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ZUSAMMENFASSUNG Vil

Zusammenfassung

Myxobakterien — insbesondere Mitglieder des Genus Sorangium - sind fur ihr
biotechnologisches Potential als Produzenten pharmazeutisch wichtiger Sekundarmetabolite
bekannt. Cytochrome P450 (CYPs) sind in die Bildung verschiedener myxobakterieller
Substanzen involviert. Da die in Bakterien verbreiteten Klasse | CYPs auf Ferredoxine und
Ferredoxin Reduktasen als Elektronenmediatorproteine angewiesen sind, wurden
entsprechende Kandidaten in der S. cellulosum So ce56 Genomsequenz identifiziert. Es
wurden acht Ferredoxine (Fdx1-8) und zwei Ferredoxin Reduktasen (FARA/B) kloniert,
heterolog exprimiert und charakterisiert. Die unterschiedlichen Fdx—FdR Kombinationen
wurden hinsichtlich des Elektronentransfers untereinander und ihrer Aktivitdt in CYP
Systemen untersucht. Zwei Ferredoxine Ubertrugen Elektronen auf das endogene S.
cellulosum So ce56 CYP260A1 und konnten von beiden Ferredoxin Reduktasen reduziert
werden, so dass die CYP260Al1 Kkatalysierte Reaktion insgesamt von vier Fdx-FdR
Kombinationen unterstiitzt wurde. Diese Variabilitat des Elektronentransportweges kénnte in
vivo von Bedeutung fur die Regulation der CYP Aktivitat sein. Dartber hinaus wurde
nachgewiesen, dass die Elektronentransferkette aus FARB und Fdx1l zwar nicht mit
CYP260A1 arbeitet, jedoch die Aktivitat des heterologen CYP11A1 aus S&ugern unterstitzt.
Fdx1 ist das erste bakterielle Fdx, das mit diesem Sauger CYP eine funktionelle Redoxkette
bildet.
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Summary

Myxobacteria — especially members of the genus Sorangium - are known for their
biotechnological potential as producers of pharmaceutically valuable secondary metabolites.
The biosynthesis of several of those myxobacterial compounds includes cytochrome P450
(CYP) activity. As class | CYPs occur wide-spread in bacteria and rely on ferredoxins and
ferredoxin reductases as essential electron mediators respective candidates were identified in
the genome of S. cellulosum So ce56. In this work eight ferredoxins (Fdx1-8) and two
ferredoxin reductases (FARA/B) were cloned, heterologously expressed and characterized.
The different Fdx-FdR combinations were investigated with respect to electron transfer
activity from FdR to Fdx as well as in CYP systems. Two ferredoxins were able to sustain the
catalytic activity of the endogenous S. cellulosum So ce56 P450 CYP260A1 and were able to
receive electrons from both ferredoxin reductases, resulting in four Fdx-FdR combinations
able to deliver electrons to CYP260A1. This variability of the CYP electron transfer pathways
might be of physiological relevance with respect to the regulation of CYP activity. Moreover,
the electron transport chain FdRB-Fdx1 was demonstrated to support the heterologous
mammalian CYP11A1, although it didn’t sustain the catalytic activity of the autologous
CYP260A1. Fdx1 is the first bacterial Fdx shown to functionally interact with mammalian
CYP11ALl.
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1. Einleitung

1.1. Cytochrom P450 Systeme

Cytochrom P450 (CYP) Enzyme bilden eine Superfamilie externer Monooxygenasen, deren
Mitglieder in allen biologischen Reichen zu finden sind (Bernhardt und Waterman, 2007).
Wie die Bezeichnung ,,Monooxygenase* impliziert, handelt es sich bei Cytochromen P450
um Enzyme, die molekularen Sauerstoff reduzieren und eines der Sauerstoffatome in das
Substrat einbauen. Das zweite Sauerstoffatom hingegen geht als Wasser aus der Reaktion
hervor. Als ,,externe Monooxygenasen* beziehen die Cytochrome P450 die fiir diese Reaktion
benotigten Reduktionsdquivalente nicht vom Substrat selbst, sondern von externen
Elektronendonoren (in der Regel NAD(P)H). Somit katalysieren Cytochrome P450
Reaktionen des folgenden Typs:

SH + 0, + NAD(P)H+H" = SOH + H,0 + NAD(P)"
(Dabei steht SH fiir das Substrat und SOH fiir das hydroxylierte Substrat.)

Die von Cytochromen P450 katalysierten Reaktionen weisen eine groBle Diversitit auf; so
wurden neben Hydroxylierungen beispielsweise auch N-, O-, und S-Desalkylierungen,
Sulfoxidierungen, Epoxidierungen, Desaminierungen, Desulfurierungen, Dehalogenierungen,
Peroxidierungen und N-Oxid-Reduktionen beschrieben (Bernhardt, 1996). Aufgrund dieser
katalytischen Vielseitigkeit sind Angehorige der Cytochrom P450 Enzymfamilie auch an so
unterschiedlichen biologischen Prozessen wie der Biosynthese von Steroidhormonen in
Sdugetieren, von Phyto- und Insektenhormonen, der Assimilierung von Kohlenstoffquellen
und der Metabolisierung von Xenobiotika wie beispielsweise Arzneistoffen beteiligt
(Bernhardt, 1996; Werck-Reichhart und Feyereisen, 2000; Bernhardt, 2006; Bernhardt und
Waterman, 2007). Aber Cytochrome P450 spielen auch eine Rolle im Biosyntheseweg vieler
Naturstoffe (Bernhardt, 2006), da dort oft Modifikationen an Terpen- bzw.
Polyketidgrundkorpern (Haudenschild et al., 2000; Jennewein et al., 2005; Chang ef al., 2007;
Kirby und Keasling, 2008) vorgenommen werden. Betrachtet man beispielsweise
pharmakologisch relevante Sekunddrmetabolite bakteriellen Ursprungs, so ist bei
Streptomyces-Arten  oftmals die Cytochrom P450 abhidngige Oxidation von

Vorldufermolekiilen von Makrolidantibiotika ein wesentlicher Schritt (Guengerich, 2002;
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Podust et al., 2003; Sielaff und Andreesen, 2005b; Zhao et al., 2008). Aber auch bei einigen
Naturstoffen aus Myxobakterien wurde die Beteiligung von Cytochrom P450 Systemen an
der Biosynthese nachgewiesen. Dabei handelt es sich um die antineoplastischen Epothilone
(Ogura et al., 2004), die antifungalen Leupyrrine (Bode et al, 2004) und die ebenfalls
cytotoxischen Spirangiene (Frank et al., 2007a) aus Sorangium cellulosum Stimmen.
Daneben weil man auch von zwei Antibiotika (Myxovirescin aus Myxococcus (Simunovic et
al., 2006) und Aurafuron aus Stigmatella aurantiaca (Frank et al., 2007b)), den antifungalen
Ajudazolen (aus Chondromyces crocatus (Buntin et al, 2008)) und dem
Elektronentransportinhibitor Stigmatellin ((Gaitatzis et al., 2002), ebenfalls aus Stigmatella
aurantiaca), dass Cytochrome P450 an ihrer Bildung beteiligt sind.

Wie bereits erwdhnt, bendtigen Cytochrome P450 als externe Monooxygenasen
normalerweise einen externen Elektronendonor; allerdings koénnen die Cytochrome P450
meist nicht direkt mit dem externen Elektronendonor interagieren. Deswegen werden in fast
allen Cytochrom P450 Systemen neben dem eigentlichen Enzym noch ein oder zwei
zusitzliche Proteine benotigt, um Elektronen vom priméren Elektronendonor — im Regelfall
NAD(P)H - auf das Cytochrom P450 zu {bertragen. Hinsichtlich ihres
Elektronentransportsystems lassen sich die Cytochrome P450 in mehrere Klassen einteilen
(vgl. Abbildungl.1). Die beiden Hauptklassen umfassen den mitochondrialen/bakteriellen
Typ der Cytochrom P450 Systeme (Klasse I), in dem die Elektronen von NAD(P)H iiber eine
Ferredoxin Reduktase und ein Ferredoxin zum Cytochrom P450 flieBen, und den
mikrosomalen Typ (Klasse II), bei dem die Cytochrom P450 Enzyme die benétigten
Elektronen von NADPH iiber eine Diflavin-Cytochrom P450 Reduktase erhalten. Daneben
existiert ~ besonders  bei  Prokaryoten @ noch  eine  Reihe  ungewohnlicher
Elektronentransportsysteme, die andere Komponenten enthalten oder bei denen einzelne
Komponenten der Cytochrom P450 Systeme fusioniert sind (McLean et al., 2005;
Hannemann et al., 2007).

Diese Vielzahl an moglichen Elektronentransportsystemen erschwert die Suche nach den
Komponenten einzelner, neuer Cytochrom P450 Systeme, zumal die entsprechenden Gene
mitunter nicht in rdumlicher Ndhe zueinander lokalisiert sind, sondern iiber das Genom
verstreut vorliegen (Parajuli et al., 2004; Bell et al., 2006). Trotzdem ist es sinnvoll, auch in
vitro die natiirlichen Redoxpartner zu verwenden, da bei der Rekonstitution einer heterologen
Elektronentransferkette die Effizienz der Elektroneniibertragung oftmals gering ist oder aber

die Redoxkette insgesamt nicht funktionell ist (Hannemann et al., 2007).
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Abbildung 1.1: Einteilung der Cytochrom P450 Systeme nach ihrem
Elektronentransportsystem (modifiziert nach (Hannemann et al., 2007))

Dargestellt sind die Cytochrom P450 Systeme, die auf zusétzliche Proteine fiir den
Elektronentransfer angewiesen sind, bzw. bei denen die Cytochrom P450 Doméne mit
entsprechenden zusdtzlichen Doménen fusioniert ist. Bei den bakteriellen Systemen sind alle
Komponenten des Systems loslich und befinden sich im Cytoplasma (A,D-I), bei den
eukaryotischen Systemen sind die Cytochrome P450 normalerweise membrangebunden, die
Flavoproteinkomponente membrangebunden (C) oder membranassoziert (B).

Die Abkiirzungen der Redoxkomponenten stehen fiir: Fdx - Ferredoxin (Redoxzentrum:
Eisen-Schwefel-Cluster); FdR, Ferredoxin Reduktase (Redoxzentrum: FAD); CPR,
Cytochrom P450 Reduktase (Redoxzentren: FAD, FMN); Fldx, Flavodoxin (Redoxzentrum:
FMN); OFOR, 2-Oxoacid:Ferredoxin Oxidoreduktase (Redoxzentren: Thiaminpyrophosphat,
[4Fe—4S]-Cluster); PFOR, Phthalat Dioxygenase Reduktase (Redoxzentren: FMN, [2Fe—2S]-
Cluster).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass bis auf die Angehorigen der Klasse IV, deren
Vorkommen bislang nur bei thermophilen Bakterien beschrieben wurde, alle hier gezeigten
Cytochrom P450 Typen auf Elektronentransportsysteme angewiesen sind, die als
Redoxzentren entweder nur Flavine (FAD, FMN, Klasse II, Klasse III, Klasse VI, Klasse
VIII) oder aber ein Flavin und einen oder zwei Eisen-Schwefel-Cluster aufweisen (Klasse I,
Klasse V, Klasse VII). Entsprechend gehoren die einzelnen Proteinkomponenten entweder
den Eisen-Schwefel-Proteinen oder den Flavoproteinen an. Auf diese beiden groflen

Proteingruppen soll im Folgenden ndher eingegangen werden.
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1.2. Eisen-Schwefel-Proteine und Ferredoxine

Eisen-Schwefel-Proteine stellen eine Gruppe ubiquitir vorkommender, evolutiondr sehr alter
Proteine dar, die durch das Vorhandensein von wenigstens einem Nicht-Hdm Eisen, das durch
anorganischen Schwefel und/oder Cystein oder Histidin koordiniert ist, charakterisiert sind.
Durch ihre Fiahigkeit, die Elektronendichte iiber die Eisen- und die Schwefelatome zu
delokalisieren, eignen sich [Fe-S]-Cluster hervorragend als prosthetische Gruppen von
Elektronentransportproteinen. Entsprechend sind Eisen-Schwefel-Proteine bei einer Vielzahl
grundlegender biologischer Reaktionen involviert (Sticht und Rosch, 1998; Schmidt und
Shaw, 2001; Johnson et al., 2005; Brzoska et al., 2006).

Nach der Art, Anzahl und Koordination des [Fe-S]-Clusters konnen verschiedene Klassen von
Eisen-Schwefel-Proteinen unterschieden werden. Abgesehen von den komplexen FEisen-
Schwefel-Proteinen, die sich durch das Vorhandensein weiterer prostethischer Gruppen (wie
Ham oder FAD) oder zusitzlicher Metallionen auszeichnen, unterteilt man die Eisen-
Schwefel-Proteine in vier Klassen (siche Abbildung 1.2.1): Rubredoxine, Ferredoxine,
Rieske-Proteine und HiPIPs (High Potential Iron Proteins). Rubredoxine als die einfachsten
Eisen-Schwefel-Proteine enthalten nur ein Eisenatom, das durch vier Cysteinreste koordiniert
wird. Rieske Proteine enthalten einen [2Fe-2S]-Cluster, bei dem je ein Eisen durch zwei
Cysteinreste und ein Eisen durch zwei Histidinreste koordiniert wird. Bei den HiPIPs wird ein
[4Fe-4S]-Cluster durch vier Cysteinreste koordiniert; wie ihr Name impliziert, weisen diese
Eisen-Schwefel-Proteine ein positives Redoxpotential auf. Ferredoxine hingegen sind durch
ein negatives Redoxpotential charakterisiert und konnen verschiedene [Fe-S]-Cluster (sieche
Abbildung 1.2.2) enthalten, die jedoch immer von vier Cysteinresten koordiniert werden
(Lovenberg, 1973; Sticht und Rosch, 1998; Bian und Cowan, 1999). Nach der Anzahl der
[Fe-S]-Cluster kann man Ferredoxine dem Monocluster- oder dem Dicluster-Typ zuordnen
(Beinert, 1990). [2Fe-2S]-Cluster kommen dabei nur beim Monocluster-Typ vor; Ferredoxine
mit einem [2Fe-2S]-Cluster konnen anhand von Unterschieden in der Sequenz, dem
Redoxpotential und ESR-Spektren einer von drei Untergruppen zugerechnet werden: den
Pflanzen-Typ Ferredoxinen aus hoheren Pflanzen und Blaualgen, den Vertebraten-Typ
Ferredoxinen aus Wirbeltieren und einigen Bakterien sowie den Thioredoxin-Typ
Ferredoxinen aus Bakterien (Holden et al, 1994; Meyer, 2001). Das Vorkommen von
Ferredoxinen, die [3Fe-4S]-Cluster und/oder [4Fe-4S]-Cluster enthalten, ist normalerweise

auf Bakterien beschrinkt.
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Abbildung 1.2.1: Einteilung der einfachen Eisen-Schwefel-Proteine und speziell der
Ferredoxine (modifiziert nach (Beinert, 1990; Sticht und Rosch, 1998; Bian und Cowan,
1999))
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Ferredoxine sind als 16sliche, saure Proteine niederen Molekulargewichtes (normalerweise 6-
24 kD) (Lovenberg, 1973) mit ihrer Funktion als Elektronentibertréger in allen biologischen
Reichen bei oft sehr unterschiedlichen Reaktionen anzutreffen. So sind unterschiedliche Arten
von [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen beispielsweise an der Biogenese von Eisen-Schwefel-
Zentren, der Stickstofffixierung oder der Photosynthese beteiligt (Meyer, 2008). Von [2Fe-
2S]-Cluster Ferredoxinen aus Halobakterien weifl man, dass sie nicht nur bei der Reduzierung
von Nitrit, sondern auch bei der Decarboxylierung von a-Ketosduren eine Rolle spielen. Aber
auch Ferredoxine, die [4Fe-4S] und/oder [3Fe-4S]-Cluster enthalten, dienen als
Elektronentransportproteine und sind hdufig in Organismen zu finden, die Wasserstoff
metabolisieren oder produzieren. Beispielsweise konnen Ferredoxine dieses Typs Elektronen
von der Pyruvat Oxidoreduktase aufnehmen und auf die Hydrogenase iibertragen (Meyer,
2000). Daneben wurde auch hier eine Beteiligung an der Fixierung von Stickstoff
vorgeschlagen. Insgesamt verfiigen die bakteriellen Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine
beziiglich ihres Aufgabenfeldes iiber ein noch breiteres Spektrum als die [2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxine, obwohl ihr Vorkommen groftenteils auf anaerobe Stoffwechselwege beschrinkt
ist. Dicluster-Typ Ferredoxine mit zwei [4Fe-4S]-Clustern bzw. einem [3Fe-4S] und einem
[4Fe-4S]-Cluster haben dhnliche Funktionen wie die Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine mit
nur einem Cluster (Sticht und Rosch, 1998; Meyer, 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit ist allerdings eine andere, sowohl in Prokaryoten als auch in
Eukaryoten weit verbreitete Rolle der Ferredoxine von Interesse: ihre Funktion als
Elektronenmediatoren in Cytochrom P450 Systemen. Die wohl am besten untersuchten
Beispiele hierfiir sind die beiden [2Fe-2S]-Cluster Vertebraten-Typ Ferredoxine Adrenodoxin
(Adx) aus Sdugern und Putidaredoxin (Pdx) aus Pseudomonas putida (siche die
Ubersichtsarbeit von Schiffler und Bernhardt, (Schiffler und Bernhardt, 2003)). Adx dient als
Elektronentibertrager in mitochondrialen Klasse I Cytochrom P450 Systemen zwischen der
Adrenodoxin Reduktase (AdR) und den mitochondrialen Cytochrom P450 Enzymen
CYP11A1 (P450scc), CYP11B1 (11B-Hydroxylase) und CYP11B2 (Aldosteron Synthase),
die essentiell fiir die Steroidhormon-Biosynthese sind (Bernhardt und Waterman, 2007). Pdx
hingegen ist das Ferredoxin des ersten beschriebenen bakteriellen Klasse I Cytochrom P450
Systems und tiibertrdgt als solches Elektronen von der Putidaredoxin Reduktase (PdR) auf
CYPI101 (P450cam), das Kampher hydroxyliert und damit als Kohlenstoffquelle verwertbar
macht.

Interessanterweise kennt man neben [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen aber auch Nicht-[2Fe-

2S]-Cluster Ferredoxine sowohl des Monocluster als auch des Dicluster-Typs, die Elektronen
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an verschiedene Cytochrom P450 Enzyme liefern (McLean et al, 2005). So kann
beispielsweise CYP105D1 (P450soy) aus Streptomyces griseus sowohl von einem [3Fe—4S]-
Cluster Ferredoxin als auch von einem 7 Fe Ferredoxin, das einen [3Fe—4S]-Cluster und einen
[4Fe—4S]-Cluster aufweist, Elektronen aufnehmen (Trower et al., 1990a; Ramachandra et al.,
1991; Trower et al., 1992). Auch in verschiedenen Mycobakterien Spezies ist es nicht
ungewohnlich, dass Cytochrom P450 Systeme [3Fe—4S]-Cluster Ferredoxine beinhalten
(Bellamine et al., 1999; Sielaff et al., 2001; Sielaff und Andreesen, 2005b). In Bacillus
subtilis wurde ein [4Fe—4S]-Cluster Ferredoxin als mdglicher Elektroneniibertriger zu
CYP107H (P450Biol) vorgeschlagen (Green et al., 2003). Derartige auf Nicht-[2Fe-2S]-
Cluster Ferredoxinen basierende Cytochrom P450 Systeme wurden bislang allerdings
ausschlieBlich bei Bakterien beschrieben (Hannemann ez al., 2007).

Die in Cytochrom P450 Systeme involvierten Ferredoxine treten normalerweise als separate
Komponenten der Klassen I und IV auf. Dennoch soll der Vollstindigkeit halber darauf
hingewiesen werden, dass auch ein bakterielles Fusionsprotein (CYP51, EC 1.14.13.70 aus
Methylococcus capsulatus) bekannt ist, das aus einer Cytochrom P450 Doméne und einer
[3Fe-4S]-Cluster Ferredoxin Doméne besteht. Dieses Fusionsprotein wurde als bislang
einziges Mitglied der Klasse V der Cytochrom P450 Systeme zugeordnet (Jackson et al.,
2002; Hannemann et al., 2007).
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Abbildung 1.2.2: Schematische Darstellung verschiedener, in Ferredoxinen
vorkommender [Fe-S]-Cluster (modifiziert nach (Beinert, 1990))
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Bei dem ubiquitdren Auftreten der Ferredoxine und der groen Diversitit ihrer Aufgaben ist
eine eingehende Charakterisierung und die Zuordnung zu einem Cluster-Typ ein wichtiger
Schritt, um Hinweise auf die mogliche Funktion eines Ferredoxins zu erhalten. Wichtige
Charakterisierungsmerkmale bieten dabei die durch den Eisen-Schwefel-Cluster bedingten
spektralen Eigenschaften des jeweiligen Proteins. Bereits mit bloBem Auge ist zu erkennen,
dass [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine eine rotlich-braune Féarbung aufweisen, wihrend
Ferredoxine mit mehr als zwei Eisenatomen pro Proteinmolekiil eine dunkelbraune Féarbung
zeigen (Lovenberg, 1973). Dementsprechend unterscheiden sich auch die UV/Vis-Spektren
der [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine und der Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine deutlich
voneinander. Neben dem Proteinpeak bei 276 nm besitzen [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine
normalerweise ein Maximum im nahen UV-Bereich (bei etwa 330 nm) sowie zwei Maxima
im sichtbaren Bereich (bei etwa 460 nm und 420 nm), die auf den Eisen-Schwefel-Cluster
zurlickzufithren sind. Die Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine hingegen zeigen ein
vergleichsweise wenig strukturiertes UV/Vis-Spektrum, in dem neben dem Proteinpeak nur
ein durch den Eisen-Schwefel-Cluster hervorgerufenes relativ breites Maximum zwischen
380 nm und 400 nm vorhanden ist. Eine Unterscheidung zwischen [3Fe-4S]-Cluster, [4Fe-
4S]-Cluster oder Dicluster Ferredoxinen ist anhand des UV/Vis-Spektrums nicht moglich
(Sticht und Rosch, 1998).

Neben der UV/Vis-Spektroskopie bietet auch die CD-Spektroskopie die Mdglichkeit, [2Fe-
2S]-Cluster Ferredoxine und Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine zu unterscheiden. So zeigen
selbst [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine mit unterschiedlichen physiologischen Funktionen, wie
das in die Photosynthese eingebundene Spinat Ferredoxin und das Cytochrom P450
assoziierte Adrenodoxin, &dhnliche CD-Spektren im sichtbaren Bereich, wihrend eine
derartige Ubereinstimmung der Spektren bei Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen nicht
auftritt (Lovenberg, 1973; Stephens et al., 1978). Die Tatsache, dass die CD-Spektren der
Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine im Gegensatz zu ihren UV/Vis-Spektren stark strukturiert
und sehr unterschiedlich sind, kann genutzt werden, um die einzelnen Nicht-[2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxine zu charakterisieren und zu unterscheiden.

