abb. 6.2 gibt einen Uberblick Uber die Richtung udds AusmaR der gemessenen
Frequenzverschiebungen beider Hydrogenasen. BeBdeachtung der Bandenlagen fallt
auf, dass die CO-Schwingungen, besonders bebghechocystis Hydrogenase, eine grof3ere
Frequenzéanderung bei wechselnden Redoxzustdndeweiseih. Das bestatigt die oben
erwahnte hohere Sensitivitdt des Liganden fur soteedliche Elektronendichten am Eisen
auch fir das in dieser Arbeit untersuchte EnzymBekdem wird durch die Darstellung
deutlich, dass die Liganden beider Hydrogenasent miar bei sehr &hnlichen Wellenzahlen
absorbieren, sondern im Falle des CO-Liganden zlug#@tvon einem Redoxzustand zum
nachsten in die gleiche Richtung verschoben sired. @D-Ligand besitzt leerg*-Orbitale,
wodurch eine starkeeRickbindung zum Ligand erméglicht wird. Die CO-8aigung héngt
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im Wesentlichen von der Starke dieser Ruckbinduogp \Eisen ab. Nimmt am Eisen die
Elektronendichte zu, werden die antibindem®Orbitale starker besetzt. Dies fuhrt zu einer
Abnahme der CO-Bindungsstarke und damit zu einedrigeren Schwingungsfrequenz
(Alsfasser et al., 2007).

CN- CO

NS I |

Ni,-

a

Ni,-

a

1

Ni-SR

T T T T T T

2100 2075 2050 1975 1950 1925 1900
Wellenzahl (cm™)

Abb. 6.2: Vergleich der gemessenen Absorptionslagen @bt und CO-
Streckschwingungen der [NiFe] Hydrogenase 8gmechocystis sp. PCC 6803
(rot) mit denen voiD. vulgaris Miyazaki F (blau) (Fichtner et al., 2009).

Vom inaktiven oxidierten NiB ahnlichen Zustand der [NiFe] Hydrogenase von
Synechocystis ausgehend ist die Reaktivierung zum ZustangS\nit einer Verschiebung der
CO-Absorptionsbande zu niedrigeren Wellenzahlebwaien. Bei dem Prozess nimmt daher
die Elektronendichte am Eisen- und Nickelatom ze. &htsprechenden CGlNiganden zeigen
eine schwache gegenlaufige Verschiebung zu gréRéfeltenzahlen. CNLiganden sind
schlechterer-Elektronen-Akzeptoren als CO-Liganden. Andere &t wie verringerte
Wasserstoffbriicken-Bindungen zwischen den-Ofanden und benachbarten Aminosauren
(z. B. durch Deprotonierung) konnen die Ursache dig leichte Zunahme der internen
Bindungsstarke darstellen. Der Effekt gegenlaufiyerschiebungen von CNund CO-
Absorptionsbanden ist in Standard [NiFe] Hydrogenagenauso wie in CKCO Modell-
Komplexen bekannt (Lai et al., 1998; Fichtner et2006) und tritt bei der Hydrogenasan

D. gigas zwischen den Zustanden,N8 und Ni-C auf.

Bei der Hydrogenase vdynechocystis nimmt die Elektronendichte im aktiven Zentrum vom
Nig-S zum Ni-C Zustand ab und anschlie3end zum vollstdndigzieden Zustand (MSR)
wieder zu. Diese drei Redoxzustande sind Kkatalytigktiv. Der Wechsel in der
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Elektronendichte zwischen den Zustanden ist chamgkisch fiir zahlreiche Standard [NiFe]
Hydrogenasen (De Lacey et al., 1997; 2007; Blegjisy et al., 2004 b; Fichtner et al., 2006).
Hieraus kann geschlossen werden, dass die eidehti@lytische Reaktion in den Standard
Hydrogenasen und in der Hydrogenase w®mechocystis recht ahnlich verlauft. Ein
Unterschied liegt dagegen bei den inaktiven Enzymém vor.

In Abb. 6.3 sind die in Kapitel 3.9 beschriebenasd®&zustande fir Standard Hydrogenasen
den in dieser Arbeit gemessenen Redoxzustandedi¢liHydrogenase vo®ynechocystis
schematisch gegenibergestellt.