Eine weiterfithrende Charakterisierung sowohl der [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine als auch der
Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine ist mittels ESR-Spektroskopie mdoglich. Die [2Fe-2S]-
Cluster Ferredoxine zeigen nur im reduzierten [2Fe-2S]'" Zustand ein ESR-Signal, nicht aber
im diamagnetischen oxidierten [2Fe-2S]*" Grundzustand. Sie konnen in axiale und
rhombische Cluster-Typen unterteilt werden, wobei diese Unterteilung oft schon

Riickschliisse auf die Funktion zuldsst, da beispielsweise [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine aus
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Cytochrom P450 Systemen dem axialen Typ angehoéren, wihrend die in die Photosynthese
involvierten Pflanzen-Typ Ferredoxine rhombische ESR-Spektren aufweisen (Palmer ef al.,
1967; Lovenberg, 1973; Cammack et al., 1999). Aber auch fiir die Charakterisierung der
Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine ist die ESR-Spektroskopie aufschlussreich, da sich [3Fe-
4S]-Cluster und [4Fe-4S]-Cluster unterschiedlich verhalten. [3Fe-4S]-Cluster sind im [3Fe-
481" Zustand paramagnetisch und zeigen somit im oxidierten Zustand ein ESR-Signal,
wihrend der reduzierte [3Fe-4S]° Zustand diamagnetisch und damit ESR-still ist. [4Fe-4S]-
Cluster Ferredoxine hingegen sind im oxidierten [4Fe-4S]*" Zustand diamagnetisch und
koénnen nur nach Reduktion des Clusters zur [4Fe-4S]'" Form in der ESR-Spektroskopie
detektiert werden (Lovenberg, 1973; Guigliarelli und Bertrand, 1999; Sykes und Cammack,
1999). Damit kann die ESR-Spektroskopie verwendet werden, um zu bestimmen, ob ein
Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxin einen [3Fe-4S]-Cluster, einen [4Fe-4S]-Cluster oder aber

zwei unterschiedliche Cluster enthélt.
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1.3. Flavoproteine

Flavoproteine sind ubiquitir vorkommende Proteine, die in diverse biologische Prozesse
eingebunden sind und sich durch das Vorhandensein von einem von Riboflavin (Vitamin B))
abgeleiteten Flavin als prosthetische Gruppe auszeichnen. Aufgrund der biochemischen
Eigenschaften des redox-aktiven Teils der Flavine, des Isoalloxazinrings, sind Flavoproteine
in der Lage, sowohl Ein- als auch Zwei-Elektroneniibertragungen durchzufiihren. Denn
Flavine konnen in drei Redoxzustinden vorliegen (Abbildung 1.3): in oxidierter Form als
Chinon, nach Aufnahme eines Elektrons als Semichinonradikal oder in vollstindig reduzierter
Form als Hydrochinon (Chapman und Reid, 1999; Fraaije und Mattevi, 2000). Die Mehrzahl
der Flavoproteine enthdlt als prosthetische Gruppe ein nicht-kovalent gebundenes
Flavinmononukleotid (FMN) oder Flavinadenindinukleotid (FAD); allerdings sind auch
Beispiele bekannt, bei denen das Flavin kovalent iiber die 8a-Methylgruppe oder das C6-
Atom des Isoalloxazinrings mit dem Protein verkniipft ist. Aullerdem gibt es auch eine ganze
Reihe von Flavoproteinen, die mehrere prosthetische Gruppen enthalten, wie beispielsweise
die Cytochrom P450 Reduktase mit den zwei Redoxzentren FAD und FMN oder die
komplexen Flavoproteine, die zusétzlich zu einem Flavin noch andere prosthetische Gruppen
wie beispielsweise Him oder [Fe-S]-Cluster aufweisen (Chapman und Reid, 1999). Nach
Massey (Massey, 1994; Massey, 1995) kann man die Flavoproteine anhand der
Geschwindigkeit ihrer Reaktion mit Sauerstoff und den dabei auftretenden Produkten vier
verschiedenen Gruppen zuordnen: den Oxidasen wie z.B. die Glucose Oxidase in Pflanzen
und Mikroorganismen oder das komplexe Metalloflavoprotein Xanthin Oxidase, das beim
aeroben Purinabbau beteiligt ist, den Monooxygenasen wie z. B. die Phenol Hydroxylase, den
Dehydrogenasen wie z.B. die am Citratzyklus beteiligte Succinat Dehydrogenase oder den
Elektronentransferasen wie z.B. die Ferredoxin-NADP(H) Reduktase oder Flavodoxin.

Mit Hinblick auf ihre Bedeutung in Cytochrom P450 Systemen sollen hier die
Elektronentransferasen nédher betrachtet werden, speziell die Ferredoxin Reduktase (FdR), die
Cytochrom P450 Reduktase (CPR), die Phthalat Dioxygenase Reduktase (PFOR) sowie

Flavodoxin.
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Abbildung 1.3: Struktur und Redoxiiberginge der Flavine (modifiziert nach (Chapman
und Reid, 1999))

Der Isoalloxazinring des Flavins kann sowohl Ein- als auch Zwei-Elektronentibergdnge
durchfiihren; deswegen kann ein Flavin in drei verschiedenen Redoxzustinden vorliegen: als
Chinon (oxidiert), als Semichinon (reduziert, 1 Elektron) oder als Hydrochinon (reduziert, 2
Elektronen).
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Ferredoxin Reduktasen sind Flavoenzyme, die aus einer Flavin-Bindedoméne und einer
NAD(P)-Bindedoméne aufgebaut sind. Als prosthetische Gruppe enthalten sie ein nicht-
kovalent gebundenes FAD, das fiir den Transport von Reduktionsédquivalenten zwischen
NAD(P)H und Ferredoxin verwendet wird. Ferredoxin Reduktasen tibernehmen damit die
wichtige Aufgabe, zwischen dem Zwei-Elektroneniibertrager NAD(P)H und dem Ein-

Elektronentiibertrager Fdx zu vermitteln.

FdR
2Fd’ o+ NADPH+H' ——p 2 Fdx*"eq + NADP™+ 2H"

Obwohl alle Ferredoxin Reduktasen diese Reaktion katalysieren, unterscheidet man zwei
strukturell unterschiedliche und phylogenetisch nicht verwandte Familien (Dym und
Eisenberg, 2001; Aliverti et al., 2008): die Glutathion Reduktase Familie und die eigentliche
Ferredoxin-NADP" Reduktase oder auch Pflanzen-Typ Familie. Die Ferredoxin Reduktasen,
die in Klasse I Cytochrom P450 Systemen Reduktionsidquivalente vom priméren
Elektronendonor NAD(P)H auf ein Ferredoxin iibertragen, werden der Glutathion Reduktase
Familie zugeordnet. Beispiele hierfiir sind die mitochondriale NADPH-abhéingige
Adrenodoxin Reduktase (AdR) oder die bakterielle NADH-abhéngige Putidaredoxin
Reduktase (Hannemann et al., 2007), auf deren Rolle in den entsprechenden Cytochrom P450
Systemen bereits zuvor eingegangen wurde.

Der zweiten Familie gehdren — wie schon die Bezeichnung ,,Pflanzen-Typ* Ferredoxin
Reduktase andeutet — unter anderem die pflanzliche Ferredoxin Reduktase an, die in der
Photosynthese Reduktionsédquivalente von dem durch das Photosystem [ reduzierten
Ferredoxin auf NADP" iibertriigt. Allerdings sind Flavoenzyme dieses Typs nicht nur auf die
Photosynthese beschriankt. In Cyanobakterien konnte z.B. gezeigt werden, dass das
entsprechende Enzym in photosynthetisch aktiven Zellen als NADP' Reduktase, in
Heterozysten aber in umgekehrter Richtung als Ferredoxin Reduktase wirkt (Razquin ef al.,
1996; Carrillo und Ceccarelli, 2003).

Die Ferredoxin Reduktasen des Pflanzen-Typs werden mit weiteren Flavoproteinen, die den
pflanzlichen Ferredoxin Reduktasen im Aufbau dhneln, aber noch iiber zusitzliche Doménen
verfligen, zu einer Superfamilie zusammengefasst. Zu dieser Superfamilie gehéren unter
anderem auch die Cytochrom P450 Reduktase (CPR) und die Phthalat Dioxygenase
Reduktase (PFOR) (Aliverti ef al., 2008).
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Die Cytochrom P450 Reduktase gehort zu den Diflavin Reduktasen und besitzt als solche
neben einem nicht-kovalent gebundenen FAD auch ein nicht-kovalent gebundenes FMN als
prosthetische Gruppe. Thre Hauptaufgabe besteht darin, schrittweise zwei Elektronen von
NADPH ftiber ihre prosthetische Gruppen FAD und FMN auf Klasse II Cytochrom P450
Enzyme zu iibertragen (Porter und Larson, 1991; Murataliev et al., 2004), die hauptsdchlich
in eukaryotischen Organismen vorkommen und dort unterschiedlichste Aufgaben iibernehmen
wie beispielsweise den Abbau von Xenobiotika wie Arzneistoffen in Sédugern, die
Biosynthese von Cutin, Lignin oder Antifraf8stoffen in Pflanzen oder die Biosynthese von
Membransterolen oder Mycotoxinen in Pilzen (Hannemann et al, 2007). Geméal ihrer
Funktion in mikrosomalen Cytochrom P450 Systemen ist das Vorkommen der CPR fast
ausschlieBlich auf Eukaryoten beschrinkt. Bislang wurde nur ein einziges prokaryotisches
Klasse II Cytochrom P450 System in Streptomyces carbophilus beschrieben, das aus dem
Mevastatin hydroxylierendem CYP105A3 und einer CPR besteht (Serizawa und Matsuoka,
1991). Interessanterweise sind in diesem bakteriellen System beide Komponenten 16slich,
wihrend bei den eukaryotischen Systemen sowohl CYP als auch CPR mit Membranankern
ausgestattet sind (Hannemann et al., 2007) (Abbildung 1.1C).

In ihrem Aufbau zeigt die CPR in ihrem N-terminalen Bereich Homologien zu dem FMN-
enthaltenden Flavoprotein Flavodoxin, widhrend ihr C-terminaler Bereich eine Ferredoxin
Reduktase Struktur mit FAD- und NADP-Bindedoméne aufweist. Daher nimmt man an, dass
die CPR aus der Fusion eines Flavodoxin Gens mit einem Ferredoxin Reduktase Gen
hervorgegangen ist (Murataliev et al., 2004; Hannemann et al., 2007). Die CPR wurde aber
auch selbst als Teil komplexer Enzyme mit zusétzlichen Doménen gefunden. Ein Beispiel
dafiir sind die Flavocytochrome P450, die als eigenstindige Klasse VIII der Cytochrom P450
Systeme angesehen werden und bei verschiedenen Prokaryoten sowie niederen Eukaryoten
beschrieben wurden (Murataliev et al., 2004; Hannemann et al., 2007). Ein prominentes
Beispiel fiir ein solches Flavocytochrom ist die Fettsdurehydroxylase CYP102A1 (P450BM3,
EC 1.14.14.1) aus Bacillus megaterium, die die bislang hochste bekannte Monooxygenase

Aktivitdt eines Cytochrom P450 Systems aufweist.

Bei der Phthalat Dioxygenase Reduktase (PFOR) handelt es sich um ein Eisen-Schwefel
Flavoprotein, das neben einem nicht-kovalent gebundenen FMN noch iiber einen Pflanzen-
Typ [2Fe-2S]-Cluster als prosthetische Gruppe verfiigt (Batie et al., 1987; Gassner et al.,
1995). Die PFOR selbst ist normalerweise nicht an Cytochrom P450 abhingige Reaktionen
beteiligt. Jedoch sind mehrere bakterielle Cytochrome P450 bekannt, bei denen das
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eigentliche Cytochrom P450 Enzym C-terminal mit einer PFOR-artigen Doméne fusioniert ist
(De Mot und Parret, 2002; Roberts et al., 2002). Die Klasse VII (Hannemann et al., 2007)
Cytochrom P450 Enzyme konnen also auch als komplexe Flavoenzyme beschrieben werden,
die als Redoxzentren ein FMN, einen [2Fe-2S]-Cluster sowie ein Him aufweisen. Der erste
beschriebene Vertreter dieser Klasse ist CYP116B2 (P450RhF) aus Rhodococcus (Roberts et
al., 2002); interessanterweise zeigte sich bei der ndheren Untersuchung dieses Enzyms, dass
es im Gegensatz zur NADH-abhdngigen PFOR als primdren Elektronendonor NADPH
bevorzugt (Roberts et al., 2003; Hunter ef al., 2005).

Flavodoxine sind kleine (15-23 kD) saure Flavoproteine, die ein nicht-kovalent gebundenes
FMN als prosthetische Gruppe enthalten und zu den Elektronentransferasen gehoren. Sie
kommen in Bakterien und Algen, nicht jedoch in hoheren Pflanzen oder Tieren vor (Porter
und Larson, 1991). Es ist bekannt, dass Flavodoxine die Funktion von Ferredoxinen
iibernehmen konnen; in Anabaena beispielsweise kann Flavodoxin bei Eisenmangel das [2Fe-
2S]-Cluster Ferredoxin in der Photosynthese ersetzen und Reduktionsidquivalente auf die
Ferredoxin Reduktase iibertragen (Fillat et al., 1991). Ahnliches wurde auch bei Cytochrom
P450 Systemen beobachtet: Flavodoxine sind in einigen Fillen in der Lage, die Ferredoxine
der Klasse I Cytochrom P450 Systeme zu ersetzen und bei heterologer Expression der
Cytochrom P450 Enzyme deren Aktivitét in vivo oder auch in vitro zu gewéhrleisten (Jenkins
und Waterman, 1994; Jenkins et al., 1997; Bellamine et al., 1999). Dariiber hinaus wurden
auch Cytochrom P450 Systeme (Klasse III) postuliert, in denen ein Flavodoxin der natiirliche
Redoxpartner des Cytochrom P450 Enzyms ist (Hawkes et al., 2002; Lawson et al., 2004;
Kimmich et al., 2007). In dieser Klasse der Cytochrom P450 Systeme werden die beiden fiir
die Reaktion bendtigten Elektronen also vom priméren Elektronendonor liber das FAD der
Ferredoxin/Flavodoxin Reduktase zum FMN des Flavodoxins und schlieflich zur Ham-
Gruppe des Cytochrom P450 Enzyms geleitet. Betrachtet man die an der Reaktion beteiligten
Redoxzentren, so dhnelt der Aufbau der Klasse III Cytochrom P450 Systeme dem der Klassen
IT und VIII, wobei allerdings zu beachten ist, dass die drei Redoxzentren FAD, FMN und
Ham in Klasse III auf drei Proteine verteilt sind.

Ahnlich wie im Fall der CPR, die entweder als separates Protein (Klasse II) oder aber als Teil
eines Flavocytochromes P450 (Klasse VIII) in Cytochrom P450 Systemen auftritt, wurde
auch iiber Flavodoxin als Teil eines natiirlichen Cytochrom P450 Fusionsproteins (Klasse VI)

berichtet (Rylott et al., 2006; Hannemann et al., 2007; Jackson et al., 2007).
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1.4. Myxobakterien

Myxobakterien sind Gram-negative Bodenbakterien, die sich durch ihre unter den
Prokaryoten einzigartige Fahigkeit zur Bildung multizellularer, artspezifischer Fruchtkorper
bei Nahrungsmangel, durch ihre gleitende Fortbewegung sowie durch den hohen GC-Gehalt
threr DNA (67-70%) auszeichnen (Dawid, 2000). Sie gehoren zur 6-Gruppe der
Proteobakterien und werden in der Ordnung Myxococcales zusammengefasst, die wiederum
die drei Unterordnungen Cystobacterineae, Sorangiineae und Nannocystineae umfasst
(Weissman und Miiller, 2009).

Myxobakterien, insbesondere Angehorige des Genus Sorangium, sind als Produzenten
biologisch aktiver Sekundidrmetabolite bekannt. Derartige Naturstoffe sind von immenser
Bedeutung, da sie selbst oder aber von ihnen abgeleitete Strukturen oftmals zur Entwicklung
neuartiger Arzneistoffe herangezogen werden konnen. Insbesondere bei der Bekdmpfung von
Krebs sowie von bakteriellen Infektionskrankheiten dienen iiberwiegend Naturstoffe als
Leitstrukturen fiir die Entwicklung neuer Therapeutika (Newman und Cragg, 2007).
Mikroorganismen sind fiir die industrielle Produktion von Naturstoffen besonders geeignet,
da sie im Bioreaktor kultiviert werden kénnen und oft auch Methoden zur genetischen
Modifikation etabliert sind, um eine groere Variabilitdit oder aber gegebenenfalls eine
gezielte Anderung der Grundstruktur zu erreichen. Unter den Bakterien sind neben den
Actinomyceten, den Bacillen und den Pseudomonaden besonders die Myxobakterien als
Produzenten von fiir die Pharmaindustrie interessanten Sekundidrmetaboliten hervorzuheben
(Reichenbach, 2001; Weissman und Miiller, 2009). Bislang wurden iiber 100 neue biologisch
aktive Naturstoff-Grundstrukturen sowie ca. 500 Derivate aus Myxobakterien isoliert (Bode
und Miiller, 2006). Interessanterweise zeigen viele dieser myxobakteriellen
Sekundarmetabolite bislang noch nicht beschriebene Wirkungsmechanismen oder wirken auf
Strukturen, die von anderen Sekundirstoffproduzenten offenbar kaum als Angriffspunkt
genutzt werden (Reichenbach, 2001; Wenzel und Miiller, 2009a; Wenzel und Miiller, 2009b).
Etwa die Hélfte der Naturstoffe aus Myxobakterien wurde aus Sorangium cellulosum
Stammen isoliert (Gerth et al., 2003; Rachid et al., 2007), darunter auch die bislang
vielversprechendsten myxobakteriellen Sekunddrmetabolite, die Epothilone (Reichenbach,
2001; Altmann et al., 2008). Epothilone bilden eine neue Klasse von Krebstherapeutika, deren
Wirkungsweise &dhnlich der des aus der Eibe (7axus) gewonnenen Taxols ist. Durch

Stabilisierung der Mikrotubuli storen die Epothilone die Bildung und Funktion der
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Mitosespindel. Hierdurch kommt es zu einem Arrest in der G,-M Phase und in der Folge zur
Apoptose-Induktion. Gegeniiber Taxol haben Epothilone den Vorteil, dass sie besser
wasserloslich sind, wodurch eine parenterale Applikation ohne Verwendung von
Losungsmitteln moglich ist. Zur Zeit werden sieben Epothilone bzw. Epothilon-Derivate in
klinischen Studien getestet (Altmann und Gertsch, 2007); eine dieser Substanzen
(Ixabepilone) wurde bereits in den USA von der FDA (Food and Drug Administration) zur
Behandlung von Brustkrebs zugelassen (Vahdat, 2008).

Da unter den Vertretern des Genus Sorangium viele Produzenten von potentiell
pharmazeutisch relevanten Sekundirmetaboliten gefunden wurden, wurde ein Sorangium
cellulosum Stamm (So ce56) als Modellstamm fiir ein funktionales Genomprojekt durch ein
deutsches Konsortium ausgewdhlt (Bielefeld GenMik Netzwerk des BMBF;
http://genetik.uni-bielfeld.de/GenoMik/cluster6.html). Der ausgesuchte Stamm zeichnet sich
durch sein homogenes Wachstums in Fliissigkulturen sowie die fiir Myxobakterien relativ
geringen Generationszeit von 7 Stunden aus (Gerth et al., 2003; Perlova et al., 2006).
AuBerdem sind bereits drei biologisch aktive Substanzen (das fungizid wirkende Chivosazol,
das Makrolid-Antibiotikum Etnangien sowie der Eisen-Chelator Myxochelin) in dem Stamm
identifiziert worden (Gaitatzis et al., 2005; Bode und Miiller, 2006; Schneiker et al., 2007).
Die genomische Sequenz des obligat aeroben Bakteriums Sorangium cellulosum So ce56, die
mit einer Grofe von liber 13 Mbp das bislang groBte bekannte bakterielle Genom darstellt,
wurde Ende 2007 publiziert (Schneiker et al., 2007). Das Genom von Sorangium cellulosum
So ce56 enthdlt insgesamt 17 Loci, die mit der Produktion von Sekundirmetaboliten
assoziiert sind, so dass neben den drei bekannten Substanzen mit der Entdeckung weiterer
Naturstoffe gerechnet werden kann.

Unter den 9367 kodierenden Sequenzen des Genoms (Schneiker et al., 2007) befinden sich
auch 21 Cytochrom P450 Gene (Khatri, 2009). Diese Zahl ist sogar noch etwas grof3er als die
anderer wichtiger Sekundiarmetabolitproduzenten wie Streptomyces coelicolor A3 (18 CYPs)
oder Streptomyces peucetius ATCC 27952 (15 CYPs) (Lamb et al., 2002; Parajuli et al.,
2004). Auch wenn die physiologische Rolle der Sorangium cellulosum So ce56 Cytochrome
P450 bislang nicht bekannt ist, kann spekuliert werden, dass zumindest einige dieser Enzyme
an der Bildung pharmazeutisch interessanter Sekunddrmetabolite beteiligt sein konnten, wie
dies aus anderen Organismen bekannt ist (Guengerich, 2002). Ebenso wie die in vivo
Funktion der Sorangium cellulosum So ce56 Cytochrome P450 ist auch die Natur ihrer
Elektronentransportkette ungeklért. Bislang wurden weder fiir eines dieser 21 Cytochrome

P450 noch fiir eines der anderen beschriebenen myxobakteriellen Cytochrome P450 endogene
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Redoxpartner identifiziert. Selbst fiir das wohl am besten charakterisierte myxobakterielle
Cytochrom P450 CYP167A1 (P450epoK), das die Epoxidation der Epothilone C und D zu A
und B katalysiert, ist die endogene Elektronentransferkette nicht bekannt (Nagano et al.,

2003; Ogura et al., 2004).
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1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Myxobakterien sind als Produzenten biologisch aktiver Sekundirmetabolite seit einigen
Jahren in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses geriickt, da Naturstoffe bakteriellen
oder auch pflanzlichen Ursprungs oft als Leitstrukturen zur Entwicklung neuartiger
Arzneistoffe (insbesondere  Zytostatika und Antibiotika) eingesetzt werden. An der
Biosynthese vieler Naturstoffe sind unter anderem auch Mitglieder der Cytochrom P450
Superfamilie beteiligt. Da die meisten Cytochrome P450 nicht direkt mit dem externen
Elektronendonor =~ (NADH, NADPH) interagieren  konnen, sind sie  von
Elektronentransportketten abhingig, bei denen normalerweise zwei Redoxzentren (FAD und
FMN oder FAD und ein Eisen-Schwefel-Cluster) auf ein oder zwei zusitzliche Proteine
verteilt sind. In den bei Bakterien vorherrschenden Klasse I Cytochrom P450 Systemen wird
die Redoxkette von einem Ferredoxin, das mindestens einen Eisen-Schwefel-Cluster enthalt,
und einer Ferredoxin Reduktase, deren prosthetische Gruppe ein FAD ist, gebildet.

Um das biotechnologische Potential der Myxobakterien besser ausschopfen zu konnen,
wurden die Genome verschiedener Myxobakterien — u.a. Sorangium cellulosum So ce56 -
sequenziert (Schneiker et al., 2007). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten im Genom
von S. cellulosum So ce56 potentielle Cytochrom P450 Interaktionspartner mittels
bioinformatischer Methoden identifiziert werden. Die dergestalt ermittelten Kandidatengene
sollten anschlieBend kloniert und in E. coli heterolog exprimiert werden. Durch die
Uberexpression in dem heterologen Wirt sollten ausreichende Proteinmengen hergestellt
werden, um eine detaillierte biochemische und biophysikalische Charakterisierung dieser
Proteine durchfiihren zu konnen. Dariiber hinaus sollte in funktionellen Tests mit dem
autologen myxobakteriellen CYP260A1 die Fihigkeit der Ferredoxine und Ferredoxin
Reduktasen untersucht werden, Elektronentransportketten zu Cytochrom P450 Enzymen zu
bilden, um so die einzelnen Komponenten der myxobakteriellen Cytochrom P450 Systeme zu
ermitteln. Da aus anderen Organismen bekannt ist, dass oft nur eine -einzige
Elektronentransportkette fiir mehrere Cytochrome P450 zur Verfiigung steht, wird
angenommen, dass eine funktionelle Elektronentransferkette zu CYP260A1 auch fiir weitere
Cytochrome P450 aus S. cellulosum So ce56 einsetzbar ist.

Diese Untersuchungen sollten damit die Grundlagen fiir weitere Analysen des S. cellulosum
So ce56 CYPoms bieten sowie die Voraussetzungen fiir die Etablierung eines heterologen

Systems fiir die biotechnologische Produktion von Sekunddrmetaboliten schaffen.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

Alle nicht ausdriicklich aufgefithrten Chemikalien und Enzyme stammten aus

Standardbezugsquellen und waren von analytischem Giitegrad.

2.1.1. Genomische DNA von Sorangium cellulosum So ce56

Die fiir die PCR als Matrize dienende genomische DNA von Sorangium cellulosum So ce56

wurde freundlicherweise von Dr. rer. nat. Olena Perlova zu Verfligung gestellt.

2.1.2. Oligonukleotide

Die zur Klonierung der ausgewéhlten S. cellulosum So ce56 Gene verwendeten Primer
wurden von den Firmen BioTeZ GmbH (Berlin-Buch, Deutschland) und MWG-Biotech AG
(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Die Nukleotidsequenz sowie der Verwendungszweck

der einzelnen Oligonukleotide sind dem Anhang (Abschnitt 6.2.) zu entnehmen.

2.1.3. Expressionsplasmide und E. coli Stimme

Als E. coli Expressionsplasmide wurden pKKHC und pGEX6P1 nco verwendet. Das Plasmid
pKKHC (Porter und Larson, 1991) wurde freundlicherweise von Dr. rer. nat. Todd Porter zur
Verfligung gestellt, das Plasmid pGEX6P1 nco, das durch das Einfligen einer Nco 1
Schnittstelle in die MCS des Vektors pGEX6P1 (Amersham Biosciences) entstand, von Dr.
rer. nat. Frank Hannemann. Die Plasmidkarten der verwendeten Expressionsvektoren sind im

Anhang (Abschnitt 6.3.) dargestellt.
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Zu Klonierungszwecken wurde der E. coli Stamm TOP10 verwendet; bei der heterologen
Uberexpression der myxobakteriellen Proteine kamen die Expressionsstimme BL21 und
Rosetta(DE3)pLysS zum Einsatz. Eine Ubersicht iiber die verwendeten Expressionsplasmide

und E. coli Stamme ist in Tabelle 2.1.1. und Tabelle 2.1.2 zu finden

Tabelle 2.1.1 Ubersicht iiber die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten E. coli
Klonierungs- und Expressionsvektoren

Vektor Beschreibung Grofie (kb) Referenz
pCR®4 Klonierungsvektor 4,0 Invitrogen Katalog 2005
Blunt-  |Py,., LacZa-ccdB mit TOPO cloning site,

TOPO® Kan" ,Amp", pUC ori

pKKHC Expressionsvektor 2,8 Porter und Larson, 1991

P, MCS enthélt u.a. Nco 1 und Hind
I1I Erkennungssequenz, Amp', pPBR322

ori
pGEX6P1 Expressionsvektor, abgeleitet von 4,9 GE Healthcare GST Gene
nco pGEX6P1, Fusion System Handbook

Ptac, GST-Gen, Precision Protease
Spaltstelle, modifizierte MCS enthilt u.a.
Nco Tund Eco RI, Amp', pBR322 ori,
lacl

Tabelle 2.1.2. Ubersicht iiber die Genotypen der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten
E. coli Stimme

Stamm Genotyp Referenz
BL21 F- ompT hsdS(rg- mg-) gal dem Novagen Katalog
2006/2007
Rosetta(DE3)pLysS F ompT hsdSg(rg” mg") gal dem (DE3) Novagen Katalog
pLysSRARE (Cam") 2006/2007
Topl0 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen Katalog 2005
¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
psL(Str") endA1 nupG
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2.14. Andere verwendete Proteine

Die Reinigung von boviner AdR, bovinem Adx sowie S. pombe Etp1™ aus rekombinanten E.
coli Bakterien sowie von bovinem CYPI1Al aus Rindernebennieren erfolgte in der
Arbeitsgruppe durch Frau Katharina Bompais und Herrn Wolfgang Reinle wie in der Literatur
beschrieben (Omura und Sato, 1964; Sagara et al., 1993; Bureik et al., 2002; Hannemann et
al., 2002a). CYP260A1 wurde freundlicherweise von Herrn M. Sc. med. microbiol. Yogan
Khatri zur Verfligung gestellt.
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2.2. Methoden

2.2.1. Bioinformatische Methoden

Das Genom von S. cellulosum So ce56 wurde auf das Vorhandensein moglicher
Interaktionspartner von Cytochrom P450 Enzymen untersucht. Hierzu wurde eine
Datenbanksuche mit dem Programm ,BLAST®“ (Basic Local Alignment Search Tool)
durchgefiihrt, bei dem eine Auswahl an Ferredoxinen und verschiedenen Flavoproteinen
(siche Anhang, Abschnitt 6.1.) als Vergleichssequenzen benutzt wurden. Die DNA-Sequenz
ausgewdhlter Hits wurde mit dem »EXPASy Translate tool”

(http://www.expasy.org/tools/dna.html) in die entsprechende Aminosduresequenz iibersetzt.

Ausgehend von dieser Aminosduresequenz wurde das theoretische Molekulargewicht und der
theoretische isoelektrische Punkt der Proteine mit dem unter

http://us.expasy.org/tools/pi_tool.html zu findenden Programm ,,Compute pI/Mw* berechnet.

Zusitzlich wurde die Doménenstruktur der putativen Eisen-Schwefel Proteine oder

Flavoproteine  durch  einen  Abgleich mit der Motiv-Datenbank  ,,Pfam*

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) untersucht (Finn et al., 2006).

Um die abgeleitete Primérsequenz von S. cellulosum So ce56 Fdx1 mit den Sequenzen der
[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine Yahl (Q12184), Etpl™ (Q10361) und Adx (P00257) zu
vergleichen, wurde das Programm ,,Clustal W

(http://www.ch.embnet.org/software/Clustal W.html) verwendet. Das resultierende Alignment

wurde mit dem Programm ,,Boxshade 3.21¢

(http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.html) bearbeitet, so dass identische

Aminoséurereste schwarz unterlegt dargestellt werden, wéhrend grau unterlegte Bereiche
konservierte Reste kenntlich machen.

Um Hinweise auf die Funktion der einzelnen Proteine zu erhalten, wurden die translatierten
Nukleotidsequenzen der ausgewéhlten S. cellulosum So ce56 Gene mit den Sequenzen der in
Tabelle 2.2.1. aufgefiihrten Ferredoxine bzw. Flavoproteine aliniert. Hierzu wurde das
Programm ,,Mega4.1* (Kumar et al., 2004) verwendet, das eine automatische Alinierung mit
,»Clustal durchfiihrt®. Die errechneten Alignments wurden zur Konstruktion distanzbasierter
Neighbour Joining Stammbiume verwendet. Zur Uberpriifung der statistischen
Verldsslichkeit der einzelnen Verzweigungspunkte wurde eine Bootstrap Analyse mit 1000

Wiederholungen durchgefiihrt.


http://us.expasy.org/tools/pi_tool.html
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html
http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html
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Tabelle 2.2.1. Fiir die phylogenetische Analyse eingesetzte Sequenzen von Ferredoxinen
bzw. Flavoproteinen

Proteine, von denen bekannt ist, dass sie in vivo oder in vitro als Elektronentransporter in
Cytochrom P450 Systemen agieren konnen, sind durch Sternchen markiert.

Abkiirzung Organismus Beschreibung UniProt
(Referenz) Eintrag
Ferredoxine
a Streptomyces coelicolor Ferredoxin QI9FC76
(Lei et al., 2004; Chun et al., 2007) [3Fe-4S], [4Fe-4S]
b Streptomyces coelicolor Ferredoxin Q9F335
(Lei et al., 2004; Chun et al., 2007) 3Fe-4S], [4Fe-4S]
c Streptomyces coelicolor Ferredoxin Q9EWQI1
(Lei et al., 2004; Chun et al., 2007) [3Fe-4S], [4Fe-4S]
d* Streptomyces coelicolor Ferredoxin QI9EWS5
(Lei et al., 2004; Chun et al., 2007) [3Fe-4S], [4Fe-4S]
e Streptomyces coelicolor Ferredoxin QI9KXY1
(Lei et al., 2004; Chun et al., 2007) [3Fe-4S], [4Fe-4S]
f Streptomyces coelicolor Ferredoxin Q7AKQ2
(Lei et al., 2004; Chun et al., 2007) [3Fe-4S]
g* Mycobacterium tuberculosis Ferredoxin P71820
(McLean et al., 2006) [3Fe-4S]
k* Mycobacterium sp. HES Ferredoxin Q5RLMS5
(Sielaff ez al., 2001) [3Fe-4S]
h* Bacillus subtilis Ferredoxin P50727
(Green et al., 2003) [4Fe-4S]
* Streptomyces griseus Ferredoxin P26910
(Trower et al., 1992) [3Fe-4S]
J* Streptomyces griseus Ferredoxin P13279
(Trower et al., 1990b) [3Fe-4S], [4Fe-4S]
1* Spinacia oleracea Ferredoxin P00221
(Hannemann et al., 2007) [2Fe-2S]
2 Petroselinum crispum Ferredoxin Q7M1S1
(Nakano et al., 1981) [2Fe-2S]
3* Zea mays Ferredoxin 080429
(Lacour und Ohkawa, 1999) [2Fe-2S]
4 Anabaena strain PCC7119 Ferredoxin POA3CS8
(Morales et al., 2000) [2Fe-2S]
5 Spirulina platensis Ferredoxin P00246
(Tanaka et al., 1976) [2Fe-2S]
6* Pseudomonas putida Ferredoxin P00259
(Tyson et al., 1972; Peterson et al., 1990) [2Fe-2S]
7 Rhodobacter capsulatus Ferredoxin P80306
(Naud et al., 1994; Sainz et al., 2006) [2Fe-2S]
8* Caulobacter crescentus Ferredoxin P37098
(Wang et al., 1995) [2Fe-28S]
9 Mesorhizobium loti Ferredoxin QI98MO05
(Uchiumi et al., 2004) [2Fe-2S]
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10%* Bos taurus Ferredoxin P00257
(Grinberg et al., 2000) [2Fe-2S]
11* Homo sapiens Ferredoxin P10109
(Grinberg et al., 2000) [2Fe-28S]
12 Buchnera aphidicola Ferredoxin P57661
(Shigenobu et al., 2000) [2Fe-28S]
13 Escherichia coli Ferredoxin POA9RS
(Perna et al., 2001) [2Fe-28S]
14 Azotobacter vinelandii Ferredoxin 069222
(Zheng et al., 1998) [2Fe-28S]
15 Pseudomonas aeruginosa PA0I Ferredoxin Q51383
(Stover et al., 2000) [2Fe-2S]
16 Clostridium pasteurianum Ferredoxin P07324
(Fujinaga und Meyer, 1993) [2Fe-2S]
17 Azotobacter vinelandii Ferredoxin P82802
(Chatelet und Meyer, 1999) [2Fe-2S]
18 Myxococcus xanthus Putatives QID2G1
(Goldman et al., 2006) Ferredoxin
[2Fe-2S]
19 Myxococcus xanthus Putatives QID886
(Goldman et al., 2006) Ferredoxin
[2Fe-2S]
Flavoproteine
1 Burkholderia cepacia Phthalat P33164
(Correll et al., 1992) Dioxygenase
Reduktase
2 Pseudomonas putida Phthalat Q05182
(Nomura et al., 1992) Dioxygenase
Reduktase
3 Bacillus subtilis Thioredoxin P80880
(Kunst et al., 1997) Reduktase
4 Escherichia coli K12 Thioredoxin POA9P4
(Russel und Model, 1988) Reduktase
5 Arabidopsis thaliana Thioredoxin Q39243
(Jacquot et al., 1994) Reduktase
6 Arabidopsis thaliana Glutathion P48641
(Kubo et al., 1993) Reduktase
7 Escherichia coli K12(Greer und Glutathion P06715
Perham, 1986) Reduktase
8 Homo sapiens Glutathion P00390
(Krohne-Ehrich et al., 1977) Reduktase
9 Bacillus subtilis Ferredoxin 005268
(Seo et al., 2004) Reduktase
10 Bacillus subtilis Ferredoxin 031475
(Kunst et al., 1997) Reduktase
11* Streptomyces coelicolor Ferredoxin QO9RK35
(Chun et al., 2007) Reduktase
12% Streptomyces coelicolor Ferredoxin QI9FC69
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(Lei et al., 2004) Reduktase
13* Streptomyces coelicolor Ferredoxin Q7AKNG6
(Lei et al., 2004) Reduktase
14* Escherichia coli Ferredoxin P28861
(Jenkins und Waterman, 1994) Reduktase
15 Azotobacter vinelandii Ferredoxin Q44532
(Isas et al., 1995) Reduktase
16* Pseudomonas putida Ferredoxin P16640
(Peterson et al., 1990) Reduktase
17* Mycobacterium HES Ferredoxin Q5RLM4
(Sielaff und Andreesen, 2005b) Reduktase
18%* Mycobacterium tuberculosis Ferredoxin 005783
(McLean et al., 2003) Reduktase
19 Mycobacterium leprae Ferredoxin 033064
(Cole et al., 2001) Reduktase
20 Mus musculus Ferredoxin Q61578
(Ttoh et al., 1995) Reduktase
21%* Rattus norvegicus Ferredoxin P56522
(Sagara et al., 1999) Reduktase
22% Bos taurus Ferredoxin P08165
(Hannemann et al., 2007) Reduktase
23%* Homo sapiens Ferredoxin P22570
(Black et al., 1993) Reduktase
24%* Drosophila melanogaster Ferredoxin Q9V3T9
(Freeman et al., 1999) Reduktase
25% Saccharomyces cerevisiae Ferredoxin P48360
(Lacour et al., 1998) Reduktase
26* Pisum sativum Ferredoxin P10933
[Lacour, 1999 #521] Reduktase
27* Anabaena PCC 711 Ferredoxin P21890
(Jenkins et al., 1997) Reduktase
28%* Spinacia oleracea Ferredoxin P00455
(Hannemann et al., 2007) Reduktase
A Myxococcus xanthus DK1622 Putative Ferredoxin QIDI181
(Goldman et al., 2006) Reduktase MXAN 5449
B Myxococcus xanthus DK1622 Ferredoxin QICX40
(Goldman et al., 2006) Reduktase MXAN 6919
C Myxococcus xanthus DK1622 Oxidoreduktase, QIDEA4
(Goldman et al., 2006) NADH-bindend MXAN 0753
D Myxococcus xanthus DK1622 Putative Phthalat QICWAS
(Goldman et al., 2006) Dioxygenase MXAN_7205

Reduktase
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2.2.2. Gentechnische Manipulationen

Alle gentechnischen Arbeitsschritte wurden, sofern nicht anders angegeben, nach
Standardmethoden durchgefiihrt (Sambrook wund Russell, 2001). Die verwendeten

Restriktionsendonukleasen (Eco R, Hind 111, Nco 1, Pvu 1) stammten von Promega.

2.2.2.1. Amplifikation der ausgewihlten Gene

Die ausgewidhlten Gene wurden mittels PCR mit genomischer DNA von Sorangium
cellulosum So ce56 als Matrize und den entsprechenden Primern amplifiziert. Jedes Gen
wurde einmal mit und einmal ohne C-terminalen Hiss-fag amplifiziert. Als DNA Polymerase
wurde aufgrund des hohen GC Gehaltes (durchschnittlich 71,4% fiir S. cellulosum So ce56,
(Schneiker et al., 2007)) die Phusion DNA Polymerase der Firma Finnzymes mit einem

speziellen GC Puffer verwendet. Ein Ansatz enthielt:

1,0 ul  Genomische DNA

10,0 ul  GC Puffer (5x)
2,0 ul  dNTPs (SmM)
1,0 ul  Primer vorwirts (10 pM)
1,0 ul  Primer riickwirts (10 uM)
0,5 ul  Phusion Polymerase (2 U/ul)
1,5ul  DMSO

33,0ul H,O

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:
98°C fiir 30 s

98°C fiir 10 s
50°C fur 35 s 35 x
72°C fur 30s/kb

72°C fur 10 min

ANl S
%

* Zur Amplifikation des fdx8 Gens wurde eine Annealing Temperatur von 67°C verwendet.

2.2.2.2. Isolierung der DNA-Fragmente und Ligation

Nach erfolgreicher Amplifikation und Isolierung aus einem Agarosegel mit dem Kit

“NucleoSpin Extract 2 in 1* von Qiagen wurden die PCR-Produkte in den Vektor
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pCR4Blunt-TOPO (Invitrogen) einkloniert. Im Anschluss an die Zwischenklonierung wurden
die Fragmente iiber die wihrend der PCR generierten Restriktionsstellen ausgeschnitten,
wiederum gereinigt und dann mit dem "Fast-Link™ DNA Ligation Kit" (Epicentre) nach
Angaben des Herstellers in die entsprechend vorbereiteten Expressionsvektoren ligiert. Eine

Liste der erstellten Plasmide ist im Anhang (Abschnitt 6.3.) zu finden.

2.2.2.3. Plasmidreiniung und DNA-Konzentrationsbestimmung

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde das Kit NucleoSpin Plasmid
QuickPure oder das Kit Nucleobond Plasmid Purification AX 100 der Firma Machery &
Nagel gemdll den Herstellerangaben verwendet. Die Konzentration der isolierten DNA wurde

durch Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt (Sambrook und Russell, 2001).

2.2.2.4. DNA-Sequenzierung

Die  Identitit der Inserts  wurde entweder durch  Sequenzierung  der
Zwischenklonierungsvektoren und/oder der Expressionsvektoren sichergestellt (siche
Anhang, Abschnitt 6.3.). Die Sequenzierung wurde von der Firma MWG-Biotech
durchgefiihrt.

2.2.2.5. Herstellung kompetenter E. coli Zellen und Transformation

Die Herstellung elektrokompetenter sowie chemisch kompetenter E. coli Zellen erfolgte mit
Abwandlungen nach den von Sambrook et al. beschriebenen Methoden (Sambrook und
Russell, 2001). Bei den Klonierungsschritten wurden E. coli TOP10 mittels Elektroporation
transformiert, da mit dieser Methode eine deutlich hohere Transformationseffizienz erreicht
werden kann (Fregel et al., 2008). Fiir die heterologe Expression wurden die Bakterien mittels

der Hitzeschockmethode transformiert.
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2.2.2.6. Bakterienkultivierung und heterologe Proteinexpression

Die E. coli Bakterien wurden, falls nicht anders angegeben, in einem komplexen
Flissigmedium (Néhrbouillon I, Sifin) bzw. auf Agarplatten (Néhragar, Sifin) bei 37°C
kultiviert. Die Zelldichte der Fliissigkulturen wurde spektroskopisch anhand der optischen
Dichte (OD) der Zellsuspension gegen reine Nahrlosung bei einer Wellenldnge von 600 nm
bestimmt.

Fiir die heterologe Proteinexpression wurden frisch transformierte E. coli Zellen verwendet.
Mit den transformierten Zellen wurde zunéchst eine Vorkultur angeimpft, die iiber Nacht in
Nahrmedium mit dem entsprechenden Antibiotikum unter Schiitteln (180 UpM) inkubiert
wurde. Die Hauptkultur wurde mit 1/50 Volumenteil Vorkultur angeimpft und bis zum
Erreichen einer ODgoonm von 1 bei 37°C geschiittelt (180 UpM). AnschlieBend erfolgte die
Induktion durch Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 1 mM und die Expression
unter den fiir das jeweilige Gen typischen Bedingungen, die in dieser Arbeit bestimmt wurden
und im Ergebnisteil (Tabelle 3.2.1) aufgefiihrt sind. Nach Ende der Expressionszeit wurden
die Bakterien durch Zentrifugation bei 4000 g fiir 20 min geerntet und das erhaltene Zellpellet
bei -20°C gelagert.

2.2.3. Proteinreinigung

Die bei -20°C aufbewahrten Zellpellets wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und
anschlieend in dem jeweiligen Lysepuffer resuspendiert und mit dem Serin-Proteaseinhibitor
PMSEF in einer Endkonzentration von ImM PMSF versetzt. Die Bakterienzellen wurden durch
eine 20-miniitige Ultraschallbehandlung (mit einer Amplitude von 25 pm, einer Pulsdauer
von 30 s und einer Ratio von 1) unter stindiger Kiihlung und Riihren mit dem Ultraschallgerét
"USD 30" (WV) aufgeschlossen. Das Lysat wurde 30 min bei 30.000 UpM (Rotor P30,
Ultrazentrifuge Hitachi himac CP7583) und 4 °C zentrifugiert. Die heterolog exprimierten
Proteine  wurden aus dem  Uberstand durch  verschiedene  nachfolgende

Chromatographieschritte gereinigt, die allesamt bei 4°C durchgefiihrt wurden.
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2.2.3.1. Reinigung Hisg-getaggter Proteine

Bei der Reinigung der mit einem C-terminalen Hiss-tag versehenen Proteine wurde Puffer A
(50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 8,0 mit 300 mM NacCl) als Lysepuffer verwendet. Der
Uberstand nach der Ultrazentrifugation wurde auf eine mit TALON™ Resin (Clontech)
befiillte, mit Puffer A &quilibrierte IMAC-Sdule geladen; anschlieBend wurde gemifl den
Angaben des Herstellers die Sdule bis zum Wiedererreichen der Basislinie mit Puffer A
gewaschen. Das gebundene Protein wurde mit einem linearen Gradienten von 0 — 100%
Puffer B (50 mM Natriumphosphatpuftfer, pH 7,0, mit 300 mM NaCl und 150 mM Imidazol)
eluiert. Die Flussrate betrug 2 ml/min. Fraktionen, die das heterolog exprimierte Protein
enthielten, wurden vereinigt und durch Zentrifugation bei 4000g und 4°C in ,,Amicon Ultra-
15 Centrifugal Filter Devices™ (Millipore) mit der entsprechenden Ausschlussgrofle (10 kD
fiir Fdx; 30 kD fiir FdR) auf 0,5 — 1 ml eingeengt. AnschlieBend wurde die Probe mit 100 pl
40%-Glucoselosung beschwert und einer Groéfenausschlusschromatographie mit einer
Superdex 75 pg Sdule und Puffer C (50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4) bei einer
Flussrate von 0,1 ml/min unterzogen. Der Reinheitsindex (bei Fdx der Quotient Arx-typisches
Maximum/A276nm; bel FAR der Quotient Aj7enm/Ardr-typisches Maximum) der Fraktionen wurde
spektroskopisch bestimmt und geeignete Fraktionen wurden vereinigt, konzentriert und bei —

20°C gelagert.

2.2.3.2. Reinigung GST-getaggter Proteine

Die Reinigung der mit einem N-terminalen GS7-tag versehenen Proteine erfolgte nach den
Angaben von GE Healthcare fiir die Reinigung GS7-getaggter Proteine. Als Lysepuffer
wurde Puffer D (PBS, pH 7,3: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM
KH,PO,4 mit zusitzlich 1 mM EDTA) verwendet. Der Uberstand nach der Ultrazentrifugation
wurde auf eine mit Glutathione Sepharose (GE Healthcare) befiillte Sdule mit einer Flussrate
von 0,5 ml/min geladen, welche zuvor mit PBS dquilibriert wurde. Anschlieend wurde die
Sdule mit PBS mit einer Flussrate von 2 ml/min gespiilt, bis alle unspezifisch gebundenen
Proteine von der Sdule gewaschen waren. Die Elution wurde mit derselben Flussrate mit
Puffer E (50 mM Tris-HCI, pH 8,0 mit 10 mM reduziertem Glutathion) durchgefiihrt.
Geeignete Fraktionen wurden gesammelt und der Elutionspuffer gegen Puffer F (,,PreScission

cleavage buffer: 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,5)
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ausgetauscht. AnschlieBend wurde nach den Herstellerangaben PreScission Protease (GE
Healthcare) zugegeben und die Mischung 12-16 h bei 4°C inkubiert, um ein effektives
Abspalten des GST-tags zu gewihrleisten. Danach wurde die Probe 1:10 mit PBS verdiinnt
und wiederum auf eine Glutathion Sepharose Sdule gegeben, um den abgespaltenen GST-tag
und die daran gebundene Protease von dem S. cellulosum So ce56 Protein abzutrennen. Der
Durchlauf wurde durch Zentrifugation bei 4000 g und 4°C in ,,Amicon Ultra-15 Centrifugal
Filter Devices* (Millipore) auf 0,5 — 1 ml eingeengt, die konzentrierte Probe mit 100 ul 40%-
Glucoselosung  beschwert und auf eine  Gelfiltrationssdule aufgetragen. Die
GroBenausschlusschromatographie erfolgte mit einer Superdex 75 pg Saule und Puffer C bei
einer Flussrate von 0,1 ml/min Der Reinheitsgrad (bei Fdx1 der Quotient A4jinm/A276nm; beil
FdRB der Quotient Az7¢nm/A4s7am) der gefarbten Fraktionen wurde spektroskopisch bestimmt

und geeignete Fraktionen wurden vereinigt, konzentriert und bei —20°C eingefroren.