Ox Ni,-A* Ni-B*
Fe [OOH-?] Ni®* Fe [OH] Nis* Nir-B-éhnIiCh#
Noer e o, ¢ |Fe[OH(?)] Niz+ ()
prmmmmmmmm——— /'/42: Inaktiver Zustand
Ni,-S Ni-S e | : i
5 | | | Fefoor2inet| | [Feoninee| <75 | Ni=S |
N | Fe[?]Niz
g Inaktive Zustande
: e
X
3
E Ni,-C*#
Fe [H] Ni®*
§on
v | Ni-SR |
Re | | Fe [H/?] Ni+ |
Aktive Zustdande E

Abb. 6.3: Schema der Redoxzustande des aktivenrufest von Standard [NiFe]
Hydrogenasen (weif3) und der [NiFe] HydrogenaseSymechocystis sp. PCC 6803 (grau).
Die Oxidationszustande von Nickel sind angegebeea kBtalytisch aktiven Zusténde sind
in dem gepunkteten Kasten dargestellt (nach Lukital., 2007; Ogata et al., 2009;
Fontecilla-Camps et al., 2007 und Ergebnisse diadeeit). * Paramagnetische Zustande
*und katalytische Mengen NAD(P)H, kein detektiertes Nickel-ESR-Signal bei der
Hydrogenase voBynechocystis.

Inaktives Enzym

In oxidierter inaktiver Form zeigt die [NiFe] Hydgenase vonSynechocystis eine
vergleichbare FT-IR-Absorptionsbande des CO-Ligandeie der Ni-B Zustand von
Standard Hydrogenasen (Abb. 6.2). Auffallig istsglam Enzym vorBynechocystis nur ein
inaktiver Redoxzustand detektiert werden konnte. \lergleich dazu sind in Standard
Hydrogenasen vier verschiedene inaktive Zustan#arimg (Nj-A, Niy-S, Ni-B und Nj-S).

In hdchster oxidierter Form liegt meist eine Miseguwer beiden Zustande NA und Ni-B
vor (Volbeda et al., 1995), die sich stark in ihr&eaktivierungsverhalten unterscheiden.
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Ni-B wird innerhalb von Sekunden bis Minuten realdit; wahrend NtA Stunden benétigt
(Fernandez, et al., 1985; Kurkin et al., 2004; fieh et al., 2006; De Lacey et al., 2007).

Der Ni-B Zustand ist durch ein paramagnetische¥ §gkennzeichnet und daher ESR-aktiv.
In den ESR-spektroskopischen Analysen des vollggandxidierten Enzyms von
Synechocystis konnte kein Nickel-Signal detektiert werden (Kapitc.5.2). Das aktive
Zentrum oder dessen Umgebung ist demnach im Velgleu Standard Hydrogenasen
modifiziert.

Mdoglicherweise liegt das oxidierte inaktive [NiFefentrum der Hydrogenase von
Synechocystis in einem diamagnetischen?NiZustand vor. Ein Beispiel, bei dem einfNim
oxidierten Zustand vorgeschlagen wurde, ist dietalerante l6sliche NAD reduzierende
Hydrogenase vomR. eutropha (Happe et al., 2000; van der Linden et al., 2QB06). In
dieser Hydrogenase sind allerdings vier anstella zwei CN-Liganden neben einem
CO-Liganden identifiziert worden. Einer der beidmrsatzlichen CNLiganden bindet direkt
am Nickel-Atom, schiitzt so das aktive Zentrum verudd halt es in einem Ri,low spin®
Zustand. Anders als bei der Hydrogenase @pmechocystis verandert sich aul3erdem bei
keinem der zweiatomigen Liganden, die an Eisen geéo sind, wahrend der Katalyse die
Frequenz der Streckschwingungen (van der Lindead.eP004; 2006). Die aktiven Zentren
beider Enzyme sind daher strukturell unterschibdiimd die Ursachen der ESR-stillen
Redoxablaufe vermutlich ebenfalls.

Die den cyanobakteriellen aufnehmenden Hydrogenasknliche Hydrogenase von
A. ferrooxidans ist ein weiteres Beispiel, bei der im hochsterd@tien Redoxzustand kein
ESR-Signal fur ein paramagnetisches Nickel gemesaede. Auch in diesem Fall wurde
vorgeschlagen, dass ein zusatzlicher Ligand amd\iggbunden sein konnte. Aufgrund von
starker Inhomogenitat der Proteinpraparation kobetedler Hydrogenase vax ferrooxidans
die genaue Anzahl der zweiatomigen Liganden imvektiZentrum nicht bestimmt werden.
Allerdings andern sich bei diesem Enzym wahrend ldatalyse, genauso wie bei der
Hydrogenase volynechocystis, die Frequenzen der Streckschwingungen der zweigém
Liganden, die an Eisen des Enzyms gebunden sindrd@er et al., 2007). Daher ist ein
struktureller Aufbau des aktiven Zentrums, wie tei Hydrogenase voR. eutropha, fur die
Hydrogenase voA. ferrooxidans unwahrscheinlich.