2.2.3.3. Reinigung von Einschlusskorpern (Inclusion bodies, ICB) des Fdx7

Da Fdx7 nicht in 16slicher Form exprimiert wurde, sollte iiberpriift werden, ob das heterolog
exprimierte Protein in Form von Einschlusskérpern vorliegt. Das hierfiir verwendete
Protokoll basiert auf dem von Sambrock beschriebenen Protokoll (Sambrook und Russell,
2001). Das Bakterienpellet wurde pro g Nassgewicht in 3 ml Puffer G (50 mM Tris-HCI, pH
8,0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl) resuspendiert, mit PMSF versetzt und wie oben
beschrieben mittels Ultraschall aufgeschlossen und zentrifugiert. Vom Uberstand wurde eine
Probe fiir die SDS-PAGE genommen. Das Pellet wurde in 50 ml eiskaltem Puffer H (50 mM
Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,5% (v/v) Triton X-100) aufgenommen, 5
min bei Raumtemperatur inkubiert und 15 min bei 10.000 UpM (Rotor 19776) zentrifugiert.
Vom Uberstand wurde eine Probe fiir die SDS-PAGE genommen. Das Pellet wurde mit
destilliertem Wasser gewaschen, nochmals zentrifugiert und in 40 ml Puffer I (50 mM Tris-
HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl, 8 M Harnstoff) resuspendiert. Die Probe wurde 1h
bei 23°C geriihrt bevor 9 Volumenteile Puffer J (50 mM K,HPO4, pH 10,7, | mM EDTA, 10
mM NaCl) zugegeben wurden. Danach wurde die Probe 45 min geriihrt, wobei der pH-Wert
mit KOH auf 10,7 gehalten wurde. AnschlieBend wurde der pH-Wert mit HCI auf 8,0
eingestellt und die Probe wurde wiederum 45 min geriihrt, bevor der abschlieende
Zentrifugationsschritt (15 min, 10.000 UpM, Rotor 19776) durchgefiihrt wurde. Sowohl vom
Uberstand als auch vom Pellet wurden Proben fiir die SDS-PAGE genommen.
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2.2.34. Ortsgerichtete Mutagenese, Expression und Reinigung von S. pombe Arhl

Aus friiheren Untersuchungen ist bekannt, dass das AdR Homolog aus der Spalthefe, Arhl,
seinen Flavinkofaktor leicht verliert (Ewen, 2004). Daher wurde mit dem Stratagene
QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit eine ortsgerichtete Mutagenese durchgefiihrt,
bei der das Alanin an Aminosdureposition 18 gegen Glycin ausgetauscht wurde. Hierdurch
wurde das FAD-Bindemotiv der Arhl (GXGXXG, X = beliebige Aminosidure) dem
allgemeinen FAD-Bindemotiv (GXGXXG, X = beliebige Aminosdure) (Hanukoglu und
Gutfinger, 1989; Dym und Eisenberg, 2001) angeglichen. Hierfiir wurden die beiden Primer
sarhpA18Gfor (TTCTGGGCCAGCTGGTTTTTACACAGCCCAC) und sarhpA18Grev
(GTGGGCTGTGTAAAAACCAGCTGGCCCAGAA) verwendet, mit deren Hilfe eine neue
Pvu 1 Restriktionsstelle im Expressionsplasmid pTrc99A arhlhis generiert wurde. Diese
diente zur Selektion geeigneter Mutanten durch Restriktion. Das Vorhandensein der Mutation
im FAD-Bindemotiv wurde anschlieBend durch Sequenzierung des Inserts des resultierenden
Expressionsvektors pTrc99A arhl A18Ghis verifiziert. Da in der vorliegenden Arbeit nur
mit der Mutante Arh1A18Ghis gearbeitet wurde, wird diese im Folgenden zur Vereinfachung
als Arh1 bezeichnet.

Zur heterologen Expression wurden mit pTrc99A arhl A18Ghis transformierte E. coli
JM109 in TB Medium (Sambrook und Russell, 2001) mit 100 pg/ml Ampicillin bis zum
Erreichen einer ODgoonm von 1 bei 37°C geschiittelt (180 UpM). AnschlieBend erfolgte die
Induktion durch Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 1 mM und die Expression
fiir 72 h bei 30°C. Nach Ende der Expressionszeit wurden die Bakterien durch Zentrifugation
bei 4000 g fiir 20 min geerntet und das erhaltene Zellpellet bei -20°C gelagert. Zur Reinigung
der Arhl wurden die Bakterien wie in Abschnitt 2.2.3. beschrieben lysiert. Arhl wurde mit
Hilfe des C-terminalen Hiss-tags liber IMAC gereinigt. Als Lysepuffer/Waschpuffer wurde 20
mM Tris/HCI Puffer, pH 8,0, mit 100 mM Natriumchlorid und 10 mM Imidazol verwendet,
als Elutionspuffer 50 mM Natriumacetat, pH 4,0 mit 300 mM Natriumchlorid. Das eluierte
Protein wurde mit 100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4 umgepuffert und bei -20°C
gelagert. Die Reinheit der Arhl Prédparationen wurde mittels SDS-PAGE bzw. durch den
Reinheitsindex (A276nm/A4sonm) Uberpriift. Die Konzentration des Holoproteins wurde mit
Hilfe des Extinktionskoeffizienten der AdR (€450nm = 11 300 M cm'l, (Suhara ef al., 1982))
abgeschatzt.
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2.24. Proteinanalysen

2.24.1. Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration erfolgte mit dem BC Assay der Firma

Uptima gemél den Herstellerangaben.

2.2.4.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde zur Uberpriifung der Reinigung der Proteine in 15%-igen
denaturierenden Polyacrylamid-Gelen nach Laemmli (Laemmli, 1970) in einer vertikalen
Hoefer Mighty-Small-Mini-Gel-Apparatur (Amersham Pharmacia Biotech) bei 60 mA
durchgefiihrt.

2.2.4.3. Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die isoelektrische Fokussierung wurde mit Anodenlésung 3, Kathodenldsung 10 und dem IEF
Marker 3-10 der Firma Serva in einer Multiphor II Kammer (Amersham Pharmacia Biotech)
mit vorgefertigten Servalyt Precotes Gelen (pH 3-10) durchgefiihrt. Die Gele wurden bei 500
V préfokussiert bis die Stromstdrke auf 1-2 mA abgefallen war. AnschlieBend wurden die
Proben und der Marker aufgetragen und die Elektrophorese bei 800 mV fiir ca. 2 h
durchgefiihrt. Danach wurden die Gele fiir 10 min mit 20 % Trichloressigsdure fixiert, mit
destilliertem Wasser gewaschen und 5 min mit Coomassie Blue G250 (Merck) gefirbt. Nach
dem Farben wurden die Gele mit destilliertem Wasser abgespiilt und entfdrbt, bis die
Proteinbanden deutlich sichtbar wurden. Die Auswertung der Gele wurde feundlicherweise
von Herrn Dipl. Biologe Martin Worner mit der Software ,,PDQuest8.0.1° durchgefiihrt,

indem den Markerbanden der jeweilige pl zugeordnet wurde.
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2.2.5. Spektroskopische Untersuchungen

2.2.5.1. UV/Vis-Spektroskopie

UV/Vis-Spektren der gereinigten, oxidierten Proteine in Puffer C wurden an einem Shimadzu
Zweistrahlphotometer UV-2100 (Kyoto) aufgenommen. Mit den im BC Assay (Abschnitt
2.2.4.1.) erhaltenen Werten wurden die Extinktionskoeffizienten an den charakteristischen
Maxima der Proteine bestimmt; auBerdem wurden durch Vergleich der allgemeinen
Proteinabsorption der gereinigten Proteine bei 276 nm mit den charakteristischen Maxima die
typischen Q-Werte (Tabelle 3.2.2) als Mal} fiir den Reinheitsgrad der einzelnen Proteine
berechnet. Bei den folgenden Reinigungen wurde der Reinheitsgrad {iber die Q-Werte und die
Konzentration mit dem  Lambert-Beer’schen  Gesetz und den  jeweiligen
Extinktionskoeffizienten bestimmt.

UV/Vis-Spektren der Ferredoxin Reduktasen mit Natriumdithionit, NADPH oder NADP"
wurden im Wellenldngenbereich von 250 nm — 850 nm aufgenommen. Der fiir das Ansetzen
der Reduktionsmittellosungen bzw. fiir die Verdiinnung der Proben verwendete 10 mM
Kaliumphosphatpuffer wurde vor Verwendung 1 h mit Argon begast, um ihn sauerstofffrei zu
machen. Die Proteinstammlosungen (ca. 100 uM) wurden vor Verwendung mindestens 30
min unter anaeroben Bedingungen inkubiert. Die Zugabe der Reduktionsmittel bzw. des
NADP" erfolgte ebenfalls unter anaeroben Bedingungen. AnschlieBend wurden UV-Vis-
Spektren der Proben mit und ohne Sauerstoffkontakt nach unterschiedlichen Zeiten

aufgenommen.

2.2.5.2. CD-Spektroskopie

CD-Spektren der Ferredoxine und der Ferredoxin Reduktasen wurden bei 23 °C mit einem
Jasco J720 Spektropolarimeter mit einem Jasco PTC348 Temperaturregler aufgenommen.
Alle Messungen erfolgten in einer Kiivette mit einer Schichtdicke von 0,1 cm. Die
Probenkammer wurde kontinuierlich mit Stickstoff gespiilt (3 1/min) um den Hintergrund zu
reduzieren. Die Spektren wurden jeweils dreimal aufgenommen und gemittelt. Als Kontrolle
wurde das Spektrum von 10 mM Kaliumphosphatpuffer aufgenommen; dieses wurde
anschlieBend von den Proteinspektren substrahiert und die entstandenen Kurven geglittet. Die

Proben der Flavoproteine und der [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine enthielten 100uM Protein in
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10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4. Die Fdx2 Probe hingegen war 1500 uM, die Fdx8
Probe 540 uM.

Um die thermische Denaturierung der Ferredoxine und Ferredoxin Reduktasen zu
untersuchen, wurden CD Messungen durchgefiihrt, bei denen die temperaturabhingige
Anderung der Elliptizitit an einer bestimmten, fiir das jeweilige Protein charakteristischen
Wellenlidnge verfolgt wurde. Die gewihlte Wellenldnge und der jeweilige Temperaturbereich
sind im Ergebnisteil aufgefiihrt. Die erhaltenen Kurven wurden mit dem Programm

»SigmaPlot 2001 mittels einer nichtlinearen Regression ausgewertet (Privalov, 1979).

2.2.5.3. ESR-Spektroskopie

ESR-Spektren der gereinigten Proteine wurden mit einem Bruker ESP300 Spektrometer (X-
band, 9,5 GHz) mit einem ITC 4 Temperaturkontrollgerdt (Oxford Instruments) unter
Kiihlung mit fliissigem Helium (continuous flow helium cryostat ESR 900) aufgenommen. In
Standardmessungen wurden folgende Parameter verwendet: Modulationsfrequenz: 100 kHz;
Mikrowellenleistung: 2 mW; Modulationsamplitude: 5 G und Zeitkonstante: 41 ms. Die
Mikrowellenfrequenz wurde mit einem HP 5350B frequency counter gemessen. Andere
individuelle oder abweichende Parameter sind im Ergebnisteil bei den jeweiligen Messungen
angegeben. Alle Proteine wurden in oxidierter (unbehandelter) sowie in reduzierter (nach
Zugabe von Natriumdithionit) Form gemessen; die Ferredoxin Reduktasen wurden auflerdem
mit NAD(P)H titriert. Die verwendeten Proteinproben lagen in einer Konzentration von ca.
150 uM vor; es wurden jeweils 180 pl der Proteinlésung in ESR Quarzréhrchen (Wilma)
tiberfiihrt und anschlieBend in fliissigem Stickstoff eingefroren.

Die apparenten g-Faktoren der Ferredoxin Reduktasen wurden mit dem Programm ,,WinEPR*
(Bruker) bestimmt. Die Simulation der Ferredoxin-Spektren zur Bestimmung der g-Faktoren
wurde freundlicherweise von Dr. rer. nat. Reinhard Kappl (Arbeitsgruppe Prof. Dr. rer. nat. J.
Hiittermann) am Institut fiir Biophysik des Universititsklinikums in Homburg mit den

Programmen ,,Simfonia“ oder ,,Xsophe* (Bruker) durchgefiihrt.
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2.2.6. Untersuchung der prostethischen Gruppen

2.2.6.1. Qualitative Flavinbestimmung mittels LC-MS

Um die Identitit des in den potentiellen Ferredoxin Reduktasen enthaltenen Flavins zu
bestimmen, wurde die prostethische Gruppe aus dem Protein herausgeldst und anschlieBend
einer LC-MS Analyse unterzogen. Im Fall der FARA wurde hierzu eine 10 uM Proteinlésung
lichtgeschiitzt 10 min bei 100° C inkubiert, auf Eis abgekiihlt und 10 min bei 10.000 g und
4°C zentrifugiert. Der wissrige Uberstand wurde durch Evaporation konzentriert und
anschlieend mit Methanol auf eine Endkonzentration von ca. 10 uM verdiinnt. Das zweite
Flavoprotein FARB wurde unmittelbar in Methanol auf eine Endkonzentration von etwa 10
uM verdiinnt und 5 min bei 23 °C inkubiert. Das denaturierte Protein wurde anschlieBend
durch Zentrifugation abgetrennt. Die LC-MS Messungen selbst wurden freundlicherweise von
Dr. rer. nat. Olena Perlova und Dr. rer. nat. Daniel Krug (Arbeitsgruppe Prof. Dr. rer. nat.
Rolf Miiller) am Institut fiir Pharmazeutische Biotechnologie der Universitit des Saarlandes
mit einem HCT Ionenfallen-Massenspektrometer von Bruker durchgefiihrt, bei dem die
Probeneinfithrung durch ein Agilent 1100 series System erfolgte. Fiir die Chromatographie
wurde eine RP Sdule von Nucleodur (C18, 125 x 2 mm, 3 um PartikelgroBBe mit einer C18,
§mm X 3mm, 5pum Vorsdule) verwendet. Es wurde ein Gradient von 5% B (0,1%
Ameisensdure in Acetonitril) bei 2 min zu 95% B innerhalb von 17 min gefahren, gefolgt von
einem Spllschritt von 95% B fiir 4 min. Losemittel A war dabei 0,1% Ameisensdure in
Wasser. Die Flavinkomponente wurde durch Vergleich mit der Retentionszeit und den MS
Daten der kommerziell erhiltlichen Referenzsubstanzen FAD (Na Salz, Serva) und FMN
(Riboflavin 5'-Monophosphat, Na Salz, Sigma-Aldrich) identifiziert. FAD wurde im
negativen lonisierungsmodus ([M—H] =784,2 bei 8,0 min) und FMN im positiven
Tonisierungsmodus ([M+H]=457,1 bei 8,3 min) detektiert.

2.2.6.2. Quantitative Flavinbestimmung mittels UV/Vis-Spektroskopie

Die quantitative Bestimmung des FAD Gehaltes der Ferredoxin Reduktasen erfolgte mit
einem Shimadzu Zweistrahlphotometer UV-2100. Es wurden unterschiedliche Verdiinnungen
der Proteine in 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, hergestellt und deren UV/Vis-Spektren
aufgezeichnet. AnschlieBend wurden die Proben lichtgeschiitzt 10 min bei 100° C inkubiert,
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auf Eis abgekiihlt und 10 min bei 10.000 g und 4°C zentrifugiert. Vom Uberstand wurden
anschlieBend ebenfalls UV/Vis-Spektren aufgezeichnet. Die Konzentration der Proteine und
des freien FAD wurde mit dem Lambert-Beer’schen Gesetz und den jeweiligen
Extinktionskoeffizienten berechnet und zueinander ins Verhéltnis gesetzt. Fiir die FAD
Konzentrationsbestimmung wurde der Extinktionskoeffizient fiir FAD g450 = 11,3 mM'em’!

zugrunde gelegt (Chapman und Reid, 1999).

2.2.6.3. Eisenbestimmung mittels ICP-OES

Zur Bestimmung des Eisengehaltes der Ferredoxine wurde die optische
Emissionsspektrometrie mittels induktiv gekoppeltem Plasma (engl. Inductively Coupled
Plasma Optical Emission Spectrometry, ICP-OES) eingesetzt.

Die Proben wurden folgendermaBen vorbereitet, um das Eisen von der organischen
Komponente zu trennen: Da die Eisen-Schwefel Cluster von Ferredoxinen sdurelabil sind,
wurde ein Volumenteil Proteinldsung bekannter Konzentration mit einem Volumenteil 20 %
Trichloressigsdure vermischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das denaturierte
Protein wurde anschlieBend durch eine 20 miniitige Zentrifugation bei 10.000 g und 20°C
sedimentiert und der eisenhaltige Uberstand abgetrennt. AnschlieBend wurde das Pellet
zweimal mit je einem Volumenteil 5 % Trichloressigsiure gewaschen. Der Uberstand aus den
einzelnen Zentrifugationsschritten wurde vereinigt und fiir die ICP Messung eingesetzt. Da
Trichloressigsdure selbst einen betrdchtlichen Eisenanteil aufweist, wurde zum einen jeweils
eine Kontrolle, die nur Puffer enthielt, ebenso wie die Ferredoxinproben behandelt und zum
anderen wurden die Eisenproben fiir die Erstellung der Eichkurve (,Iron Atomic
Spectroscopy Standard Solution* von Fluka) in 7,5% Trichloressigsidure angesetzt. Die ICP
Messungen selbst wurden freundlicherweise von Frau Traudel Allgayer (Arbeitsgruppe Prof.
Dr. rer. nat. Horst P. Beck) am Institut fiir Anorganische und Analytische Chemie und
Radiochemie der Universitit des Saarlandes mit einem mit Argon Plasma arbeitenden
optischen Emissionsspektrometer Optima 2000 DV von Perkin Elmer durchgefiihrt. Jedes
Protein wurde in mindestens drei unterschiedlichen Protein- bzw. Eisenkonzentrationen

gemessen und die Werte gemittelt.
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2.2.7. Reaktion der Ferredoxin Reduktasen mit NAD(P)H:

Ferricyanide Assay

Um die K,, Werte von FdARA und FdRB fiir NAD(P)H zu bestimmen, wurde an einem
Shimadzu Zweistrahlphotometer UV-2100 die Reduktion von Ferricyanid bei 420 nm
verfolgt. Die Messungen wurden in 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, bei 23 °C mit 1-2 uM FdR, 2
mM Kaliumferricyanid und unterschiedlichen Konzentrationen an NAD(P)H durchgefiihrt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von NAD(P)H gestartet und der Reaktionsverlauf iiber
einen Zeitraum von 60 s verfolgt. Fiir jede NAD(P)H Konzentration wurden 3 Messungen
durchgefiihrt. Fir die Bestimmung der Ferricyanidkonzentration wurde ein
Extinktionskoeffizient von &40 =1020 M ! em™ angenommen (McLean et al., 2003). Die
Auswertung der Kurven und die Bestimmung der K,, Werte erfolgte mit der Software

,Origin“ (Microcal).

2.2.8. Untersuchung potentieller Protein-Protein Interaktionen in Cytochrom

P450 Systemen mittels in vitro Rekonstitution

Um zu tiberpriifen, ob die Ferredoxin Reduktasen mit den Ferredoxinen und diese wiederum
mit Cytochromen P450 interagieren, wurden in vitro Cytochrom P450 abhéngige
Substratumsatz Assays durchgefiihrt. Hierbei katalysiert ein Klasse I Cytochrom P450 die
Umsetzung eines Substrates; damit die Reaktion ablaufen kann, muss jedoch eine funktionelle
Elektronentransferkette, bestehend aus einer Ferredoxin Reduktase und einem Ferredoxin,

vorhanden sein, die das Cytochrom P450 Enzym mit den notigen Elektronen versorgt.

2.2.8.1. CYP11A1 abhingiger Substratumsatz

In Anlehnung an Sugano (Sugano et al, 1989) wurde ein CYP11Al abhingiger
Substratumsatz mit einigen Modifikationen durchgefiihrt. Ein Ansatz enthielt 0,5 pM FdR, 5
uM Fdx, 0,5 uM CYP11A1 und 400 uM 7-Dehydrocholesterol (7-DHC) sowie ein NADPH-
regenerierendes System (1 mM MgClz2, 5 mM Glucose-6-Phosphat, 1 U Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase) in 50 mM HEPES, 0,05% Tween 20, pH 7,4. Die Reaktion wurde durch
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Zugabe von NADPH (Endkonzentration 200 uM) gestartet und nach 45 min Inkubation bei
37 °C durch Zugabe von 500 ul Chloroform gestoppt. Es wurde Cortisol als Interner Standard
in einer Endkonzentration von 10 pM zugesetzt. AnschlieBend wurden die Proben zweimal
mit 500 pl Chloroform extrahiert und die Chloroformphasen vereinigt. Das Losemittel wurde
eingedampft, das Sediment in 200 pl Acetonitril resuspendiert und mittels HPLC untersucht.

Das verwendete HPLC-System bestand aus einer Pumpe, einer Probennahmevorrichtung und
einem UV-975 UV/Vis-Detektor der Jasco 900er Baureihe. Zur Auftrennung wurde eine RP
Séule (Waters 3,9 x 150 mm Sdule WATO036975) und als mobile Phase eine entgaste
Acetonitril:Isopropanol Mischung (30:1) verwendet. Die FlieBgeschwindigkeit betrug 1,0
ml/min Die Sdulentemperatur wurde mit dem Séulenofen Modell K-1 der Firma Techlab
konstant bei 40 °C gehalten. Das Substrat und die Produkte wurden bei 270 nm detektiert. Die
prozentuale Produktbildung wurde ermittelt, indem die Flache des Produktpeaks zur Summe

der Flachen des Produkt- und des Substratpeaks ins Verhiltnis gesetzt wurde.

2.2.8.2. CYP260A1 abhiingiger Substratumsatz

Der CYP260A1 abhédngige Substratumsatz wurde in einem Volumen von 500 pl in 10 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, in Gegenwart eines NADPH-regenerierenden Systems (1 mM
MgCl2, 5 mM Glucose-6-Phosphat, 1 U Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase) durchgefiihrt.
Ein Ansatz enthielt 2 uM FdR, 20 uM Fdx, 0,25 uM CYP260A1 und 100 uM Nootkaton. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von NADPH (Endkonzentration 200 uM) gestartet und nach
90 min Inkubation bei 30 °C durch Zugabe von 500 pl Chloroform gestoppt. Die Proben
wurden zweimal mit 500 pl Chloroform extrahiert und die Chloroformphasen vereinigt. Das
Losemittel wurde eingedampft, das Sediment in 200 pl Acetonitril resuspendiert und mittels
HPLC untersucht. Fiir jede Fdx/FdR Kombination wurden mindestens drei Reaktionen
angesetzt.

Das verwendete HPLC-System entsprach dem unter 2.2.8.1. beschriebenen System. Zur
Auftrennung wurde eine RP Sdule (Waters 3,9 x 150 mm Sédule WATO036975) und eine
entgaste Acetonitril: Wasser Mischung (40:60) verwendet. FlieBgeschwindigkeit betrug 1,0
ml/min und die Sdulentemperatur 40°C. Das Substrat und die Produkte wurden bei 240 nm
detektiert. Das Substrat konnte durch eine Referenzprobe identifiziert werden, zur
Identifizierung der Produkte wurden LC-MS Messungen von Dr. rer. nat. Daniel Krug
(Arbeitsgruppe Prof. Dr. rer. nat. Rolf Miiller) am Institut fiir Pharmazeutische
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Biotechnologie der Universitdt des Saarlandes durchgefiihrt. Die apparative Ausstattung
entsprach dabei derjenigen, die bei der Untersuchung der Flavinkofaktoren zum Einsatz kam.
Die Auftrennung erfolgte mit einer RP C18 Sdule (Luna HST, 100 x 2 mm, 2,5 pm
PartikelgroBBe; Phenomenex) und einem Gradienten von 5% - 95% B (0,1% Ameisensdure in
Acetonitril) bei einer Flussrate von 0,4 ml/min. Losemittel A war Wasser mit 0,1%
Ameisensdure. Die  massenpektrometrische  Detektion  erfolgte im  positiven
Ionisierungsmodus ([M+H]" = 235/m/z oder 251/m/z fiir mono- oder dihydroxylierte
Produkte).

2.2.8.3. Messung des NADPH Verbrauchs beim CYP260A1 abhiingigen

Substratumsatz

Der NADPH Verbrauch der vier Kombinationen — Fdx2-FdRB, Fdx8-FdRB, Fdx2-FdRA und
Fdx8-FdRA — wurde spektralphotometrisch untersucht. Die Reaktionsansitze enthielten 2 uM
FdR, 20 uM Ferredoxin und 0,25 uM CYP260A1 in 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4.
Die Substratkonzentration wurde von 0 uM bis zu 100 puM variiert. Nach Zugabe von
NADPH (Endkonzentration 200 uM) wurde an einem Shimadzu Zweistrahlphotometer UV-
2100 die Absorptionsédnderung bei 340 nm fiir 5 min verfolgt. Der NADPH Verbrauch wurde
mithilfe des molaren Extinktionskoeffizienten €340 = 6220 Mem?! berechnet. Fiir jede
Konzentration wurden wenigstens drei Messungen durchgefiihrt. Die NADPH
Oxidationsraten (angegeben in mol NADPH oxidiert pro Minute pro mol CYP) wurden gegen
die eingesetzen Substratkonzentrationen aufgetragen und mit der Software “Origin”

(Microcal) hyperbolisch gefittet, um die apparenten K, und k.« Werte zu erhalten.
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3. Ergebnisse

3.1. Bioinformatische Analysen

Um potentielle Elektronenmediatorproteine zu identifizieren, wurden zunidchst
bioinformatische Untersuchungen der genomischen Sequenz von S. cellulosum So ce56
durchgefiihrt. Die Untersuchung des Genoms auf das Vorhandensein mdglicher
Elektronentransportproteine aus Cytochrom P450 Systemen fiihrte zur Identifizierung von
acht potentiellen Ferredoxingenen und zwei potentiellen Ferredoxin Reduktasegenen. Eine
Ubersicht iiber die bei der Suche verwendeten Sequenzen ist im Anhang (Abschnitt 6.1) zu
finden. Neben den Komponenten der Klasse I Cytochrom P450 Systeme wurde auch nach
Flavodoxingenen sowie CPR Genen gesucht, jedoch konnten keine derartigen Gene im
Genom von S. cellulosum So ce56 identifiziert werden.

Die acht identifizierten Ferredoxingene sowie die zwei Ferredoxin Reduktasegene sind iiber
das gesamte Bakterienchromosom verstreut und befinden sich weder in rdumlicher Néhe
zueinander noch zu einem der von Herrn M. Sc. med. microbiol. Yogan Kathri identifizierten

einundzwanzig S. cellulosum So ce56 CYP Gene (siche Abbildung 3.1.1).

CYP109C2
Fdx3 |
CYP264B1 | |
cypzesar |\ | |
Faxz | || | _CYP109C1
CYPI24E1 | | | | —__ CYP261A1
Fdx1 \} | CYP267A1
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CYP267BI | ‘CYP262B1

CYP110J1' _CYP262A1
CYP264A1
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CYP261B1 Fdx7
CYP266A1 ") \ Fdx4
Fdx8 CYP110H1
CYP117B1
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CYP260B1 ||
CYP259A1/
CYP109D1

Abbildung 3.1.1: Verteilung der potentiellen Komponenten der Cytochrom P450
Systeme auf dem Chromosom von S. cellulosum So ce56
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3.1.1. Untersuchung der Sorangium cellulosum So ce56 Ferredoxine

Umgebung der Ferredoxingene

Um Hinweise auf mogliche Funktionen der S. cellulosum So ce56 Ferredoxine zu erhalten,
wurden Informationen iiber die direkte Umgebung der einzelnen Gene zusammengetragen.
Das fdx1 Gen sce7334 bildet vermutlich ein Operon zusammen mit den Genen sce7333 und
sce7332, deren Produkte als putatives Chaperon HscA bzw. Cochaperon Hsc20 annotiert sind.
Angrenzend an diese Gene befinden sich mehrere Gene, die Schliisselproteine der Eisen-
Schwefel-Cluster Biosynthese kodieren (die putativen Scaffold Proteine sufA: sce7331 und
iscU: sce7330 und eine Cysteindesulfurase: sce7329) und wahrscheinlich ebenfalls dem
Operon angehdren. Diese genomische Organisation der fiir die Assemblierung der Eisen-
Schwefel-Cluster notwendigen Gene des sogenannten isc Operons ist typisch (Lill und
Miihlenhoff, 2006) und spricht fiir eine Beteiligung des Fdxl an diesem elementaren
zellphysiologischen Prozess.

Im Hinblick auf die anderen beiden in S. cellulosum So ce56 identifizierten [2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxine, Fdx3 und Fdx5, erlaubt die genomische Umgebung der Gene sce9225 und
sce7304 keine Riickschliisse auf mogliche Aufgaben der entsprechenden Genprodukte. Das
fdx3 Gen sce9225 bildet vermutlich ein Operon mit den Genen sce9224 und sce9223, die ein
hypothetisches Protein unbekannter Funktion und eine putative Amidohydrolase kodieren.
Das fdx5 sce7304 Gen hingegen scheint einzeln transkribiert zu werden, da die beiden
nichstgelegenen Gene entweder gegenldufig angeordnet (sce7303; Genprodukt: vermutlich 2-
Polyprenyl-6-methoxyphenolhydroxylase) oder aber zu weit entfernt (sce7305; Genprodukt:
putative Phosphoenolpyruvatmutase, Abstand 333 bp) sind.

Auch im Falle der in S. cellulosum So ce56 identifizierten Nicht-[2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxine war es nicht moglich, anhand der genomischen Umgebung der entsprechenden
Gene eindeutig Riickschliisse auf die Funktion der einzelnen Ferredoxine zu ziehen oder ein
Ferredoxin zu bestimmen, das mit hoher Wahrscheinlichkeit die Rolle des
Elektronenmediators in den S. cellulosum So ce56 Klasse I Cytochrom P450 Systemen
tibernimmt. Das fdx2 Gen sce8005 ist umgeben von Genen, die iiberwiegend fiir
hypothetische Proteine unbekannter Funktion kodieren. Auflerdem kann davon ausgegangen
werden, dass sce8005 einzeln transkribiert wird, da einerseits sce8004 und die vorangehenden
Gene gegenldufig zum fdx2 Gen angeordnet sind und andererseits der Abstand zwischen
sce8005 und sce8006, das ein vermutetes sezerniertes Protein kodiert, mit 96 bp relativ grof3

ist. Das fdx4 Gen sce3039 scheint hingegen in einem Operon mit dem Gen sce3038, das eine
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L-Aspartatoxidase kodiert, organisiert zu sein. Auch das fdx6 Gen sce5732 wird
moglicherweise zusammen mit einem weiteren Gen, sce5731, transkribiert, aber die
Annotation des Genproduktes von sce5731 als hypothetisches glycinreiches Protein erlaubt
keine Aussage iiber eine mdgliche Funktion von Fdx6. Das Gen des putativen Dicluster-Typ
Ferredoxins Fdx7, sce2755, liegt in einem Operon, das die Gene sce2754 bis sce2759
umspannt. Die unmittelbar an sce2755 angrenzenden Gene kodieren ein Flavoprotein mit
vermuteter Fumaratreduktase/Succinatdehydrogenase =~ Aktivitit (sce2754) und ein
hypothetisches Protein mit einer Phycocyanobilin Lyase Aktivitdt (sce2756). Die iibrigen drei
Gene des potentiellen Operons kodieren ABC Transporterproteine. Bei ndherer Untersuchung
des fdx7 Nachbargens sce2754 fillt auf, dass bei einer Analyse der abgeleiteten

Aminosduresequenz mit der ,,Pfam*“-Datenbank (http://pfam.sanger.ac.uk/) nur eine Flavin-

Bindedoméne, jedoch kein Bindemotiv fiir Eisen-Schwefel-Cluster gefunden wird.
Ausgehend von der Struktur der E. coli Fumaratreduktase (Iverson et al., 1999) wiren jedoch
zusdtzlich drei verschiedene Eisen-Schwefel Zentren ([2Fe-2S], [4F-4S] und [3Fe-4S]) zu
erwarten. Dies deutet darauf hin, dass Fdx7 moglicherweise als eine Untereinheit der
Fumaratreduktase/Succinatdehydrogenase dient und dabei die beiden Nicht-[2Fe-2S]-Cluster
bereitstellt. Das fdx8 Gen sce5549 schlieBlich konnte zu einem Operon gehoren, das neben
sce5549 noch drei weitere Gene umfasst, deren Genprodukte als putatives
Transkriptionsregulatorprotein  der TenA  Familie (sce5546) und als putative

Membranproteine unbekannter Funktion (sce5547 und sce5548) annotiert sind.

Untersuchung der abgeleiteten Proteinprimirstruktur der Sorangium cellulosum So
ce56 Ferredoxine

Ein Abgleich der von der DNA-Sequenz abgeleiteten Proteinprimérstruktur der Ferredoxine
1-8 mit der ,,Pfam“-Datenbank lieferte erste Hinweise auf den zu erwartenden Cluster-Typ
(sieche Tabelle 3.1.1): Fiir die Ferredoxine 1 und 5 wurde das Vorhandensein eines [2Fe-2S]-
Clusters vorhergesagt, wohingegen die Ferredoxine 2, 4, 6, 7 und 8 als Nicht-[2Fe-2S]-
Cluster Ferredoxine eingestuft wurden. Die Ferredoxine 2, 6 und 8 sollten laut Vorhersage je
einen [4Fe-4S]-Cluster enthalten, wohingegen die Aminosduresequenz der Ferredoxine 4 und
7 auf das Vorhandensein von jeweils zwei [4Fe-4S]-Clustern schlieBen ldsst. Ferredoxin 3
schlieBlich wurde als “Sucrase/Ferredoxin dhnliches” Protein eingestuft. Wie diese
Bezeichnung bereits andeutet, handelt es sich dabei um
Proteine, die zwar Ferredoxinen dhneln, jedoch eine sucrolytische Aktivitidt aufweisen und

auBlerdem fiir gewohnlich deutlich groBer als Ferredoxine sind.
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Die translatierten Nukleotidsequenzen wurden auflerdem zur Bestimmung des theoretischen
Molekulargewichts (MW) und des theoretischen isoelektrischen Punktes (pI) herangezogen
(Tabelle 3.1.1). Da es sich bei Ferredoxinen um kleine, saure Proteine handelt (Lovenberg,
1973), sollte das erwartete Molekulargewicht bei etwa 6-14 kD (in manchen Fillen aber auch
bis zu 24 kD) und der pl-Wert im sauren Bereich liegen. Dies ist bei der Mehrheit der
identifizierten putativen S. cellulosum So ce56 Ferredoxine der Fall; die einzigen Ausnahmen
bilden Fdx3 und Fdx6. Fdx3, das schon in der ,,Pfam“-Analyse keine der iiblichen Ferredoxin
Doménen aufwies, sondern als ,,Sucrase/Ferredoxin dhnliches” Protein eingestuft wurde, hat
einen fiir ein Ferredoxin ungewdhnlich hohen pI-Wert von 8,34. Auch Fdx6 liegt mit einem
theoretischen pI-Wert von 8,16 deutlich im basischen Bereich und befindet sich auBerdem mit
einem theoretischen Molekulargewicht von 25,7 kD auch an der oberen Grenze der fiir
Ferredoxine bekannten Grofe.

Um weitere Hinweise auf mdgliche Funktionen der einzelnen Ferredoxine zu erhalten,
wurden die S. cellulosum So ce56 Ferredoxine mit der im Methodenteil aufgefiihrten Auswahl
an Ferredoxinen verglichen und in einen distanzbasierten Neighbour Joining Stammbaum
eingeordnet. Das Dendrogramm (Abbildung 3.1.1.1) zeigt zwei groe abgegrenzte Bereiche,
die die Ferredoxine nach ihrem Cluster-Typ in die Gruppe der [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine
und die Gruppe der Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine unterteilen. In der Gruppe der [2Fe-
2S]-Cluster Ferredoxine sind fiinf deutlich voneinander abgegrenzte Gruppierungen zu
finden: Ferredoxine aus phototrophen Organismen (hohere Pflanzen, Nr.1-3, und
Cyanobakterien, Nr. 4 und 5), zwei Gruppen von Ferredoxinen, die eine Rolle in Cytochrom
P450 Systemen spielen (bakterielle Pdx-artige Ferredoxine, Nr. 6-9, und Vertebraten-Typ
oder Adx-Typ Ferredoxine, Nr. 10 und 11), Ferredoxine, die an der Biosynthese von Eisen-
Schwefel-Clustern beteiligt sind (isc-Typ Ferredoxine, Nr. 12-15) sowie die Thioredoxin-
artigen Ferredoxine (Nr. 16 und 17). Fdx5 ist keiner dieser Gruppen eindeutig zuzuordnen.
Fdx1 hingegen gehort zur Gruppe der isc-Typ Ferredoxine und der bakteriellen Pdx-Typ
Ferredoxine. AuBerdem weist Fdx1 Ahnlichkeit zu einem der 4 putativen Ferredoxine aus
Myxococcus xanthus (Goldman et al., 2006) auf. Fiir dieses Ferredoxin (MXAN_5006; Nr.
18) wurde laut automatischer Annotation eine Beteiligung an der Eisen-Schwefel-Cluster
Biogenese vorhergesagt, was eine dhnliche Funktion fiir Fdx1 impliziert. Diese Annahme
erscheint auch mit Hinblick auf die Lage des fdx1 Gens innerhalb eines putativen isc Operons
plausibel. Dennoch kann eine Beteiligung von Fdx1 an Klasse I Cytochrom P450 Systemen
nicht vollig ausgeschlossen werden, da bekannt ist, dass isc-Typ Ferredoxine starke

Ahnlichkeit mit Adx-Typ Ferredoxinen aufweisen wie beispielsweise Yahl aus S. cerevisiae
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(Barros und Nobrega, 1999) oder Etpl™ aus S. pombe (Schiffler ez al., 2004a; Ewen ef al.,
2008).
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Abbildung 3.1.1.1: Phylogenetischer Vergleich der S. cellulosum So ce56 Ferredoxine
mit Ferredoxinen unterschiedlicher Herkunft

Das Dendrogramm wurde durch Sequenzalignments der Primérsequenz unterschiedlicher
Ferredoxine mit ,,Mega 4.1 generiert und visualisiert. Es wurden ausschlieBlich Ferredoxine
im engeren Sinne, das heifit kleine Eisen-Schwefel Proteine mit mindestens einem {iber
Cysteinreste koordinierten Eisen-Schwefel-Cluster mit negativem Redoxpotential verwendet.
Rubredoxine, Rieske-Proteine und HiPIPs wurden nicht mit einbezogen. Die [2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxine sind im oberen, hellgrau unterlegten Teil der Abbildung dargestellt und mit
arabischen Ziffern abgekiirzt, die Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine des Mono- und
Dicluster Typs befinden sich im zweiten, dunkler grau unterlegten Teil und sind mit
Buchstaben abgekiirzt.

Die S. cellulosum So ce56 Ferredoxine sind mit Fdx1-8 bezeichnet. Die Proben “18”
(MXAN2926) und “19” (MXANS5006) stellen zwei von vier vorhergesagten Ferredoxinen aus
dem ersten vollstindig sequenzierten Myxobakterium Myxococcus xanthus dar (Goldman et
al., 2006). In Abbildung 3.1.1.1 sind lediglich MXAN2926 und MXAN5006 aufgefiihrt, da
nur diese beiden Myxococcus Ferredoxine Homologe in S. cellulosum So ce56 zu haben
scheinen. Ferredoxine, fiir die in vivo oder in vitro eine Elektronentransportaktivitit in
Cytochrom P450 Systemen belegt ist, sind durch Sternchen gekennzeichnet.
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Ein Alignment von Fdx1, dem Cytochrom P450 System Ferredoxin Adx und den beiden
vermutlich in die Eisen-Schwefel-Cluster Biogenese eingebundenen Ferredoxinen Etp1™ und
Yahl ist in Abbildung 3.1.1.2 dargestellt. Besonders im mittleren Bereich, in dem sich die fiir
die Koordination des Eisen-Schwefel-Clusters bendtigten Cysteinreste befinden, weist die
Fdx1 Sequenz deutliche Homologien zu den anderen Ferredoxinen auf. Der Sequenzvergleich
deutet darauf hin, dass von den fiinf in Fdx1 vorkommenden Cysteinresten die Reste C38,
C44, C47 und C83 das Erkennungsmotiv bilden und den Eisen-Schwefel-Cluster binden.
AuBerdem fallt auf, dass auch die Region, die der primdren Interaktionsdoméne des Adx
(Aminosdurereste 68-86, besonders D76 und 79 sowie D72 und E73 des Adx (Coghlan und
Vickery, 1991; Heinz et al., 2005)) entspricht, recht stark konserviert ist.

S.cellulosum i KVRABAHERAWEYEAPVESEYMOASESVGAPEGD -~

S.cerevisiae 1 LPFSTSSFLN LKKPNPGEEEKIYF | LKDGROIYTNEN®EGE ASGENLDMEGE=

S.pombe i IKKPEPGE | K Vg VRIEEGREIYIEGNEGDS I LDEAHANNEDLEGES

B.taurus R PEEEEDN 1 V3 - 1 NRDGEYL TRRGIGDSEL DVWAZSNNL DEBGFE]

S.cellulosum 37 NeCEVENSeNY Y TG} -EHRSEAZ=DEER KA

S.cerevisiae 59 fi GGSCACSTCHVIVDPDHYDHLPEPEDDENDMLDLAYGLTETSRLGCQIKMSKDIDGIR

S.pombe YA ClEGSYACSTCHV 1 VDPEHYEL L BEPEEDEEDMLDLARGLEETSRLGCQUMLIEKDEDG IR

B.taurus VIl CIEGIBACS TCHE 1| FERTIFERL EXIIDEENDMLDLAYGL TBRSRLGCQ I &L FKANMDNVD
I

S_.cellulosum 95 AF[JSREELDAFYNEHPNYKDPEKG

S.cerevisiae 119 NAEROMUEENVNNNRFS-————————

S.pombe 111 BYIZAQUEN IRLERPKA--———-—

B.taurus 106 YaV[zDAVSD| ESlDMEWNssmlE

Abbildung 3.1.1.2: Alignment der Primérsequenzen der mitochondrialen Ferredoxine
aus Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe und Bos taurus mit dem
Sorangium cellulosum So ce56 Ferredoxin Fdx1

Das gezeigte Alignment wurde mit den Programmen ,,ClustaW* und ,,Boxshade* generiert.
Identische Aminosdurereste sind schwarz unterlegt, konservierte Reste grau. Bei den
mitochondrialen Ferredoxinen wurden die maturen Sequenzen verwendet (Schiffler et al.,
2004a). Die saure, primdre Interaktionsdoméne des Adx ist durch einen Balken markiert,
konservierte Cysteinreste durch Pfeile.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der ,,Pfam“-Analyse ist Fdx3 im Dendrogramm
(Abbilding 3.1.1.1) deutlich von den klassischen [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen abgegrenzt.
Allerdings bildet dieses Ferredoxin zusammen mit einem Myxococcus xanthus Ferredoxin

unbekannter Funktion (MXAN 2926; Nr.19) eine Gruppe, der auch die Thioredoxin-Typ
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Ferredoxine aus Clostridium pasteurianum und Azotobacter vinelandii (Meyer, 2001)
zugeordnet sind. Von den beiden letzteren nimmt man an, dass sie eine Rolle bei der
Stickstofffixierung spielen, aber bislang gibt es keine Hinweise darauf, dass Myxobakterien
im Allgemeinen und S. cellulosum So ce56 im Besonderen in der Lage sind, diese Reaktion
durchzufiihren.

Betrachtet man die Gruppe der Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine in Abbildung 3.1.1.1,
zeigt sich, dass keine derart klar definierten Gruppen wie bei den [2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxinen zu finden sind. Die 7Fe Dicluster-Typ Ferredoxine unterteilen sich in zwei
Gruppen, die jeweils aber auch Monocluster-Typ Ferredoxine enthalten: der eine Ast enthilt
die 7Fe Ferredoxine a, b, und j aus Streptomyces coelicolor sowie die putativen
myxobakteriellen Monocluster-Typ Ferredoxine Fdx2 und Fdx8, der andere die Streptomyces
7Fe Ferredoxine ¢, d und e und die {ibrigen Monocluster-Typ Ferredoxine. Die {ibrigen S.
cellulosum So ce56 Ferredoxine konnen keiner der beiden Gruppen zugeordnet werden,
obwohl zumindest Fdx6 und Fdx7 entfernt verwandt zu sein scheinen.

Im Hinblick auf die Suche nach potentiellen Interaktionspartnern von Cytochrom P450
Systemen wurden die Ferredoxine, von denen bekannt ist, dass sie in vivo oder in vitro
Elektronen an Cytochrome P450 liefern konnen, in Abbildung 3.1.1.1 durch Sternchen
markiert. Es fdllt auf, dass unter den [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen nicht nur die mit Klasse I
Cytochrom P450 Systemen assoziierten Pdx- und Adx-Typ Ferredoxine als
Elektronendonoren fiir Cytochrome P450 dienen konnen, sondern auch die physiologisch in
einen vollkommen anderen Prozess involvierten Ferredoxine aus photosynthetisch aktiven
Organismen (Hannemann et al, 2007). Betrachtet man die Nicht-[2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxine, so ist von den Ferredoxinen a, b, d und f bekannt, dass sic an CYP105D5
binden, obwohl ein effizienter Elektronentransfer nur fiir Ferredoxin d gezeigt werden konnte
(Lei et al., 2004; Chun et al., 2007). Auch Fdx i und j aus Streptomyces griseus (Trower et
al., 1990b; Trower et al., 1992) sowie die Ferredoxine g, h und k aus Mycobacterium
tuberculosis (McLean et al., 2006), Bacillus subtilis (Green et al., 2003) bzw. Mycobacterium
sp. HES (Sielaff et al., 2001) zeigen Aktivitét in Cytochrome P450 Systemen.
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Tabelle 3.1.1: Bioinformatische Untersuchung der Ferredoxine aus S. cellulosum So ce56
Gen Genprodukt annotiert als Protein UniProt Amino- Theoret. | Theoret. Pfam Eintrag
Name Eintrag sduren MW [kD] pl (Aminosidureposition)
sce7334 Putatives 2Fe-2S Ferredoxin Fdx1 A9EY18 118 12,8 4,94 Fer2 (6-89)
sce8005 Hypothetisches Protein Fdx2 A9FH21 101 11,2 4,29 Fer4 (2-25)
sce9225 Hypothetisches Protein Fdx3 A9GDT7 127 13,6 8,34 Sucrase/Ferredoxin-like
(71-102)
sce3039 Hypothetisches Protein Fdx4 A9GFT9 111 11,9 4,62 Fer4 (3-26),
Fer4 (34-57)
sce7304 Putatives Ferredoxin Fdx5 A9EXQO0 103 10,9 5,47 Fer2 (5-88)
sce5732 Putatives uncharakterisiertes Fdx6 A9G7R4 241 25,7 8,16 Fer4 (155-180)
Protein
sce2755 Putatives Ferredoxin fdxE Fdx7 A9GAVO 94 10,4 5,61 Fer4 (31-55),
Fer4 (63-86)
sce5549 Ferredoxin/Ferredoxin NADP Fdx8 A9G317 107 11,9 4,32 Fer4 (52-75)
Reduktase
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3.1.2. Untersuchung der Sorangium cellulosum So ce56 Ferredoxin
Reduktasen

Umgebung der Ferredoxin Reduktasegene

Um Hinweise auf die Funktionen der putativen S. cellulosum So ce56-Ferredoxinreduktasen
zu erhalten, wurde die Umgebung der Reduktasegene ebenfalls ndher betrachtet. Das fdrA
Gen sce7188 ist in der NCBI Datenbank als Ferredoxin NADP" Reduktase Gen annotiert und
ist nicht Teil eines Operons, da die angrenzenden Gene gegenldufig zu sce7188 angeordnet
sind. Auch das fdRB Gen sce5135, dessen Produkt als Protein mit einer Oxidoreduktase
FAD-Bindedoméne annotiert ist, kann keinem Operon zugeordnet werden, da es von seinen
Nachbargenen durch relativ lange nichtkodierende DNA-Bereiche (200 bp zwischen sce5134
und sce5135 sowie 1321 bp zwischen sce5135 und sce5136) getrennt ist.

Untersuchung der abgeleiteten Proteinprimirstruktur der Sorangium cellulosum So
ce56 Ferredoxin Reduktasen

Die von der DNA-Sequenz abgeleitete Aminoséduresequenz der Ferredoxin Reduktasen FARA
und FARB wurde mit Hilfe der ,Pfam“-Datenbank auf das Vorhandensein konservierter
Doménen untersucht. Bei beiden Proteinen wurde eine FAD-Bindedoméne im N-terminalen
Bereich sowie eine NADH-Bindedoméne im C-terminalen Bereich identifiziert (siche Tabelle
3.1.2 und Abbildung 3.1.4). Diese Zweidoménenstruktur mit einer Flavin-Bindedoméne und
einer NAD(P)H-Bindedomine ist typisch fiir Ferredoxin Reduktasen, kommt aber auch bei
einer Reihe anderer Flavoproteine vor. Betrachtet man das theoretische Molekulargewicht der
putativen Sorangium cellulosum So ce56 Ferredoxin Reduktasen, so liegen FARA mit 30,5 kD
und FARB mit 26,7 kD beide in dem fiir Ferredoxin Reduktasen typischen Bereich von 25-50
kD, wobei beide hinsichtlich ihrer molekularen Masse mehr den Ferredoxin Reduktasen aus
E. coli (27,6 kD, (Bianchi et al., 1993)) oder Spinat (35,3 kD, (Karplus et al., 1984)) dhneln
als den Cytochrom P450 System assoziierten Ferredoxin Reduktasen aus Pseudomonas putida
(45,6 kD (Sevrioukova und Poulos, 2002)), Mycobacterium tuberculosis (49,3 kD, (McLean
et al., 2003)) oder dem Rind (50,3 kD (Sagara et al., 1993)). Der theoretische pl von 6,01 fiir
FdRA und 7,96 fiir FARB ist dhnlich wie der pl anderer Ferredoxin Reduktasen wie
beispielsweise AdR (ca. 7 (Ziegler et al., 1999)).

Nach Dym und Eisenberg (Dym und Eisenberg, 2001) kann man die einfachen, FAD-
bindenden Proteine in vier Strukturfamilien unterteilen. Eine dieser vier Familien, die

Ferredoxin Reduktase Familie, weist die Aminosduresequenz RxYS(T) als am stdrksten
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konserviertes Motiv auf. Diese Sequenz tritt auch bei FARA und FdRB auf (Abbildung 3.1.4),

weswegen beide Proteine als Ferredoxin Reduktasen klassifiziert wurden.