Durch die FT-IR-Analysen dieser Arbeit ist fur di®nechocystis Hydrogenase klar
auszuschlieBen, dass ein zusatzlicher-Gdhnd in Bezug zur Standard Ligandierung an
Nickel assoziiert ist. Allerdings konnte ein andefggand oder Mechanismus dafir
verantwortlich sein, dass bei diesem Enzym in aarblingebung Ni stabilisiert wird.

Eine andere Mdglichkeit besteht darin, dass einppmg des Ni* im Ni-B Zustand mit
einer anderen naheliegenden paramagnetischen Spamiensgesamt ESR-stilles System
bewirkt. Eine solche Kopplung kénnte gleichzeitig deringe Anzahl an ESR-detektierbaren
[FeS] Clustern im Vergleich zu den Uber die Sequesrhergesagten erklaren (Kapitel 6.5).
Die Ubrigen bekannten inaktiven oxidierten ZustaneS, Ni-S und Ni-A der Standard
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Hydrogenasen kommen flr dignechocystis Hydrogenase in jedem Fall weniger in Betracht
als Ni-B. Der Ni-S Zustand kann aufgrund sehr unterschiedlicherntiBosn der CO-
Absorptionsbande ausgeschlossen werden. Da diee[Nifydrogenase voiBynechocystis
sich innerhalb von Minuten reaktivieren lasst (Caur et al., 2002; 2004; Vignais et al.,
2002; Ergebnisse dieser Arbeit), scheidgtAliebenfalls aus. Der WS Zustand tritt durch
Reduktion von N}A in Erscheinung.

Aufgrund vergleichbarer CO-Streckschwingungen urandfir Ni-B charakteristischen
schnellen Reaktivierungsverhalten aber fehlendenR-Eignal fur Nickel, wird die
vollstandig oxidierte Form der [NiFe] HydrogenasenvSynechocystis als Ni-B &ahnlich
beschrieben. Die Ergebnisse der vorliegenden Admiten darauf hin, dass dieser Zustand
genauso ein neuartiger oxidierter Zustand mit dégmeReaktivierungsverhalten und einer
Ni?* Spezies sein kann.

Aktives Enzym

Von dem vollstédndig oxidierten NB &hnlichen Zustand geht die Hydrogenase von
Synechocystis unter reduzierenden Bedingungen direkt in deneprdtatalytisch aktiven
Zustand (Ni-S) Uber. Falls NiB in Synechocystis den Brickenligand OHragt, wird dieser

in dem Reduktionsschritt protoniert und algOHaus dem aktiven Zentrum entfernt. Mittels
FT-IR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass $ehnritt mit einer Zunahme der
Elektronendichte am Eisen bzw. am Nickel im aktivamtrum einhergeht (Abb. 6.2). Dies
kann durch die Reduktion des Nickels vorf'Niu Nf* bedingt sein. Es wird diskutiert, ob
die Bindestelle des Briickenliganden im Si Zustand unbesetzt bleibt oder mit einem
H.-Molekil besetzt ist (Amara et al., 1999; Légealet2002; De Lacey et al., 2002; Fichtner
et al., 2006).