FdRA
MVPGYTEETVLEVHHWTDKLFTLKTTRSPSFRFANGOFCMMGLVVAGKPLVYlAgLASA
NHEETLEFFSIKVPNGPLTSRLOHIAVGETILVGKRATGTLTIGNLRPGRTLWLLATGTGLAPF
LSVVKDPETYERFERVVITHTCRRVODLAYARYLEHELAADELLGEIVRPKLRYYPSVTREAFKTE
GRITALLESGRIFADLALPALDPAHDRLMLCGSSEMLADTAALLEARGFEEGNSGEPGDYLVEK
AFAGEKRSPLASASPAESTNLSGPA

FDRB
MIQAEPFEARLVAVRPLSPFVRELSFERADGKAFLFEAGOWVNLVLPLPGGEVKY{ASv{gIAS
APDGSPRFDLAVTRVEGGAGSEYLHRLEPGATLRAVGPHGLFTRDPGSPAPSLFVATGTGVT
PLRSMLRASLRAGAAAHLWILFGARFEEDIIYRDELEALARGSDRIRYEITLSRGGPSWSGRRGYV
QAHVPELYRELAGASGDPAPHVFICGLDRMVSLVRELARGELGVPRKHVHVERYD

Abbildung 3.1.4: Primirsequenz von FARA und FARB

Die durch eine Analyse der Proteindoméinen mit der ,,Pfam*“-Datenbank bestimmten Regionen
fiir die Bindung von FAD bzw. NAD(P)H sind unterstrichen bzw. kursiv dargestellt.
Aminosdurereste, die zum konservierten Sequenzmotiv der Ferredoxin Reduktase Familie
gehoren, sind fett geschrieben und durch Pfeile markiert.

Um weitere Hinweise auf die Struktur sowie mdgliche Funktionen der beiden Sorangium
cellulosum So ce56 Ferredoxin Reduktasen zu erhalten, wurden ihre Aminoséurensequenzen
mit denen der im Methodenteil aufgelisteten Flavoproteine (Tabelle 2.2.1) verglichen. Die
Sequenzen wurden mit dem Programm ,,Mega4.1* aliniert und ein distanzbasierter Neighbour
Joining Stammbaum wurde konstruiert (Abbildung 3.1.5). Die fiir die phylogenetische
Analyse verwendeten Sequenzen umfassen Phthalat Dioxygenase Reduktasen (Nr. 1 und 2),
Thioredoxin Reduktasen (Nr. 3-5), Glutathion Reduktasen (Nr. 6-8) sowie verschiedene
Ferredoxin Reduktasen. Der mitochondriale Typ (oder AdR-Typ) der Ferredoxin Reduktasen
umfasst die stark konservierten adrenalen Ferredoxin Reduktasen aus Sdugetieren (Nr. 20-23)
sowie deren Homologe aus anderen Eukaryoten (Nr. 24 und 25), aber auch Prokaryoten (Nr.
11, 18 und 19). Fiir die Mehrzahl dieser Proteine wurde eine Funktion in Klasse I Cytochrom
P450 Systemen nachgewiesen. Einen weiteren Ast bilden bakterielle, Cytochrom P450
assoziierte Ferredoxin Reduktasen aus Actinomyceten (Nr. 12, 13 und 17), die Ahnlichkeiten
zur Putidaredoxin Reduktase (PdR, Nr.16) zeigen. Der yumC-Typ der Ferredoxin Reduktasen
(Seo et al., 2004) wird durch zwei Sequenzen aus Bacillus vertreten (Nr. 9 und 10) und zeigt,

wie in der Literatur beschrieben (Seo et al., 2004; Seo et al., 2008), Ahnlichkeiten zu den
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Thioredoxin Reduktasen; auBBerdem treten diese Flavoproteine als Homodimere auf. Deutlich
abgegrenzt von den bislang beschriebenen Gruppen sind die Pflanzen-Typ Ferredoxin
Reduktasen, vertreten durch zwei Beispielsequenzen aus hoheren Pflanzen (Nr. 26 und 28)
und eine aus Anabaena (Nr.27). Obwohl diese Ferredoxin Reduktasen physiologisch als
Elektroneniibertrager in der Photosynthese wirken, konnen sie auch Elektronen von NADPH
auf Ferredoxine iibertragen und damit zur Rekonstitution von Cytochrom P450 Systemen
genutzt werden (Faro et al., 2003; Ogura et al., 2004; Sawada et al., 2004; Gonip et al., 2009)
(siehe auch die Ubersichtsarbeit von Hannemann, 2007 (Hannemann et al., 2007)). Weiterhin
wurden die Sequenzen von vier hypothetischen Flavoproteinen aus Myxococcus xanthus (A-
D) bei der Erstellung dieses Stammbaumes beriicksichtigt. Dabei handelt es sich um drei
putative Ferredoxin Reduktasen (A-C) sowie eine Phthalat Dioxygenase Reduktase (D).
Betrachtet man die Position der beiden Ferredoxin Reduktasen aus Sorangium cellulosum So
ce56 so fillt auf, dass beide enger mit den Pflanzen-Typ Ferredoxin Reduktasen verwandt
sind als mit den PdR- oder AdR-Typ Ferredoxin Reduktasen. FARA zeigt allerdings noch
einen hoheren Verwandtschaftsgrad zu den bakteriellen Ferredoxin Reduktasen aus
Escherichia coli (Nr.14) und Azotobacter vinelandii (Nr.15), besonders aber zu der
Ferredoxin Reduktase A (MXAN _5449) aus Myxococcus xanthus. FARB bildet einen
eigenstindigen Ast mit den beiden anderen Myxococcus xanthus Ferredoxin Reduktasen,
wobei in diesem Fall keine so starke Ahnlichkeit zwischen den Sequenzen besteht, wie das

bei FARA und MXAN 5449 der Fall ist.
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Abbildung 3.1.5: Phylogenetischer Vergleich der S. cellulosum So ce56 Ferredoxin
Reduktasen mit é&hnlich aufgebauten Monoflavin Reduktasen unterschiedlicher
Herkunft

Das Dendrogramm  wurde durch Sequenzalignments der Aminosduresequenz
unterschiedlicher Vertreter verschiedener Flavoproteingruppen mit ,,Mega 4.1 generiert und
visualisiert. Es wurde eine Auswahl von Flavoproteinen mit einer Zweidoménenstruktur
verwendet, die liber eine NAD(P)H-Bindedomine und eine Flavin-Bindedoméne verfiigen;
die Phthalat Dioxygenase Reduktasen verfligen als komplexe Flavinenzyme dariiber hinaus
noch iiber ein Eisen-Schwefel Zentrum. Die Ferredoxin Reduktasen sind im hellgrau
unterlegten Teil der Abbildung dargestellt, Glutathion Reduktasen, Thioredoxin Reduktasen
und Phthalat Dioxygenase Reduktasen sind in dunkleren Grautdnen unterlegt. Vertreter dieser
vier Gruppen sind mit arabischen Ziffern gekennzeichnet. Die S. cellulosum So ce56
Ferredoxin Reduktasen hingegen sind mit FARA und FdRB bezeichnet. Vier weitere mit A-D
abgekiirzte Sequenzen wurden ebenfalls zur Konstruktion des Stammbaumes herangezogen;
diese stellen putative Flavoproteine aus Myxococcus xanthus dar, die Sequenzhomologien zu
FdRA und/oder FdRB aufweisen. Ferredoxin Reduktasen, fiir die in vivo oder in vitro eine
Elektronentransportaktivitit in Cytochrom P450 Systemen belegt ist, sind durch Sternchen
gekennzeichnet.
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Tabelle 3.1.2: Bioinformatische Untersuchung der Ferredoxin Reduktasen aus S. cellulosum So ce56

54

Gen Genprodukt annotiert als | Protein | UniProt Amino- Theoret. | Theoret. Pfam Eintrag
Name Eintrag sduren MW [kD] pl (Aminosiureposition)
sce7188 Ferredoxin NADP" FdRA A9ESS55 278 30,5 6,01 FAD binding 6 (7-97)
Reduktase NAD binding 1 (112-231)
sce5135 Oxidoreduktase; FdRB A9FRJO0 244 26,7 7,96 FAD binding 6 (8-104)
Untereinheit zur FAD- FAD binding 9 (10-103)
Bindung NAD binding 1 (114-225)
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3.2. Expressionsstrategie und Reinigung

Da es nicht moglich war, anhand der bioinformatischen Untersuchungen die potentiellen
Elektronentransferproteine der myxobakteriellen Cytochrom P450 Systeme mit geniigender
Sicherheit zu bestimmen, sollten die infrage kommenden Gene in E. coli Expressionsvektoren
kloniert und die entsprechenden Proteine iiberexprimiert und gereinigt werden. Um die
Reinigung zu erleichtern, sollten die Proteine nach Moglichkeit mit einem ,,fag* exprimiert
werden. Hierzu wurden zwei verschiedene Ansidtze gewéhlt: Entweder wurde das Gen
wihrend der PCR um eine Sequenz erweitert, die einen C-terminalen Hiss-tag kodiert und im
Vektor pKKHC exprimiert oder das Gen (ohne die zusitzlichen Histidin Codons) wurde in
den Vektor pGEX6P1 nco ligiert, in dem es in-frame unmittelbar hinter dem Glutathion-S-
Transferase (GST) Gen liegt und somit mit einem N-terminalen GS7-tag exprimiert werden
kann. Fiir den Fall, dass die fags die Proteinexpression negativ beeinflussen sollten, wurden
aulerdem pKKHC Expressionsvektoren hergestellt, die das Gen ohne die fiir den C-
terminalen Hiss-tag kodierende Sequenz enthielten.

Fiir alle Proteine wurden unterschiedliche Expressionsbedingungen getestet, bei denen
Parameter wie Expressionsstamm, Expressionsplasmid, Kulturgefdll, Expressionsdauer,
Temperatur und Schiittelgeschwindigkeit variiert wurden. Als Expressionsstamm wurde
zunidchst BL21 verwendet, der sich aufgrund seiner /lon und ompT Proteasedefizienz als
genereller Expressionsstamm eignet. Da wegen des fiir Myxobakterien typischen hohen GC-
Gehaltes innerhalb der Gene oftmals von E. coli selten genutzte Codons auftreten, wurden
auch die zwei von BL21 abgeleiteten, aber mit zusétzlichen tRNAs fiir die seltenen Codons
ausgestatteten Stimme BL21(DE3)CodonPlus-RIL (mit tRNAs fiir AGG, AGA, AUA, CUA)
und Rosetta(DE3)pLysS (mit tRNAs fir AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA) getestet. Im
Vergleich zu BL21 wachsen beide Stimme jedoch relativ langsam und weisen dariiber hinaus
auch eine niedrigere Transformationseffizienz auf. Deswegen wurde, wenn mdglich, der
schnellwachsende Stamm BL21 fiir die Expression verwendet. Fiir jedes Protein wurde die
Expression mit unterschiedlichen Plasmiden fiir die Formen mit Hiss-tag, GST-tag sowie
ohne fag untersucht, wobei bei erfolgreicher Expression den getaggten Formen aufgrund der
schnelleren Reinigungsprozedur der Vorzug gegeben wurde. Als KulturgefiBe fiir die
Expression wurden Erlenmeyerkolben oder Fernbachkolben verwendet. Besonders im Fall
von Fdx1 konnte festgestellt werden, das die Sauerstoffzufuhr, die iiber Form und Fiillh6he

des Kulturgefdles sowie iiber die Schiittelgeschwindigkeit und die Verwendung von Gefal3en
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mit Schikanen beeinflusst wurde, von entscheidender Bedeutung fiir eine erfolgreiche
Expression war. Auch die Expressionsdauer sowie die Temperatur wurde bei Bedarf variiert,
wobei eine niedrigere Expressionstemperatur normalerweise mit einer niedrigeren
Proteinexpression einherging, weswegen sie in der Regel mit einer langeren Expressionszeit
gekoppelt wurde. Im Gegensatz zu AdR oder S. pombe Arhl, die bei 30°C exprimiert werden
(Sagara et al., 1993; Ewen et al., 2008), zeigte sich bei den myxobakteriellen Reduktasen,
dass eine Expression bei 37°C in relativ kurzer Zeit (24-48 h) mdglich ist. Bei den
Ferredoxinen wurde eine Verringerung der Temperatur getestet, wenn Probleme hinsichtlich
der Loslichkeit auftraten (siehe Fdx7). Insgesamt konnten so fiir sechs der acht Ferredoxine
sowie fiir beide Ferredoxin Reduktasen Bedingungen fiir die Expression in Iéslicher Form in
E. coli etabliert werden (Tabelle 3.2.1).

Die Ferredoxine konnten im Expressionsstamm E. coli BI21 gebildet werden, bei den
groBeren Ferredoxin Reduktasen wurde der codon-usage optimierte Stamm Rosetta
(DE3)pLysS verwendet, wobei sich die FdRBhis allerdings auch in BI21 exprimieren ldsst.
Die Ferredoxine Fdx2, Fdx3, Fdx5, Fdx6 und Fdx8 sowie die beiden Ferredoxin Reduktasen
FdRA und FdRA konnten erfolgreich mit Hiss-tag exprimiert werden, das Ferredoxin Fdx1
lieB sich nur mit GS7-tag in 16slicher Form bilden (Tabelle 3.2.1). Auch FdRB konnte mit
GST-tag exprimiert werden (48 h, 25°C in Fernbachkolben unter starkem Schiitteln), jedoch
wurde bei diesem Protein aus Effizienz- und Kostengriinden ebenfalls lediglich die Hiss-
getaggte Variante fir die nachfolgenden Messungen verwendet. Dadurch konnte auf die
notwendige Abspaltung des GST-tags nach der Reinigung verzichtet werden, welcher
aufgrund seiner GroBBe von 26 kD (ca. doppelt so groll wie ein Ferredoxin und genauso grof3
wie die Ferredoxin Reduktase) die biochemischen Analysen und Messungen beeinflussen und
damit zu falschen Ergebnissen fithren konnte.

Das Ferredoxin Fdx4 konnte nicht exprimiert werden; die heterologe Expression von Fdx7
gelang nur in der GST-getaggten Form. Mit BL21 als Expressionsstamm konnte nach 24 h
Expression bei 37°C eine starke Expression im SDS-Gel nachgewiesen werden; allerdings
befand sich das Protein nach Zelllyse und Ultrazentrifugation nicht wie erwartet im Uberstand
(d.h. der cytosolischen Fraktion, sieche Abbildung 3.2.1) sondern im Zellpellet. Um
bestimmen zu konnen, ob sich das Protein in der Membranfraktion befindet oder aber
unldslich in Form von Einschlusskérpern vorliegt, wurde zu dem Pellet Triton X-100
(solubilisiert Membranproteine) bzw. 8 M Harnstoff (solubilisiert Einschlusskdrper)
hinzugegeben. Dabei zeigte sich, dass das GST-getaggte Fdx7 mit einem theoretischen
Molekulargewicht von 36,4 kD in Form von Einschlusskérpern vorliegt (Abbildung 3.2.1).
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Dies ist besonders tliberraschend, da der GST-tag dafiir bekannt ist, dass er die Loslichkeit des
fusionierten Proteins steigern kann (Amersham Biosciences). Auch Modifikationen der
Expressionsbedingungen fiihrten nicht zur Produktion von Fdx7 in l6slicher Form. Das
Absenken der Expressionstemperatur auf 30°C bzw. 23°C resultierte in einer verminderten
Expression, nicht aber in einer ausreichend groBen Ausbeute an loslichem Protein. Die
Koexpression der E. coli HSP70-Proteine DnaK, DnalJ und GrpE mit Hilfe des
Expressionsplasmids pRDKJG bzw. der E. coli HSP60-Chaperone GroEL und GroES mit
Hilfe des Expressionsplasmids pREP4-groESL (Caspers et al., 1994) fiihrte ebenso wenig
zum Erfolg wie die Induktion der endogenen E. coli Chaperone durch Zugabe von Ethanol in
unterschiedlichen Konzentrationen von 2% bis 6% (Thomas und Baneyx, 1997). Die
Herabsetzung der Expressionstemperatur wurde auch in Kombination mit der Chaperon-
Koexpression getestet, ebenso wie eine Expression fiir 24 h bzw. 48 h bei 10°C mit dem
kilteoptimierten Expressionsstamm ArcticExpress RP (Stratagene), der sowohl iiber einen
optimierten Codongebrauch als auch iiber zusitzliche Chaperone (Cpn60 und Cpnl0 aus dem

psychrophilen Bakterium Oleispira antarctica) verfiigt.

kD 1 2 3 4 5 6

116,0
66,2

45,0

35,0 — - e,
25,0

18,4
14,4

Abbildung 3.2.1: Heterologe Expression von Fdx7 in E. coli BL21 und Anreicherung der
Einschlusskorper

1: BL21 mit pGEX6P1 nco Fdx7, vor Induktion; 2: BL21 mit pGEX6P1 nco Fdx7, 24 h
nach Induktion (37°C); 3: peqGOLD Protein-Marker 1 (peqLab); 4: Uberstand nach
Aufschluss und Ultrazentrifugation; 5: Uberstand nach Detergenzbehandlung (Triton X-100)
und Zentrifugation; 6: Einschlusskorper nach Harnstoffbehandlung (8 M Harnstoft)
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Tabelle 3.2.1: Bedingungen fiir die heterologe Expression der in loslicher Form exprimierten Sorangium cellulosum So ce56 Ferredoxine
und Ferredoxin Reduktasen in E. coli.
Aufgefiihrt sind die Bedingungen, die die hochste Ausbeute an 16slichem, reinem Protein erbrachten.

Protein Expres- E. coli Antibiotikum Kulturgefif Kultur- | Expres- Expres- Schiittel-
sions- Expressions- volumen | sionszeit sions- geschwindig-
plasmid stamm temperatur keit
[h] [°C] [UpM]
Fdx1 pGEX6P1 BL21 100 pg/ml 1 1 Fernbach- 350 ml 48 25 250
nco Ampicillin kolben mit
Schikanen

Fdx2his pKKHC BL21 100 pg/ml 2 | Erlenmeyer- 11 24 37 180
Ampicillin kolben

Fdx3his pKKHC BL21 100 pg/ml 2 | Erlenmeyer- 11 48 37 180
Ampicillin kolben

Fdx5his pKKHC BL21 100 pg/ml 2 | Erlenmeyer- 11 48 37 180
Ampicillin kolben

Fd6his pKKHC BL21 100 pg/ml 2 | Erlenmeyer- 11 24 37 180
Ampicillin kolben

Fdx8his pKKHC BL21 100 pg/ml 2 | Erlenmeyer- 11 24 37 180
Ampicillin kolben

FdRAhis pKKHC Rosetta 100 pg/ml 2 | Erlenmeyer- 11 24 37 180
(DE3)pLysS Ampicillin kolben

50 pg/l
Chloramphenicol

FdRBhis pKKHC Rosetta 100 pg/ml 2 1 Erlenmeyer- 11 48 37 180

(DE3)pLysS Ampicillin kolben
50 ug/l

Chloramphenicol
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Fdx6 hingegen konnte mit Hiss-fag in 16slicher Form gebildet werden. Jedoch traten wéahrend
der Reinigung Probleme auf, da sich dieses Protein als sehr instabil erwies. Nach dem ersten
Reinigungsschritt (IMAC) sollte das dunkelbraun-griinlich gefarbte Fdx6 als Vorbereitung fiir
die Gelfiltrationschromatographie konzentriert werden. Allerdings zeigte sich, dass Fdx6
bereits wahrend dieses Prozesses bzw. wiahrend der Lagerung der Proben auf Eis (je nach
Elutionsvolumen ca. 1-2 h) ein dunkelbraunes Prézipitat bildete. Auch die Verwendung von
Puffern mit unterschiedlichen pH-Werten, Salzkonzentrationen sowie stabilisierenden
Zusitzen (Glycerol, Saccharose, Arginin (Arakawa et al., 2007)) konnten das potentielle
Ferredoxin nicht {iber einen langeren Zeitraum stabilisieren. Am effektivsten erwies sich der
Zusatz von 400 mM Arginin, wodurch das teilweise gereinigte Fdx6 fiir einige Stunden
stabilisiert werden konnte. Bei ldngerer Lagerung (z.B. 4°C bzw. auf Eis liber Nacht) oder
nach Einfrieren und Auftauen der Probe trat jedoch wieder das Préizipitat auf. Aufgrund der
mangelnden Stabilitit dieses Proteins sowie seiner eher Ferredoxin-untypischen theoretischen
Eigenschaften wurde Fdx6 daher nicht weiter untersucht.

Die {ibrigen fiinf 16slich exprimierten Ferredoxine (Fdx1, 2, 3, 5 und 8) sowie die beiden
Ferredoxin Reduktasen konnten gereinigt werden (siehe 2.2.3.), wobei die Reinheit der
myxobakteriellen Ferredoxine und Ferredoxin Reduktasen sowohl mittels SDS-PAGE
iiberpriift (Abbildung 3.2.2) als auch durch die Q-Wert Berechnung (Tabelle 3.2.2) gezeigt

werden konnte.

In der SDS-PAGE wandern die Ferredoxin Reduktasen zwischen den Markerbanden von 25,0
kD und 35,0 kD, wobei sich die FARA Bande etwas hoher als die FARB Bande befindet. Dies
stimmt mit den theoretisch zu erwartenden Grofen von 30,5 kD (mit fag: 31,3 kD) fiir FARA
und 26,7 kD (mit tag: 27,5 kD) fiir FARB iiberein. Auch die Ferredoxine Fdx1 (theoretische
molekulare Masse: 12,8 kD), Fdx3 (theoretische molekulare Masse: 13,6 kD; mit tag: 14,4
kD) und Fdx5 (theoretische molekulare Masse: 10,9 kD, mit tag: 11,7 kD) stimmen mit den
berechneten Werten mit geringen Abweichungen iiberein. Auffillig hingegen ist die
Abweichung der molekularen Massen von Fdx2 und Fdx8, die eine Gréfle/molekulare Masse
von etwa 24 kD und 19 kD statt der erwarteten 11,2 kD (mit fag: 12,0 kD) und 11,9 kD (mit
tag: 12,7 kD) in der SDS-PAGE besitzen. Allerdings ist auch fiir andere Ferredoxine bereits
ein vom theoretisch errechneten Wert abweichendes Laufverhalten in der SDS-PAGE

beschrieben worden (Fujinaga und Meyer, 1993; Schiffler et al., 2004a).
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Abbildung 3.2.2: SDS-PAGE (15%) der gereinigten Sorangium cellulosum So ce56
Ferredoxine und Ferredoxin Reduktasen.

1: FDRA; 2: FdRB; 3: peqGOLD Protein-Marker I (peqLab); 4:Fdx1 (ohne GST); 5: Fdx2; 6:
Fdx 3; 7: Fdx 5; 8: Fdx 8

Die Gesamtproteinkonzentration der gereinigten Proben wurde mit Hilfe des BC Assays
bestimmt. Unter der Voraussetzung, dass die Gesamtproteinkonzentration der gereinigten
Probe der Konzentration des jeweiligen myxobakteriellen Proteins entspricht, wurde mit Hilfe
des theoretischen Molekulargewichtes der molare Extinktionskoeffizient fiir eine Wellenlédnge
bestimmt, bei der das jeweilige Protein ein typisches, auf die prostethische Gruppe und ihre
Umgebung im Protein zuriickzufiihrendes Absorptionsmaximum aufweist. Aulerdem wurde
die durch das Vorhandensein aromatischer Aminosduren bedingte allgemeine
Proteinabsorption bei 276 nm in Relation zu dem jeweiligen spezifischen Maximum gesetzt,
um iiber den so ermittelten Q-Wert ein Indiz fiir den Reinheitsgrad zu erhalten. Die
Proteinausbeuten, die molaren Extinktionskoeffizienten sowie die Q-Werte der einzelnen

Proteine sind in Tabelle 3.2.2 aufgefiihrt.



ERGEBNISSE

61

Tabelle 3.2.2: Ertrag und spektrale Eigenschaften der Ferredoxine und Ferredoxin
Reduktasen aus S. cellulosum So ce56
Die Abkiirzung “n.b.” (nicht bestimmbar) weist darauf hin, dass experimentelle Daten
aufgrund fehlender Expression (Fdx4), Instabilitit (Fdx6) oder Unléslichkeit (Fdx7) des
entsprechenden Proteins nicht vorliegen.

Protein Ertrag Molarer Extinktions- Q-Wert
[nmol Protein/l koeffizient
Kultur] [1-mol” - cm™]

Fdxl1 > 600 €411am = 8320 A4110m/A2760m = 0,4 — 0,5

Fdx2 >350 €390nm — 6181 A390nm /A276nm = 095 — 0:6

Fdx3 >750 €462nm — 6589 A462nm /A276nm = 0’5 - 036

Fdx4 n.b. n.b. n.b.

Fdx5 400 €418nm — 11704 A418nm /A276nm = 0’7 - 038

Fdx6 n.b. n.b. n.b.