Nig-S wird weiter zu N{C reduziert. Im NiC Zustand ist ein verbriickendes Hydrid)(H
zwischen Nickel und Eisen vorhanden (Brecht et281Q3; Foerster et al., 2005). Ein letzter
Ein-Elektron-Reduktionsschritt fuhrt zum vollstagdieduzierten NiSR. Die katalytischen
Zustande der Hydrogenase vBynechocystis sind denen der Standard Hydrogenasen sehr
ahnlich. Die Elektronendichte im aktiven Zentrunr giydrogenasen nimmt vom N6 zum
Ni;-C Zustand ab und anschlieBend zum vollstandigzieden Zustand (MiSR) wieder zu.
Die Abnahme der Elektronendichte bedeutet, dass @edationszustand von Nickel
wahrscheinlich in Ni* wechselt, in jedem Fall nicht in Nitibergeht. Das Vorhandensein von
Ni** im Ni-C Zustand von Standard Hydrogenasen wurde durcheizhe Versuche belegt
(Davidson et al., 2000; Brecht et al., 2003; Fezrgt al., 2003). In deBynechocystis
Hydrogenase konnte kein i Signal mittels ESR-Spektroskopie nachgewiesen everd
(Kapitel 5.5.3). Dies kann, wie ebenfalls fur deBRestillen Nj-B Zustand diskutiert, durch
eine Kopplung des Ri mit einer anderen naheliegenden paramagnetisqhezie3 begriindet
sein. Das Fehlen des Nickel-Signals kann auch dikbemmen, dass das aktive Zentrum
wahrend des katalytischen Vorgangs in einem diaetiphen Ni* Zustand verbleibt. Ein
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unbekannter Nickel-Ligand konnte so modifiziert desn, dass die katalytische-Spaltung
dort stattfinden kann. Dieser Ligand konnte diekEtmen direkt aufnehmen und an den
Akzeptor abgeben. In diesem Zusammenhang sind etwtir [Fe] Hydrogenase interessant
(Shima et al., 2008; Hiromoto et al., 2009). Es deurvorgeschlagen, dass das Methenyl-
Tetrahydromethanopterin (Methenyl¥P) Substrat im aktiven Zentrum binden kann und
dort wahrend der Katalyse das Hydrid direkt aufnimso dass Methylene;MIP entsteht.
Das H-Molekiil soll an das ,low-spin“ Fé& binden, welches seinen Redoxstatus wahrend der
Katalyse behdlt. Da die katalytischen Zustandeyeirogenase voBynechocystis denen der
Standard Hydrogenasen in Bezug auf die FT-IR-spsktpischen Eigenschaften der
zweiatomigen Liganden sehr &hnlich sind, ist esr amhr unwahrscheinlich, dass?®Ni
bestehen bleibt. Zudem handelt es sich bgiQNum einen Intermediar-Zustand, gemessen
wéahrend der langsamen Ruckoxidation des vollstaratigzierten Enzyms vdgynechocystis

in der FT-IR-Zelle. Es ist daher am wahrscheinliehs dass der Zustand nicht in
ausreichender Menge fir ESR-spektroskopische Mgssustabilisiert werden konnte. Zur
Stabilisierung von NiC ist es daher in Zukunft erforderlich, das spseife Redoxpotenzial
dieses Zustands flr digynechocystis Hydrogenase Uber Redoxtitrationen oder Elektrochem
zu bestimmen.

Die Zunahme der Elektronendichte beim UbergangNi¥C zu dem vollstandig reduzierten
Zustand NJ-SR beruht vermutlich auf der Reduktion des Nickets ein Elektron. Wahrend
der katalytischen Vorgange wird die Elektronendechin aktiven Zentrum ebenfalls durch
die Bindung bzw. das Entfernen des Hydrids beesstluDie Effekte auf Eisen sind allerdings
gering und werden durch Verschiebung der Elektrdioéren am Nickel kompensiert.

Weder in den reduzierten Formen noch in dem volthti oxidierten Zustand der
Hydrogenase vonSynechocystis konnte ein Nickel-ESR-Signal detektiert werden. |
Kapitel 6.5 wurde deutlich, dass die detektiert&RESpektren der [FeS] Cluster des Enzyms
denen der Hydrogenase vé&h opacus (Schneider et al., 1984 &, furiosus (Bryant und
Adams, 1989) und der Hydrogenase des CyanobakteAuwariabilis (Serebryakova et al.,
1996) sehr ahnlich sind. Interessanterweise konatgch in diesen Hydrogenasen keine
Signale eines paramagnetischen Nickels gefunderdemerDies scheint demnach ein
verbreitetes Phanomen dieser Hydrogenase-Typeeirzudessen Ursache aufzuklaren bleibt.

6.8 Sauerstoffempfindlichkeit

In Gegenwart von Sauerstoff werden die meisten¢NHydrogenasen reversibel inhibiert. In
dieser Arbeit wurde die [NiFe] Hydrogenase v@mechocystis unter aeroben Bedingungen
isoliert und lag daher in einem inaktiven Zustand Was Enzym lasst sich innerhalb weniger
Minuten reaktivieren (Cournac et al., 2002; 2004gndis et al., 2002). Die isolierte
Hydrogenase konnte in dieser Arbeit durch katatiesMengen von NADH/NADPH und
30 min Begasung mit Hin den vollstéandig reduzierten Zustand,-SR Uberfihrt werden
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(Kapitel 5.5.5). Das Enzym wird i®ynechocystis unter aeroben Bedingungen exprimiert
(Appel et al., 2000). Die standige Prasenz destiverk Enzyms ermdglicht es den Zellen, bei
wechselnden Umweltbedingungen sofogtad metabolisieren und deutet auf die Wichtigkeit
dieses Metabolismus fiir die Zelle in Ubergangsnasté hin. Einede novo Synthese des
Enzyms wirde, auch aufgrund des komplexen Asseruhlisprozesses, einige Zeit in
Anspruch nehmen. Experimente zeigten, d@ekamydomonas reinhardtii Kulturen nach
Entfernung von Sauerstoff erst nach einer 10 mimzdgerung, Synechocystis Kulturen
dagegen sofort, Horoduzierten (Cournac et al., 2002). Der Unteesthesultiert darin, dass
die Grunalgen ihre sehr y@mpfindlichen [FeFe] Hydrogenasen erst unter anisesr
Bedingungen exprimieren kénnen.

Im Vergleich zu vielen @sensitiven [NiFe] Hydrogenasen verlauft die Rea&tung unter
Zugabe von NADH/NADPH ungewohnlich schnell und dhmer O-toleranten I6slichen
Hydrogenase voiR. eutropha (Burgdorf et al., 2005 b). Das Reaktivierungsvigmavon
Hydrogenasen wird mit der Identitdt des Sauersgaffiden, der im aktiven Zentrum
gebunden ist, begrindet. Der,-Ogand, der die HBindung blockiert, muss bei der
Reaktivierung protoniert und als Wasser aus demeakZentrum entfernt werden (Garcin et
al., 1999; Higuchi et al., 1999). Dabei ist der mt@mige O-Ligand des Redoxzustands
Niy,-A vermutlich schwerer zu entfernen als der Hydrbigand des NiB Zustands
(van Gastel et al., 2005; Volbeda et al., 2005)wisl angenommen, dass die Gegenwart
einer Hydroxo-Gruppe im NB Zustand das aktive Zentrum gegenuber einer vegitend
starkeren Inaktivierung von Sauerstoff schitzt.-BNikann innerhalb von Sekunden bis
Minuten aktiviert werden, wahrend die AktivierungrvNi,-A Stunden bendétigt (Fernandez
et al., 1985; Kurkin et al., 2004; Fichtner et 2006; De Lacey et al., 2007).
Interessanterweise zeigt diese Arbeit, dass diektsmkopischen Charakteristika der
inaktiven Hydrogenase voB8ynechocystis weder denen der Standard Hydrogenasen noch
denen der l6slichen Hydrogenase Wreutropha in allen Punktergleichen. Vielmehr besitzt
das Enzym von beiden Hydrogenase-Typen etwas w@titl @he Art Zwischenstufe dar. In
Standard Hydrogenasen wurden bis zu vier verscheedeidierte Zustdnde detektiert. Die
inaktive Hydrogenase vo8ynechocystis liegt dagegen in einem einzigen Redoxzustand vor,
der dem NiB Zustand ahnlich ist. Der WA Zustand ist nicht vorhanden. Es wurde
aulBerdem kein ESR-Signal fiir Nickel detektiert. Vdin-B Zustand aus erfolgt unter
reduzierenden Bedingungen direkt der Ubergang zatai\kisch aktiven Enzym. Dies erklart
das schnellere Reaktivierungsverhalten des EnzyonsSynechocystis im Vergleich zu den
Standard Hydrogenasen.

Die loslichen [NiFe] Hydrogenasen vdralstonia besitzen, genauso wie die Hydrogenase
von Synechocystis, keinen inaktiven NtA Zustand und kein ESR-Signal wahrend der
Katalyse, welches Nickel zugeordnet werden kanrpgdaet al., 2000). Allerdings sind die
molekularen Ursachen fur die Abwesenheit deg-ANiZustands der beiden Enzyme
unterschiedlich.
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Die Hydrogenase voisynechocystis weist ein NiFe(CN)CO) Zentrumentsprechend den
Standard Hydrogenasen auf. Das aktive Zentrum vtendard-Hydrogenasen ist in
Abb. 3.4 B dargestellt. FT-IR-Daten der Hydrogenase R. eutropha deuten dagegen auf
ein Ni(CN)Fe(CNj(CO) aktives Zentrum hin. Das Nickel-Atom ist aufru@d des
zusatzlichen CNLiganden mindestens funffach koordiniert. Es wartgenommen, dass die
sechste Koordinationsstelle unter aeroben Bedingungit einem @Ligand besetzt wird.
Das Eisen ist mit seinen sechs Liganden nicht yaah aktiv und gleichzeitig vor der
Bindung mit einer @Spezie geschutzt (Happe et al., 2000). Ein Vertiest Extra-CN-
Liganden induziert die fur Hydrogenasen ublicheS@nsitivitat (van der Linden et al., 2004;
Bleijlevens et al., 2004 a).