Fdx7 n.b. n.b. n.b.

Fdx§& >250 €400nm — 9700 A418nm /A276nm = 095 - 0,6
FdRA 400 €448nm = 8760 A276nm /A448nm: 595 - 690
FdRB 400 €457nm — 8730 A276nm /A457nm: 575 - 650
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3.3. Charakterisierung der Ferredoxine aus S. cellulosum So ce56

3.3.1. UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektroskopie wurde verwendet, um die Reinheit der Proteinpridparationen zu
iiberpriifen, diente aber auch dazu, erste Informationen iiber die Ferredoxine und die Art der
inkorporierten Eisen-Schwefel-Cluster zu erhalten.

Die Ferredoxine Fdx1 und Fdx5 zeigten eine rotlich-braune Farbung und wiesen mit den auf
den Eisen-Schwefel-Cluster zuriickzufiihrenden Maxima bei 455 nm, 411 nm und 321 nm
(Fdx1) bzw. 454 nm, 418 nm und 336 nm (Fdx5) die fiir [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine
typischen spektrale Eigenschaften auf (Tabelle 3.3.1 und Abbildung 3.3.1A) wie sie auch von
Adx (lokale Maxima im sichtbaren Bereich bei 455 nm, 414 nm und 320 nm (Uhlmann und
Bernhardt, 1995) oder Pdx (lokale Maxima im sichtbaren Bereich bei 455 nm, 415 nm und
325 nm (Tyson et al., 1972)) bekannt sind. Hinsichtlich Fdx3 ergab die ,,Pfam*“-Analyse
keinen Hinweis auf die Art des Eisen-Schwefel-Clusters in diesem Protein, jedoch zeigten
sich in der phylogenetischen Analyse Ahnlichkeiten zu dem [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxin aus
Clostridium pasteurianum. Das UV/Vis-Spektrum von Fdx3 weist lokale Maxima bei 330
nm, 462 nm und 545 nm auf und dhnelt damit den Spektren der [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine
aus C. pasteurianum (Fujinaga und Meyer, 1993) und Azotobacter vinelandii (Chatelet und
Meyer, 1999), die beide zur Gruppe der Thioredoxin-artigen Ferredoxine gehoren. Allerdings
soll darauf hingewiesen werden, dass bei dem Fdx3-Spektrum das typische lokale Maximum
bei 420 nm fehlt, das sowohl im Spektrum des Ferredoxins aus C. pasteurianum als auch in
dem des Azotobacter vinelandii Proteins vorhanden ist.

Die Ferredoxine Fdx2 und Fdx8 waren griin-braunlich bzw. dunkelbraun geférbt und zeigten
im Gegensatz zu den [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen nur ein einziges, relativ schwach
ausgepragtes, durch den Eisen-Schwefel-Cluster hervorgerufenes lokales Maximum zwischen
390 nm und 400 nm (Tabelle 3.3.1 und Abbildung 3.3.1B). Diese Spektrenform mit der
breiten Absorptionsbande zwischen 380 nm und 400 nm ist typisch fiir Eisen-Schwefel
Proteine mit mehr als zwei Eisenatomen pro Proteinmolekiil; allerdings erlauben die UV/Vis-
Spektren der Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine keine Unterscheidung zwischen [3Fe-4S]-
Cluster, [4Fe-4S]-Cluster oder Dicluster (d.h. 7Fe oder 8Fe) Ferredoxinen (Lovenberg, 1973;
Sticht und Rosch, 1998).
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Abbildung 3.3.1: UV/Vis-Spektren der oxidierten S. cellulosum So ce56 Ferredoxine

In Abbildung 3.3.1A sind die Spektren der [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine Fdx1 (schwarze
Linie, kompakt), Fdx3 (schwarze Linie, gestrichelt) und Fdx5 (graue Linie) abgebildet. Die
UV/Vis-Spektren der beiden Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine Fdx2 (schwarze Linie) und
Fdx8 (graue Linie) sind in Abbildung 3.3.1B dargestellt. Die jeweiligen charakteristischen
Maxima sind in Tabelle 3.3.1 zusammengefasst. Die Proben enthielten jeweils ca. 20 uM
Protein in 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, die Schichtdicke der Kiivette betrug 1cm.

Tabelle 3.3.1: Charakteristische spektrale Eigenschaften der Ferredoxine aus S.
cellulosum So ce56

Protein Farbe UV/Vis CD g-Faktor
Absorptions- Absorptions-

maxima maxima
Fdx1 rotbraun 321 nm 435 nm g1=2,022
411 nm 347 nm 2=1,937
455 nm 295 nm g3= 1,928
Fdx2 braun-griin 390 nm 584 nm g1=2,020
389 nm 2= 1,998
296 nm g3= 1,963

263 nm
Fdx3 rotbraun 330 nm 557 nm g1= 2,000
462 nm 458 nm 2= 1,960
545 nm 429 nm g3= 1,918

281 nm
Fdx5 rotbraun 336 nm 428 nm g1= 2,046
418 nm 351 nm 2=1,954
454 nm 252 nm g3= 1,890
Fdx8 dunkelbraun 400 nm 578 nm g1=2,021
468 nm 2=1,990
389 nm g3= 1,960

327 nm

272 nm
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3.3.2. CD-Spektroskopie

Als Erginzung zu den mittels UV/Vis-Spektroskopie erhaltenen Informationen wurden auch
CD-spektroskopische  Messungen  durchgefiihrt, die weitere Hinweise auf die
Chrompophorbindung — insbesondere der [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine — liefern kdnnen.
Denn die CD-Spektren von [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen zeichnen sich generell im
sichtbaren Bereich durch eine hohe Ahnlichkeit aus, was auf eine &dhnliche
Chromophorbindung schliefen lidsst (Lovenberg, 1973). Dies gilt auch fiir die Spektren der
myxobakteriellen [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine (Abbildung 3.3.2.1A), wobei besonders das
Fdx1-Spektrum mit den Maxima bei 259 nm, 347 nm und 435 nm, der Schulter bei 295 nm
und den beiden Minima bei 505 nm und 550 nm sehr dhnlich zu den Spektren anderer [2Fe-
2S]-Cluster Ferredoxine wie z.B. Adx oder dessen Schizosaccharomyces pombe Homolog
Etpl™ ist (Palmer et al., 1967; Bureik et al., 2002; Schiffler et al., 2004a). Diese hohe
Ubereinstimmung der Spektren weist auf verwandte Proteinstrukturen hinsichtlich der
Koordination und der Umgebung des Eisen-Schwefel Clusters hin. Im Vergleich dazu zeigt
Fdx5 leichte Abweichungen, besonders um 300 nm, wo die Schulter fehlt, sowie zwischen
500 nm und 560 nm, wo eine leichte Verschiebung sowie eine Umkehrung der relativen
Intensititen der Minima bei 504 nm und 540 nm zu beobachten ist. Das Fdx3-Spektrum
hingegen weist einige charakteristische Unterschiede auf. Anstatt des fiir [2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxine typischen, deutlich ausgepriagten Maximums bei etwa 430 nm zeigt das Fdx3
Signal in dieser Region eine Doppelspitze mit Maxima bei 429 nm und 458 nm. Auch im
Bereich des nahen UV bis zu einer Wellenldnge von 400 nm treten deutliche Unterschiede zu
Tage. Das lokale Maximum bei etwa 350 nm, das sowohl bei Fdx1 als auch bei Fdx5 zu
beobachten ist, ist im Fall des Fdx3 zu einer Schulter (357 nm) abgeschwécht; stattdessen tritt
aber bei 281 nm ein starkes positives Signal auf. Im ldngerwelligen Bereich jenseits des
Doppelmaximums befinden sich wie bei den anderen Ferredoxinen auch zwei lokale Minima
(515 nm und 600 nm), die im Fall des Fdx3 jedoch deutlich verbreitert sind. Diese
Abweichungen des Fdx3-Spektrums zu den Spektren anderer [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine
unterstreicht die Unterschiede zwischen diesem Protein und den anderen [2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxinen und bestdtigt damit die Ergebnisse der bioinformatischen Analyse und der

UV/Vis-Spektroskopie.
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Abbildung 3.3.2.1: CD-Spektren der S. cellulosum So ce56 Ferredoxine im nahen UV
sowie im sichtbaren Bereich

In Abbildung 3.3.2.1A sind die CD-Spektren der [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine Fdxl
(schwarze Linie, kompakt), Fdx3 (schwarze Linie, gestrichelt) und Fdx5 (graue Linie)
abgebildet. Die Spektren der beiden Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine Fdx2 (schwarze
Linie) und Fdx8 (graue Linie) sind in Abbildung 3.3.2.1B dargestellt. Im Fall der [2Fe-2S]-
Cluster Ferredoxine enthielten die Proben jeweils ca. 100 uM Protein, im Falle der Nicht-
[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine betrug die Konzentration dagegen 1500uM (Fdx2 ) bzw. 540
uM (Fdx8).

Die CD-Spektren der Ferredoxine Fdx2 und Fdx8 sind in Abbildung 3.3.2.1B dargestellt.
Trotz der hohen eingesetzten Proteinkonzentrationen wurden nur relativ schwache CD-
Signale gemessen, was fiir Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine des Monocluster-Typs nicht
ungewohnlich ist. Auffillig ist, dass die Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine im Gegensatz zu
den [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen deutliche Unterschiede im Verlauf ihrer CD-Spektren
aufweisen (Lovenberg, 1973; Stephens et al., 1978). Wihrend Fdx2 im UV-Bereich zwei
lokale Maxima bei 263 nm und 296 nm sowie im sichtbaren Bereich zwei relativ breite
Maxima bei 389 nm und 585 nm aufweist, zeigt Fdx8 im Bereich von 250 nm bis 500 nm
eine stirkere Strukturierung. Das absolute Maximum liegt bei 389 nm, drei weitere lokale
Maxima liegen bei 468 nm, 327 nm und 272 nm. Den beiden Ferredoxinen Fdx2 und Fdx8
gemeinsam ist ein Minimum bei 519 nm bzw. 518 nm und das darauffolgende breitere Signal
mit dem Maximum bei etwa 580 nm. Damit ermdglicht es die CD-Spektroskopie — im
Gegensatz zur UV/Vis-Spektroskopie — mit ihren deutlich stirker strukturierten Spektren
zwischen Fdx2 und Fdx8 zu unterscheiden. Die hier gezeigten CD-Spektren koénnen daher
dazu herangezogen werden, beide Ferredoxine sowohl voneinander als auch von anderen

Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen zu unterscheiden.
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AulBlerdem wurden CD-Messungen durchgefiihrt, bei denen die thermische Denaturierung der
Ferredoxine anhand der Anderung des CD-Signals verfolgt wurde. Abbildung 3.3.2.2 zeigt
beispielhaft die Anderung des CD-Signals von Fdx1 bei 435 nm bei einer konstanten
Temperaturzunahme von 1 °C/min ausgehend von 20°C bis zu 70°C. Ahnliche Messungen
wurden fiir alle zur Verfiigung stehende myxobakterielle Ferredoxine durchgefiihrt (siehe

Anhang 6.5.).
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Abbildung 3.3.2.2: Schmelzkurve des S. cellulosum So ce56 Ferredoxins Fdx1
Dargestellt ist die Anderung des CD-Signals von Fdx1 bei 435 nm (dem [2Fe-2S]-Cluster
abhingigen Maximum im sichtbaren Bereich) in Abhidngigkeit von der Temperatur. Die

Temperatur wurde ausgehend von 20°C konstant um 1 °C/min erhoht. Die verwendete Probe
enthielt Fdx1 in einer ca. 100 pM Konzentration.

Ausgehend von den aufgezeichneten Kurven konnte mittels Regression die
Halbumwandlungstemperatur Tm, d.h. die Temperatur, bei der das Protein zu 50 %
denaturiert ist, berechnet werden. Die fiir das jeweilige Protein gewéhlte Wellenlidnge, der
gewdhlte Temperaturbereich sowie die errechnete Halbumwandlungstemperatur sind in
Tabelle 3.3.2 aufgefiihrt. Es fallt auf, dass die einzelnen Ferredoxine eine unerwartet hohe
Thermostabilitdt aufweisen, insbesondere wenn man bedenkt, dass die iiberwiegende
Mehrheit der Myxobakterien mesophil ist (Gerth und Miiller, 2005) und auch Sorangium
cellulosum So ce56 optimales Wachstum bei 34 °C erreicht (Pradella et al., 2002). Die mit
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51,1°C deutlich niedrigste Halbumwandlungstemperatur wurde bei Fdx1 gefunden.
Interessanterweise liegt dieser Wert sehr nahe an dem fiir den Adx Wildtyp publizierten Wert
von 49,1°C (Uhlmann und Bernhardt, 1995). Sowohl die anderen beiden [2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxine Fdx3 und Fdx5 als auch die beiden Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine Fdx2
und Fdx8 hingegen weisen deutlich hohere Halbumwandlungstemperaturen von iiber 60°C
auf, wobei besonders Fdx5 mit einer Tm von fast 78°C hervorzuheben ist. Allerdings weist
auch das Adx-Homolog aus der Spalthefe Etpl™ (Wildtyp) mit 70,5°C (Hannemann et al.,

2002b) eine Halbumwandlungstemperatur auf, die in demselben Bereich liegt.

Tabelle 3.3.2: Thermische Denaturierung der Ferredoxine aus S. cellulosum So ce56

Die Anderung des CD-Signals bei einem Temperaturanstieg von 1 °C/min in dem
angegebenen Temperaturbereich wurde bei einer fiir das jeweilige Protein geeigneten
Wellenldnge verfolgt. Die Halbumwandlungstemperatur Tm wurde mit dem Programm
»SigmaPlot 2001 bestimmt.

Protein Wellenléinge Temperaturbereich | Halbumwandlungstemperatur
[nm] [°C] Tm [°C]
Fdx1 435 20-70 51,1
Fdx2 390 20-85 65,3
Fdx3 460 20-80 64,5
Fdx5 428 20-80 77,8
Fdx8 474 20-85 69,0
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3.3.3. ESR-Spektroskopie

Da es nicht mdglich ist, mittels UV/Vis-Spektroskopie zwischen [3Fe-4S]-Cluster, [4Fe-4S]-
Cluster oder Dicluster (7Fe oder 8Fe) Ferredoxinen zu unterscheiden, wurden zur weiteren
Charakterisierung ESR-Messungen durchgefiihrt. Aber auch im Hinblick auf die [2Fe-2S]-
Cluster Ferredoxine kann die ESR-Spektroskopie wichtige Informationen hinsichtlich ihrer
moglichen Funktionen liefern, da bei [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen des Pflanzen-Typs
rhombische ESR-Spektren zu finden sind, wihrend [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine aus
Cytochrom P450 Systemen normalerweise axiale ESR-Spektren aufweisen (z. B. Adx oder
Pdx (Palmer et al., 1967; Lovenberg, 1973; Cammack et al., 1999)).

Generell konnen [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine in der ESR nur im reduzierten Zustand [2Fe-
2S]"" nachgewiesen werden, da sie nur dann paramagnetisch (Gesamtspin S’ des Clusters =
'/,) sind. Daher wurde den Proben Fdx1, Fdx3 und Fdx5 vor der Messung unter acroben
Bedingungen das Reduktionsmittel Dithionit zugegeben. Das dergestalt reduzierte Fdx1 weist
ein axiales ESR-Spektrum auf (Abbildung 3.3.3.1A). Auch die simulierten g-Faktoren von
Fdx1 (Tabelle 3.3.1) stimmen gut mit den Werten von Ferredoxinen aus typischen Cytochrom
P450 Klasse I Systemen wie Adx oder Pdx (Lovenberg, 1973) iiberein. Allerdings weisen die
g-Werte von Fdx1 auf eine etwas stirker rhombische g-Symmetrie als beim Adx hin.

Im Gegensatz zu Fdx1 zeigen die reduzierten Formen von Fdx3 und Fdx5 rhombische ESR-
Spektren (Abbildung 3.3.3.1B). Das ESR-Spektrum von Fdx3 sowie die entsprechenden g-
Tensoren (Tabelle 3.3.1) dhneln denen der [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine aus C. pasteurianum
(2:=2,00, g,=1,95, g3=1,92 (Fujinaga und Meyer, 1993)) und A. vinelandii (g,:=2,01, g,=1,94,
2:=1,92 (Chatelet und Meyer, 1999)). Die g-Tensoren von Fdx5 andererseits erinnern eher an
typische Pflanzen-Typ Ferredoxine wie Spinat Ferredoxin (g;=2,05, g,=1,96, g:=1,89) oder
das Ferredoxin aus Petersilie (g,=2,05, g,=1,96, g:=1,90) (Lovenberg, 1973).

Beide Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine wurden bei 10 K gemessen und wiesen im
oxidierten Zustand mit g-Faktoren von g;= 2,020, g,= 1,998 und gs= 1,963 (Fdx2) bzw. g;=
2,021, g= 1,990 und g3= 1,960 (Fdx8) relativ dhnliche ESR-Signale auf (Abbildung
3.3.3.1C), die auf einen oxidierten [3Fe-4S]"" Cluster mit S = '/, Cluster schlieBen lassen
(Guigliarelli und Bertrand, 1999). Ahnliche Spektren wurden auch fiir andere [3Fe-4S]-
Cluster Ferredoxine wie beispielsweise Fdmor aus dem P450mor System von Mycobacterium
sp. Stamm HES5 (g,=2,023, g,=2,013, g;=1,998 (Sielaff und Andreesen, 2005b)) oder das zum
CYP51 System gehorende Ferredoxin aus M. tuberculosis (McLean et al., 2006) beschrieben.

Auch die Tatsache, dass die Signale bei einer Erhéhung der Temperatur kaum noch
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nachzuweisen waren, deutet auf einen [3Fe-4S]'" Cluster mit kurzer Relaxationszeit als
prosthetische Gruppe hin. Die Reduktion der Ferredoxine mit Dithionit geht einher mit dem
Verschwinden der ESR-Signale, was durch die Umwandlung der ESR-aktiven [3Fe-4S]""
Form in die ESR-stille [3Fe-4S]° Form erklirt werden kann. Weder bei Fdx2 noch bei Fdx8
wurde infolge der Reduktion das Auftauchen eines [4Fe-4S]-Cluster Signals beobachtet.

330 335 340 345 350 355 310 320 330 340 350 360 370 380
B [mT] B [mT]

320 330 340 350 360 370
B [mT]

Abbildung 3.3.3.1: ESR-Spektren der S. cellulosum So ce56 Ferredoxine

Abbildung 3.3.3.1A zeigt das Spektrum des axialen [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxins Fdx1, das
mit einer Mikrowellenleistung von 6 mW bei einer Temperatur von 20 K (-253 °C)
aufgenommen wurde. In Abbildung 3.3.3.1B sind die Spektren der rhombischen [2Fe-2S]-
Cluster Ferredoxine Fdx3 (schwarze Linie) und Fdx5 (graue Linie) abgebildet. Die bei 10 K
gemessenen ESR-Spektren der beiden oxidierten Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine Fdx2
(schwarze Linie) und Fdx8 (graue Linie) sind in Abbildung 3.3.3.1C dargestellt. Das Fdx2
Signal wurde mit einer Probe aufgenommen, in der K3[Fe(CN)s] in zweifachem Uberschuss
enthalten war. Die Proben enthielten jeweils ca. 150 uM Protein in 100 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4.
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Dennoch zeigten beide Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine aus S. cellulosum So ce56 ein
unerwartetes Verhalten wihrend der ESR-Messungen. Fdx2 zeigte im unbehandelten Zustand
nur ein relativ schwaches [3Fe-4S]-Cluster Signal, das allerdings durch Zugabe von
K;[Fe(CN)s] an Intensitdt gewann (Abbildung 3.3.3.2). Dies wurde so interpretiert, dass Fdx2
offenbar ,natiirlicherweise” groftenteils in reduziertem Zustand vorliegt, obwohl alle
Reinigungsschritte sowie die Vorbereitung der ESR-Probe unter aeroben Bedingungen
erfolgten. Fdx8 hingegen liegt bei gleicher Behandlung wie zu erwarten in oxidierter Form
vor und liefert ein Spektrum mit einem scharf abgegrenzten Signal bei g;= 2,021 und etwas
verbreiterten Signalen bei hoheren Feldstirken. Allerdings ist im Fall von Fdx8 zu
beobachten, dass eine aerobe Reduktion mit Dithionit im Uberschuss nur eine geringe
Verminderung der Signalintensitit nach sich zieht. Um eine vollstindige Reduktion zu
erreichen, muss die Dithionitzugabe unter anaeroben Bedingungen durchgefiihrt werden, was
auf eine hohe Reaktionsbereitschaft mit molekularem Sauerstoff hindeutet. Die Vermutung,
dass Fdx8 bereitwillig reoxidiert, wird auch durch die Beobachtung bestétigt, dass bei der
anaerob reduzierten Probe das ESR-Signal nach Kontakt mit Luftsauerstoff wieder

detektierbar wird (Abbildung 3.3.3.3), obwohl Dithionit im Uberschuss zugegeben wurde.
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Abbildung 3.3.3.2: Titration des S. cellulosum So ce56 Ferredoxins Fdx2

Die ESR-Spektren wurden bei 10 K unter Standardbedingungen gemessen. Die Proben
enthielten jeweils ca. 150 uM Fdx2 in 100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4. Dithionit bzw.
Kaliumhexacyanoferrat K;[Fe(CN)g] wurde unter aeroben Bedingungen zugegeben. Die hier
gezeigten Proben enthielten Fdx2 (schwarz), Fdx2 mit Dithionit (hellgrau) bzw. Fdx2 mit
K;[Fe(CN)s]. Die Fdx2 Ansédtze mit dem Oxidationsmittel wiesen folgendes Verhéltnis von
Ki[Fe(CN)g] : Fdx2 auf: purpur: 0,2; violett: 0,4; blau: 0,6; dunkelblau: 0,9; blaugriin: 2;
dunkelgrau: 4,0.
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Abbildung 3.3.3.2: Reduktion und Reoxidation des S. cellulosum So ce56 Ferredoxins
Fdx8

Die ESR-Spektren wurden bei 10 K unter Standardbedingungen gemessen. Die Proben
enthielten jeweils ca. 150 pM Fdx8 in 100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4. Festes
Dithionit wurde unter anaeroben Bedingungen zugegeben. Die Reoxidation erfolgte durch
Kontakt der reduzierten Probe mit Luftsauerstoff bei Raumtemperatur. Die hier gezeigten
Proben enthielten oxidiertes Fdx8 (schwarz), Fdx8 mit Dithionit (grau) bzw. reoxidiertes
Fdx8 (blau: 20 min. unter aeroben Bedingungen im ESR-Rohrchen; violett: weitere 20 min.
unter aeroben Bedingungen in einem 1,5 ml Reaktionsgefal3, d.h. mit vergrof3erter Oberflédche
im Vergleich zum ESR-R6hrchen).
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3.34. Isoelektrische Fokussierung

Mithilfe der isoelektrischen Fokussierung sollte der theoretische pl (siehe Tabelle 3.1.1)
experimentell {berpriift werden. Wie aus Tabelle 3.3.4 ersichtlich ist, stimmen die
experimentell ermittelten Werte mit den theoretisch vorhergesagten recht gut liberein mit
Abweichungen von unter 0,5 pH Einheiten. Die einzige Ausnahme bildet Fdx5, dessen
experimentell bestimmter pl mit rund 6,5 um eine volle pH Einheit hoher als erwartet liegt.
Die Tatsache, dass dieser pl schon fast im neutralen Bereich liegt, deutet an, dass Fdx5 nicht
das gesuchte, Cytochrom P450 assoziierte Ferredoxin sein sollte, da davon ausgegangen wird,
dass bei der Wechselwirkung von Klasse I Ferredoxinen mit ihren Interaktionspartnern
(Ferredoxin Reduktase und CYP) elektrostatische Aspekte eine Rolle spielen (Jenkins und
Waterman, 1994; Sagara et al., 1999; Schiffler et al., 2004b). Aus demselben Grund erscheint
auch Fdx3 als ein relativ unwahrscheinlicher Kandidat, da die isoelektrische Fokussierung fiir
dieses Protein einen leicht basischen pl ergab. Bei den iibrigen Ferredoxinen Fdx1, Fdx2 und
Fdx8 hingegen konnten pl-Werte im sauren Bereich (unter 4,6) bestétigt werden. Allerdings
soll noch auf eine Besonderheit des Fdx2 hingewiesen werden. Bei diesem Protein traten in
allen Proben iiberraschenderweise statt einer zwei deutlich voneinander abgegrenzte Banden
auf; dies konnte auf das Vorhandensein von zwei Spezies hindeuten, die sich durch das
Auftreten bzw. die Anzahl von posttranslationalen Modifikationen, die die Nettoladung

beeinflussen, unterscheiden.