Die anderen zwei £toleranten Hydrogenasen vdRalstonia eutropha besitzen, wie das
Enzym vonSynechocystis, eine Standard-Ligandierung (Pierik et al., 1998jcent et al.,
2005). Die Membran-gebundene HydrogenaseRalstonia eutropha zeigt ein einzigartiges
Redoxverhalten des proximalen [FeS] Clusters ad,die Bildung von NtA verhindern soll
(Saggu et al., 2009). AuRRerdem ist eine von demdatal Hydrogenasen abweichende
Aminosaurekonstellation in der Nahe des aktiventiZens verantwortlich fir eine hohe
Affinitat zu H, (Ludwig et al., 2009). Aufgrund der ermittelten r€ktionalitdt der
Hydrogenase volynechocystis in Richtung H Produktion ist nicht damit zu rechnen, dass
eine aulBergewohnlich hohe Affinitat zy Hurch spezielle Aminosauresignaturen nahe des
aktiven Zentrums vorliegt, die vor,Gschiutzen. Mittels ESR-spektroskopischer Analysen
konnte aul3erdem kein [FeS] Cluster mit einziganig@edoxverhalten detektiert werden.
Damit fallt wahrscheinlich auch der zweite bekankechanismus zum Schutz des aktiven
Zentrums vor @ und damit vor der Ausbildung von NA, weg.

In der regulatorischen Hydrogenase Wreutropha wurde weder ein NtA Zustand noch ein
Ni-B Zustand gefunden (Pierik et al., 1998). Die t8tyee dieses Enzyms ist, dass ein enger
Gaskanal durch die groRen Aminosauren IsoleucinRirehylalanin den Zugang von @um
aktiven Zentrum begrenzt und damit die Bildung idektiven Zustéande verhindert, wahrend
gleichzeitig die Offnung fiir das kleinere Moleki gfoRR genug bleibt. (Volbeda et al., 2002;
Buhrke et al., 2005 a; Duché et al., 2005). Stahétgrdrogenasen der Gattubgsulfovibrio
besitzen an der Position des Kanalendes die klehneinosauren Valin und Leucin (Abb. 6.4
A), die einen leichten Sauerstoffzugang und diebdang von beiden inaktiven Zustanden
plausibel erscheinen lassen. In einem Sequenzadighnsind die Aminosauren, die
vermutlich das Ende des Gaskanals in der HydrogevasSynechocystis begrenzen, mit den
Aminosauren der oben genannten Hydrogenasen VeegliAbb. 6.4 B).

Dem Alignment sind auf3erdem die 16sliche HydrogenemP. furiosus (Bryant und Adams,
1989) und die bidirektionale Hydrogenase vanvariabilis (Serebryakova et al., 1996)
zugefugt, deren ESR-spektroskopische Charaktaaistdenen der Hydrogenase von
Synechocystis sehr ahnlich sind. Bisher liegen keine FT-IR-Datlm beiden Enzyme vor,
weshalb eine Existenz von NA nicht vollkommen ausgeschlossen werden kann. Da
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allerdings alle drei Hydrogenasen kein ESR-aktiidgkel-Signal zeigen, ist sehr
wahrscheinlich, dass der Redoxzustand nicht vdrlieg Alignment wird deutlich, dass die
drei Enzyme an dem postulierten Ende des Gasképatsn und Isoleucin aufweisen. Diese
beiden Aminosduren nehmen von der Grol3e eine Khdlking zwischen den bereits
diskutierten ein. Die drei Hydrogenasen liegerhiei Q-Empfindlichkeit zwischen Standard
Hydrogenasen mit WA und Ni-B und den @resistenten regulatorischen Hydrogenase ohne
diese beiden Zustande.

RH R. eutropha

D. desulfuricans : T

D. wlgaris FCEMETY THA

D. frugtosovorans ] 6 ’Uﬁcﬁwﬁﬁ

Synechocystis &l %Pwﬁﬁﬁ_

A. variabilis celilervsHL
B P. furiosus calllcSFEHN

Abb. 6.4: (A) aktives Zentrum der [NiFe] Hydrogeaason Desulfovibrio
fructosovorans mit modelliertem Gaskanal (verdndert nach Demeetinal.,
2009). (B) Alignment der Standard Hydrogenasen vBwesulfovibrio
desulfuricans ATCC 27774 (AAF43138.1)Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F
(AAA23370.1) undDesulfovibrio fructosovorans (pdb1FRF), der regulatorischen
Hydrogenasen (RH) vorRalstonia eutropha (NP_942663.1),der l6slichen
Hydrogenase vonAnabaena variabilis ATCC (CAA55878.1), Pyrococcus
furiosus (AAL81558.1) undSynechocystis sp. PCC 6803 (NP_441411.1).

Die GroRe der Aminosauren an diesen Positionentktaimen ersten Erklarungsansatz fir
die Abwesenheit des NA Zustands, das Vorhandensein einesBN&hnlichen Zustands und
dem damit verbundenen schnellen anaeroben AktiviEwerhalten der Hydrogenase von
Synechocystis bieten. Mdglicherweise steht auch die Direktioi@lides Enzyms mit der
Aminosaurekonstellation in Verbindung.

Es lasst sich festhalten, dass die bidirektiondi&¢] Hydrogenase vo8ynechocystis einige
Merkmale der Standard Hydrogenasen wie die Ligandge des aktiven Zentrums und die
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IR-spektroskopischen Charakteristika der drei kaitadh aktiven Redoxzustande teilt. Im
Unterschied zu dieser Enzym-Gruppe konnte kein 43feCluster, kein paramagnetisches
Nickel und nur ein inaktiver Redoxzustand ({Rtahnlich) detektiert werden. Diese
Eigenschaften ahneln denen der I6slichen HydrogewassR. eutropha und stehen teilweise
Im Zusammenhang mit dem schnellen Reaktivierungsien und der damit verbundenen
geringeren @Empfindlichkeit der beiden Enzyme. Im Gegensatz dam Enzym von
R. eutropha besitzt die Hydrogenase voBynechocystis eine fiur die Klasse der [NiFe]
Hydrogenasen bisher unbekannte Direktionalitat bim H,-Produktion. Diese Tatsache
macht das Enzym flr eine biotechnologische Verwagdbesonders interessant.
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7 Ausblick

Im Zuge weiterer Charakterisierungen der [NiFe] Hygpgbnase vorBynechocystis kénnten
zusatzliche Klonierungen zur Uberexpression derrbiyenase erfolgen, um die Ausbeute bei
der Isolierung weiter zu steigern:

* In einer Western Blot-Analyse wurde eine HoxH-Ddppade detektiert (Abb. 5.4), die
darauf schliel3en lasst, dass auclt®ynechocystis eine Endopeptidase zur Hydrogenase-
reifung und Prozessierung der grofRen Untereinhatiivendig ist. Die Peptidase wird
vermutlich vonhoxW kodiert (Hoffmann et al., 2006). Zu der Uberexpies der Hox-
und Hyp-Proteine scheint eine homologe Uberexprasabn HoxW inSynechocystis zur
weiteren Steigerung der Ausbeute an aktiver [NHg]rogenase sinnvoll.

* Aullerdem ist interessant, neben dem in dieser AuaewendeterpsbAll-Promotor ein
anderes Expressionssystem mit einem starken intbazen Promotor zu etablieren. Es
wurden bereits erste Konstrukte mit d&mechocystis eigenenpetJ-Promotor und dem
nirA-Promotor ausSynechococcus sp. PCC 7942 erstellt. Letzter wird durch Ammonium
reprimiert und durch Nitrit induziert (Maeda et,al998). NirA kodiert die Nitrit-
Reduktase. Unter Verwendung desA-Promotor konnte irBynechocystis die Expression
eines Gens fur die Tocopherolsynthese um ca. dashe erhoht werden (Qi et al., 2005).
PetJ kodiert Cytochrom gund derpetJ-Promotor wird durch Kupfer reguliert (Tous et
al., 2001; Sobotka et al., 2008).

 Die Fusion des Strep-tag (ll) ahoxF oder die bei der Klonierung eingefligte
Antibiotikaresistenz vermindert die Expression dex-Operons (Kapitel 5.1.1). Aus
diesem Grund wéare es interessant den Strep-taga(il)eine alternative Stelle zu
fusionieren, einen anderen Fusions-tag zu testenad Konstrukt ohne Resistenzkasette
zu erstellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Madoglichkeit fgezeigt, eine Form der nativen
Hydrogenase-Komplexe Uber AffinitatschromatographiGelfiltration und Anionen-
Austausch-Chromatographie zu isolieren. Mit did2erbe empfiehlt sich, in Zukunft neben
ESR-Spektroskopie eingisen- und Nickel-Bestimmung, z. B. mittalsduktiv gekoppelter
Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS), durchzufihBsi. gleichzeitiger Ermittlung der
Stéchiometrie der Untereinheiten mittels Edman-8eqierung und der FMN-Konzentration
sind genaue Aussagen Uber die Anzahl von FMN umd die Anzahl und Identitat der [FeS]
Cluster in der Hydrogenase zu erhalten. Erkenrgnigser die Menge von FMN im Protein
sind fir die Interpretation der katalytischen Vorgé von Bedeutung. Es wird spekuliert, ob
in der kleinen Hydrogenase-Untereinheit HoxY einiteres katalytisch aktives FMN
gebunden sein kdnnte wie in der I6slichen HydrogenaonRalstonia eutropha (van der
Linden et al., 2004).
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Weitere biochemische Eigenschaften wie die Tempexhhangigkeit der Hydrogenase oder
die Ky-Werte fur NADH, NAD(P)H und fur Ferredoxin sind zuntersuchen, letztere, um
Aussagen Uber den physiologischen Elektronendander Zelle treffen zu kénnen. Partielle
Deletionen vonhox-Genen inSynechocystis in Zusammenhang mit Aktivitditsmessungen
konnten Informationen dartber geben, ob unterstbfedusammengesetzte Hydrogenase-
Komplexe verschiedene physiologische Funktioneiilert.

Nachdem die grundsatzliche Kristallisationsfahigkeles Proteins in dieser Arbeit
nachgewiesen wurde, kdonnen darauf aufbauend mit eleaelnen, stabilen und aktiven
Hydrogenase-Komplex die Bedingungen dahingehendagt werden, grol3e Einkristalle zu
gewinnen. Die Struktur eines Hydrogenase-Diaphekasaplexes ist bisher nicht bekannt
und soll neue Erklarungsansatze fir die aerobetiinakung und hoéhere ©Toleranz dieser
Gruppe von Hydrogenasen liefern. Damit wére eingerpmetation der bisherigen
funktionellen Charakterisierung des Proteins dwebktroskopische Messergebnisse aus FT-
IR- und ESR-Experimenten direkt mit den struktaellEigenschaften, insbesondere der
spezifischen Proteinumgebung des aktiven Zentramkorrelieren.

Des Weiteren ware aufschlussreich, die Hydroge(tdegYH) getrennt von der Diaphorase
(HoxEFU) zu isolieren und spektroskopisch zu anatgs. Damit lieRe sich naher unter-
suchen, welche Ursache die Abwesenheit des Nidkela® in der ESR-Spektroskopie hat.
Diskutiert wurde, dass ein ESR-aktives Nickel niitee weiteren paramagnetischen Spezies
koppelt. Dies kbnnte eines der zahlreichen [Fe8t €l der Diaphorase sein. Daher gilt es zu
untersuchen, ob die Hydrogenase-Untereinheiten dméiaphorase ein Nickel-Signal in
der ESR-Spektroskopie zeigen.

Uber Redox-Tritrationen, in Kombination mit FTIR-&groskopie, werden zurzeit die
Potenziale der vier identifizierten Redoxzustand® #lydrogenase bestimmt. So kann
gegebenenfalls ein NC-Signal bei spezifischem Redoxpotenzial fir EpBk&roskopische
Analysen stabilisiert werden.

Um die in dieser Arbeit detektierte Neigung des yEmz in Richtung HBildung im
Vergleich zu anderen [NiFe] und [FeFe] Hydrogenaganbewerten und das Enzym als
potenziellen Katalyst fir die begehrte-Produktion auszumachen, ist es interessant den
Kmn-Wert fur H, zu bestimmen. In dem Zusammenhang ist es ebenfallstig, genau zu
untersuchen, ab welcher Konzentrationdit eigene Synthese inhibiert und ab welchgr O
Konzentration das Enzym inaktiviert wird. Dies kammttels Protein-Film-Elektrochemie
analysiert werden.

Um die Q-Toleranz der Hydrogenase vdynechocystis zu erhdhen, kénnten Mutanten
konstruiert werden, die veranderte Aminosaurekdliasttnen am hydrophoben Kanal und
am aktiven Zentrum aufweisen. Bis zur Aufklarung &®ntgenstruktur des Enzyms kann
dabei die Strukur der Standard Hydrogenasen aen@erung dienen.
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