Tabelle 3.3.4: Vergleich zwischen den theoretischen und den experimentell ermittelten
isoelektrischen Punkten der Ferredoxine aus S. cellulosum So ce56

Fiir jedes Ferredoxin wurde die isoelektrische Fokussierung mindestens drei Mal
durchgefiihrt. Der in der Tabelle angegebene experimentell ermittelte pl gibt den aus den
einzelnen Messungen ermittelten Mittelwert an; n ist die Anzahl der Messwerte.

Protein | Theoretischer pl Experimenteller pI Standardabweichung n
Fdx1 4,94 4,57 0,12 3
Fdx2 4,29 4,07/4,53 0,25/0,15 373
Fdx3 8,34 7,93 0,06 3
Fdx5 5,47 6,48 0,10 4
Fdx8 4,32 4,36 0,09 5
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Abbildung 3.3.4: IEF der Ferredoxine aus S. cellulosum So ce56

A) 1: Marker; 2: Kontrolle Adx WT; 3: Fdx8; 4: Fdx5; 5: Kontrolle Adx WT; 6: Fdx3; 7:
Fdx2; 8: Fdx1. B) 1: Marker; 2: Fdx8; 3: Fdx5; 4: Kontrolle Adx WT; 5: Fdx3; 6: Fdx2; 7:
Fdx1; 8:Marker

Der IEF-Marker enthélt folgende Proteine: Amyloglucosidase (pl 3,5); Glucoseoxidase (pl
4,2); Trypsininhibitor (pI 4,5); (B-Lactoglobulin (pI 5,15/5,3); Carboanhydrase (pI 6,0);
Myoglobin (Pferd, pI 6,9/7,35); Lentillectin (pI 7,75/8,0/8,3); Ribonuklease A (pI 9,45);
Cytochrome c (pI 10,65).
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3.3.5. Eisenbestimmung mittels ICP-OES

Um den Eisengehalt der Ferredoxine zu bestimmen, wurden die Proteine durch Zugabe von
Trichloressigsdure denaturiert und die Konzentration des herausgeldsten Eisens durch ICP-
OES Messungen bestimmt. Mithilfe der bekannten Proteinkonzentration konnte so das molare
Verhiéltnis von Eisen zu Ferredoxin bestimmt werden. Die Ergebnisse der Eisenbestimmung
sind in Tabelle 3.3.5 aufgefiihrt. Die fiir die [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine erhaltenen Werte
stimmen gut mit den durch die ,,Pfam“-Analyse bestimmten zu erwartenden Werten iiberein.
Besonders Fdx1 entspricht mit einem experimentell ermittelten Wert von 1,95 + 0,07 mol Fe
pro mol Fdx genau dem theoretisch zu erwartenden Wert von 2 mol Fe pro mol Fdx. Auch der
Wert des Fdx8 liegt mit 2,68 + 0,07 mol Fe pro mol Fdx in der Ndhe des erwarteten Wertes
von 3 mol Fe pro mol Fdx, wobei ein leichter Eisenverlust die Erklarung fiir die Abweichung
des theoretisch zu erwartenden Wertes vom experimentell ermittelten Wert sein konnte. Fdx2
hingegen weist iiberraschenderweise mit 1,49 + 0,20 mol Fe pro mol Fdx einen Eisenanteil

auf, der genau der Hélfte des erwarteten Eisengehaltes entspricht.

Tabelle 3.3.5: Eisengehalt der Ferredoxine aus S. cellulosum So ce56

Um den Eisengehalt der Ferredoxine Fdx1, Fdx3, Fdx5 und Fdx8 zu ermitteln wurden jeweils
3 Proben mit unterschiedlicher Proteinkonzentration eingesetzt; im Fall des Fdx2 wurden
insgesamt 9 Proben gemessen. Die Detektion erfolgte bei vier Wellenldngen; die Werte, die
mit den am besten geeigneten Wellenldngen (238,204 nm und 239,562 nm) erhalten wurden,
wurden fiir die Auswertung herangezogen.

Protein | Messung bei 238,204 nm | Messung bei 239,562 nm Mittelwert
[pmol Fe/umol Fdx] [pmol Fe/nmol Fdx] [pmol Fe/umol Fdx]
Fdx1 1,97 +0,08 1,93 +0,06 1,95 +0,07
Fdx2 1,47 +0,22 1,50 +0,18 1,49 +0,20
Fdx3 1,80 +0,08 1,78 +0,09 1,79 +0,08
Fdx5 2,31 +£0,04 2,31 +£0,05 2,31 +£0,04
Fdx8 2,69 +0,07 2,67 +0,07 2,68 +0,07
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34. Charakterisierung der Ferredoxin Reduktasen aus

S. cellulosum So ce56

3.4.1. UV/Vis-Spektroskopie

34.1.1. UV/Vis-Spektroskopie der Ferredoxin Reduktasen FARA und FdRB im

oxidierten Zustand

Beide Ferredoxin Reduktasen zeigten im oxidierten Zustand die fiir Flavoproteine typische
gelbe Farbung. Die spektralen Eigenschaften der oxidierten FARA (Tabelle 3.4.1, Abbildung
3.4.1.1A und B) mit lokalen Maxima bei 369 nm und 448 nm sowie eine Schulter bei 473 nm
sind typisch fiir Ferredoxin Reduktasen. Diese Werte stimmen sehr gut mit denen anderer
Ferredoxin Reduktasen iiberein, von denen eine Aktivitdt in Cytochrom P450 Systemen
bekannt ist, wie beispielsweise die der Adrenodoxin Reduktase (Maxima bei 376 und 450 nm,
Schulter bei 475 nm (Sagara et al., 1993)) oder der Putidaredoxin Reduktase (Maxima bei
379 und 455 nm, Schulter bei 480 nm (Sevrioukova und Poulos, 2002)). Im Fall der
oxidierten FARB war eine leichte bathochrome Verschiebung des Spektrums zu beobachten;
FdRB wies lokale Maxima bei 388 nm und 457 nm sowie eine Schulter bei 490 nm auf

(Tabelle 3.4.1, Abbildung 3.4.1.1B).
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Abbildung 3.4.1.1: UV/Vis-Spektren der oxidierten S. cellulosum So ce56 Ferredoxin
Reduktasen

Abbildung 3.4.1.1A zeigt die UV/Vis-Spektren der beiden Ferredoxin Reduktasen FdRA
(schwarze Linie) und FARB (graue Linie), Abbildung 3.4.1.1B zeigt im Detail den fiir den
oxidierten Flavinchromophor typischen Bereich. Die jeweiligen charakteristischen Maxima
sind in Tabelle 3.4.1 zusammengefasst. Die Proben enthielten jeweils 20 uM Protein in 50
mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, die Schichtdicke der Kiivette betrug lcm.
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Tabelle 3.4.1: Charakteristische Eigenschaften der Ferredoxin Reduktasen aus S.
cellulosum So ce56

Gezeigt werden die Charakteristika der Ferredoxin Reduktasen FARA und FdRB, die mittels
UV/Vis-Spektroskopie, CD-Spektroskopie und ESR-Spektroskopie bestimmt wurden.

Protein Farbe UV/Vis CDh ESR ESR
Absorptions- | Absorptions- | Apparenter | Semichinon
maxima maxima g-Faktor | (Linienbreite)
(Schulter)
FdRA Gelb 369 nm 277 nm g =2,004 17,5G
448 nm 368 nm
(473 nm)
FdRB Gelb 388 nm 276 nm g=2,004 190G
457 nm 388 nm
(490 nm)

Zusétzlich zu den Informationen, die aus den UV/Vis-Spektren der oxidierten Ferredoxin
Reduktasen gewonnen werden konnen, bietet die UV/Vis-Spektroskopie auch die Moglichkeit
zu einer weitergehenden Charakterisierung der Flavoproteine, wenn man ihr Verhalten bei
Zugabe von Reduktionsmitteln verfolgt. Denn Flavoproteine konnen unter anderem auch
danach klassifiziert werden, ob sie in der Lage sind, ein Flavinradikal zu stabilisieren oder ob
sie bei Reduktion direkt in die Hydrochinonform iibergehen, da die Semichinonbildung eine
Rolle beim Reaktionszyklus spielen kann. Wird ein Flavinradikal gebildet, so kann dieses
entweder als neutrales (blaues) oder aber als anionisches (rotes) Semichinon vorliegen (vgl.
Abbildung 1.3). Die beiden Semichinonformen unterscheiden sich in ihren spektralen
Eigenschaften: wihrend ein charakteristisches Absorptionsmaximum des blauen Semichinons
bei langeren Wellenldngen von 580 nm — 620 nm auftritt, zeigt das rote Semichinon eine
starke Absorption bei ca. 380 nm sowie ein zusitzliches scharf abgegrenztes lokales
Maximum bei etwa 400 nm (Macheroux, 1999). Zudem sind einige Flavoproteine in der
Lage, Charge Transfer (CT) Komplexe mit kleinen Molekiilen wie NAD(P)H zu bilden, die
ebenfalls durch das Auftreten neuer Maxima im langwelligen Bereich charakterisiert sind

(Massey und Ghisla, 1974).
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3.4.1.2. UV/Vis-Spektroskopie der FARA bei Reduktion

Gibt man NADPH als Reduktionsmittel zu der myxobakteriellen putativen Ferredoxin
Reduktase FARA, so ist umgehend eine Farbanderung der Probe zu beobachten. Das im
oxidierten Zustand kriftig gelb gefarbte Protein nimmt eine griinliche Farbung an (Abbildung
3.4.1.2A). Diese Farbdanderung erinnert an Beobachtungen, die bei anderen Flavoproteinen,
wie z.B. dem OYE (,,0ld Yellow Enzyme*), gemacht wurden: auch hier wurden griine
Formen beobachtet, die auf die Bildung von CT Komplexen zuriickzufiihren waren (Massey

und Ghisla, 1974).

Abbildung 3.4.1.2A: Oxidierte FARA (links, gelb) im Vergleich zu mit NADPH
behandelter FARA (rechts, griin)
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Abbildung 3.4.1.2B: Reduktion der S. cellulosum So ce56 FARA mit NADPH

Das Verhiltnis von NADPH : FdRA betrug 18 : 1. Zunidchst wurden Spektren unter
anaeroben Bedingungen aufgezeichnet, anschlieBend wurde die Probe Luftsauerstoff
ausgesetzt und es wurden weitere Spektren unter aeroben Bedingungen aufgenommen. Die
Probe enthielt 56 uM FdRA in 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4,
die Schichtdicke der Kiivette betrug lcm. Es wurden folgende Messungen durchgefiihrt:
Anaerob: blaugriin:15 min Inkubation; grin: 30 min Inkubation. Aerob: grau: 30 min
Inkubation; schwarz: 60 min Inkubation.
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Betrachtet man das UV/Vis-Spektrum der FARA nach Zugabe von NADPH, so zeigt sich
noch immer ein Absorptionsmaximum bei ca. 450 nm, das allerdings in seiner Intensitdt im
Vergleich zur oxidierten Probe abgenommen hat. Dies weist auf eine Abnahme an oxidiertem
FdRA hin. Im Vergleich zum oxidierten Zustand neu hinzugekommen sind hingegen zwei
breite Banden bei etwa 600 nm sowie bei > 750 nm (Abbildung 3.4.1.2B). Diese Signale
deuten auf die Bildung von CT Komplexen zwischen FAD und NADPH hin (Batie und
Kamin, 1986). Die Bildung solcher Komplexe wurde fiir verschiedene Ferredoxin Reduktasen
wie z.B. die Adrenodoxin Reduktase (Lambeth und Kamin, 1976) oder die Ferredoxin
Reduktase aus Anabaena (Tejero et al., 2007) beschrieben. Geht man davon aus, dass sich die
FdRA &hnlich wie Ferredoxin Reduktase aus Anabaena verhilt, so kann das Maximum bei
etwa 600 nm auf die Bildung eines CT-1 Komplexes (FdRA-NADPH) zuriickgefiihrt
werden, wihrend das Maximum bei ca. 800 nm das Vorhandensein eines CT-2 (FdRAeq-
NADP") widerspiegelt.

Bringt man die Probe in Kontakt mit Luftsauerstoff, so ist wie zu erwarten eine langsame
Abnahme der CT-assoziierten Maxima sowie eine Zunahme des Maximums bei 448 nm zu
beobachten, was auf eine Reoxidation des Proteins schlief3en lasst.

Beziiglich der Bildung eines Semichinons kann mithilfe der UV/Vis-Spektroskopie im Fall
der FdRA keine ecindeutige Aussage getroffen werden. Auch wenn ein anionisches
Semichinon mit groer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden kann, so ist es dennoch
moglich, dass die FARA ein neutrales Semichinon stabilisiert. Da das charakteristische
Absorptionsmaximum des blauen Semichinons bei lingeren Wellenldngen (580 nm — 620 nm)
liegt und damit mit dem Maximum des CT-1 {iberlappt, kann die Frage, ob es ein FdRA
Semichinon gibt, an dieser Stelle nicht beantwortet werden.

Um FdRA vollstindig zu reduzieren, wurde die Probe unter anaeroben Bedingungen mit
Dithionit (zundchst im Verhiltnis 1:1, dann 10x Uberschuss an Dithionit) gemischt. Da iiber
einen Zeitraum von 15 min keine Farbinderung und kaum eine Anderung im Spektrum zu
erkennen war, wurde weiter Dithionit zugegeben, bis ein ca. 30x Uberschuss erreicht war.
Auch unter diesen Bedingungen war zunichst keine Farbdnderung sichtbar, nach einiger Zeit
wurde die Probe jedoch farblos. Verfolgt man die Entwicklung der Spektren bei Inkubation
unter anaeroben Bedingungen (Abbildung 3.4.1.2C), so sieht man, dass das fiir die oxidierte
Form typische Absorptionsmaximum bei 448 nm mit der Zeit abnimmt. Die Reduktion
scheint aber insgesamt relativ langsam abzulaufen. Setzt man die mit Dithionit reduzierte
Probe Luftsauerstoff aus, so beobachtet man eine Gelbfiarbung des Ansatzes, auch wenn die

Féarbung nicht mehr so intensiv wie bei der urspriinglichen Probe ausfillt. Diese Farbianderung
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bei Kontakt mit Sauerstoff spiegelt sich auch in der Entwicklung des UV/Vis-Spektrums
wider, das die fiir Flavoproteine charakteristische Form verliert, was auf eine verdnderte
Umgebung des Chromophors schliefen ldsst. Die Reduktion von FARA mit Dithionit scheint
also nicht reversibel zu sein, da vermutlich widhrend der Reoxidation die Proteinstruktur

verandert wird.
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Abbildung 3.4.1.2C: Reduktion der S. cellulosum So ce56 FARA mit Dithionit

Das Verhiltnis von Natriumdithionit : FARA betrug 26 : 1. Die gezeigten Spektren wurden
unter anaeroben Bedingungen oder unter aeroben Bedingungen aufgenommen. Die Probe
enthielt 59 uM FdRA in 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, die Schichtdicke der Kiivette
betrug lem. Gezeigt werden die Spektren folgender Messungen: Anaerob: gelb: unmittelbar
nach Dithionitzugabe; schwarz: 15 min Inkubation; dunkelgrau: 30 min Inkubation; grau: 45
min Inkubation; hellgrau: 60 min Inkubation. AnschlieBend wurde die Probe Luftsauerstoff
ausgesetzt, Messungen wurden nach folgenden Zeiten durchgefiihrt: oliv: 5 min Inkubation;
gelbgriin: 15 min Inkubation; orange: 20 min Inkubation; braun: 30 min Inkubation.
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Gibt man NADP" zu oxidierter FdRA, so erhilt man ein Spektrum, das nicht von dem der
oxidierten FARA zu unterscheiden ist. Reduziert man die Mischung mit Dithionit (30x
Uberschuss), so beobachtet man eine zeitabhéingige Abnahme des Absorptionsmaximums bei
448 nm. Signale, die auf die Bildung eines CT Komplexes zwischen FdRA,q und NADP"
schlieBen lassen, treten nicht auf. Bei Kontakt der Probe mit Luftsauerstoff hingegen zeigt
sich nach kurzer Zeit eine weitere Abnahme des Maximums der oxidierten Form verbunden
mit dem Auftreten eines deutliche Signals im langwelligen Bereich (>750 nm). Etwas
schwiécher ausgeprigt, aber dennoch erkennbar, ist das CT1 Signal bei 600 nm. Einmal
gebildet, dndern sich die Spektrenform sowie die Signalstirke der CT Komplexe kaum iiber
die Zeit (Abbildung 3.4.1.2D). Dies deutet darauf hin, dass das Vorhandensein von NADP"
die FARA vor dem bei dem Dithionitansatz beobachteten Effekt schiitzt.
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Abbildung 3.4.1.2D: Reduktion der S. cellulosum So ce56 FARA mit Dithionit in
Anwesenheit von NADP" und Reaktion mit Luftsauerstoff

Gezeigt wird die zeitabhingige Reduktion der FARA/ NADP" Mischung durch Dithionit unter
anaeroben Bedingungen sowie die Bildung von CT Komplexen bei Kontakt mit
Luftsauerstoff. Es fillt auf, dass das CT2 Signal starker als das CT1 Signal ist. Das Verhiltnis
von NADP" : FdRA betrug 10 : 1, das Verhiltnis von Natriumdithionit : FARA ca. 30 : 1. Die
gezeigten Spektren wurden unter anaeroben Bedingungen oder unter aeroben Bedingungen
aufgenommen. Die Probe enthielt 53 uM FdRA in 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, die
Schichtdicke der Kiivette betrug 1cm. Die Spektren stellen folgende Zustinde dar: Anaerob:
gelb: FARA und NADP"; grau: 5 min nach Dithionitzugabe; schwarz: 15 min Inkubation;
dunkelgrau: 30 min Inkubation. Nach Kontakt mit Luftsauerstoff wurden folgende Spektren
aufgezeichnet: blaugriin: 5 min Inkubation; oliv: 15 min Inkubation; griin: 20 min Inkubation;
gelbgriin: 30 min Inkubation.



ERGEBNISSE 81

3.4.1.3. UV/Vis-Spektroskopie der FARB bei Reduktion

Wenn man zur putativen Ferredoxin Reduktase FARB NADPH hinzugibt, schligt die gelbe
Farbe des Proteins in einen blau-violetten Farbton um (Abbildung 3.4.1.3A). Dieser
Farbumschlag ist sowohl bei Zugabe des Reduktionsmittels unter aeroben Bedingungen als
auch unter anaeroben Bedingungen zu beobachten.

Abbildung 3.4.1.3B zeigt die Entwicklung des FdARB-Spektrums bei Reduktion mit NADPH
und der anschliefenden Reoxidation durch Luftsauerstoff. Bei der anaerob reduzierten Probe
ist das durch den oxidierten Chromophor hervorgerufene charakteristische
Absorptionsmaximum bei 457 nm verschwunden; stattdessen treten zwei neue Maxima bei
527 nm und 597 nm sowie eine Schulter bei etwa 650 nm auf, es kann daher davon
ausgegangen werden, das FARB unter den gewéhlten Bedingungen fast vollstindig als blaues
Semichinon vorliegt. Bei Kontakt mit Luftsauerstoff ist zu beobachten, wie die Probe langsam
wieder ihre urspriingliche gelbe Farbung annimmt. Entsprechend ist bei den UV/Vis-Spektren
zu sehen, wie die fiir die Semichinonform typischen Maxima in ihrer Intensitdt abnehmen und
gleichzeitig das fiir die oxidierte FARB typische Maximum bei 457 nm wieder erscheint.

Hinweise auf die Bildung von CT Komplexen liefern die erhaltenen Spektren nicht.
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Abbildung 3.4.1.3A: Oxidierte FdRB (rechts, gelb) im Vergleich zu mit NADPH
behandelter FARB (links, blau-violett)

Abbildung 3.4.1.3B: Reduktion der S. cellulosum So ce56 FARB mit NADPH und
anschlieende Reoxidation

FdRA wurde durch Zugabe von NADPH in 10x Uberschuss unter anaeroben Bedingungen
partiell reduziert (violett). AnschlieBend wurde die Reoxidation der Probe durch Kontakt mit
Luftsauerstoff verfolgt, indem Spektren nach 5 min (blau) bzw. nach 25 min (schwarz) an der
Luft gemessen wurden. Die Probe enthielt 54 uM FdRB in 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH
7,4, die Schichtdicke der Kiivette betrug 1cm.
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Die Zugabe von Natriumdithionit im Uberschuss zu FdRB unter anaeroben Bedingungen
resultierte in einem Ausbleichen der Probe. Wie aus Abbildung 3.4.1.3C hervorgeht, war eine
deutliche Abnahme der typischen Absorptionsmaxima bei 388 nm und 457 nm zu beobachten.
Auffillig ist dabei, dass die Reduktion relativ langsam erfolgte; wahrend der ersten 15 min
nach Dithionitzugabe ist eine deutliche Abnahme der Maxima zu sehen. Danach scheint der
Zustand der Probe unter anaeroben Bedingungen konstant zu bleiben, da sich die Spektren
nach 15 min und nach 30 min Inkubation mit Dithionit unter Ausschluss von Luftsauerstoff
kaum unterscheiden. Bringt man das reduzierte Protein in Kontakt mit Luft, so ist eine
zeitabhédngige Reoxidation zu beobachten. Im Gegensatz zu NADPH fiihrt Natriumdithionit
als Reduktionsmittel weder bei der Reduktion noch wéhrend der Reoxidation zur Bildung

eines Semichinons.
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Abbildung 3.4.1.3C: Reduktion der S. cellulosum So ce56 FARB mit Dithionit und
anschlieende Reoxidation

Das Verhiltnis von Natriumdithionit : FARB betrug ca. 27 : 1. Die gezeigten Spektren wurden
unter anaeroben Bedingungen oder unter aeroben Bedingungen aufgenommen. Die Probe
enthielt 54 uM FdRB in 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, die Schichtdicke der Kiivette
betrug 1cm. Es wurden folgende Messungen durchgefiihrt:

Anaerob: gelb: unmittelbar nach Dithionitzugabe; schwarz: 5 min Inkubation; dunkelgrau: 15
min Inkubation; grau: 30 min Inkubation. Anschlieend erfolgte die Reoxidation der Probe
durch Luftsauerstoff; Messungen wurden nach folgenden Zeiten durchgefiihrt: griin: 15 min
Inkubation; gelbgriin: 30 min Inkubation; orange: 60 min Inkubation; braun: 90 min
Inkubation.
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Gibt man zu einer Mischung von NADP" und oxidierter FARB Natriumdithionit in 30x
Uberschuss, so ist unter anaeroben Bedingungen die Bildung geringer Mengen des blauen
Semichinons zu beobachten. Unter diesen Bedingungen nimmt jedoch sowohl die Menge des
oxidierten FARB als auch die des Semichinons mit der Zeit ab. AuBerdem beobachtet man
nach 15 min das Auftreten eines starken Signals bei 340 nm, was auf die Bildung von
NADPH schlieen ldsst. Wenn man die Probe in Kontakt mit Luftsauerstoff bringt, erfolgt
fast augenblicklich ein Farbumschlag und die Probe wird blau-violett. Entsprechend weist
auch das Spektrum ein deutliches Semichinonsignal auf (Abbildung 3.4.1.3D). Wie schon
zuvor beobachtet, reoxidiert das Semichinon mit der Zeit wieder zum Chinon; auch das
gebildete NADPH wird bei Sauerstoftkontakt rasch wieder verbraucht. Die Tatsache, dass das
Semichinonsignal beim initialen Kontakt mit Sauerstoff sehr viel stirker ausgepréigt ist als
unter anaeroben Bedingungen, weist darauf hin, dass es hauptsichlich bei der Reoxidation
gebildet wird. Moglicherweise ist das zuvor beobachtete Semichinonsignal darauf
zuriickzufiihren, dass in der anaeroben Probe noch kleine Mengen Restsauerstoff vorhanden

waren.
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Abbildung 3.4.1.3D: Reduktion der S. cellulosum So ce56 FdRB mit Dithionit in
Anwesenheit von NADP" und Reaktion mit Luftsauerstoff

Die Reoxidation erfolgt unter Bildung des blauen Semichinons erfolgt. Das Verhéltnis von
NADP" : FdRB betrug 10 : 1, das Verhéltnis von Dithionit : FARB 30 : 1. Die Probe enthielt
53 uM FdRB in 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, die Schichtdicke der Kiivette betrug
lem. Die Spektren wurden unter folgenden Bedingungen aufgezeichnet: Anaerob: gelb: FARB
und NADP"; schwarz: Dithionitzugabe; dunkelgrau: 5 min Inkubation; grau: 15 min
Inkubation. AnschlieBend wurde die Probe in Kontakt mit Luftsauerstoff gebracht und es
wurden unter aeroben Bedingungen Messungen durchgefiihrt: violett: 5 min Inkubation;
griinblau: 15 min Inkubation; blau: 20 min Inkubation; hellblau: 30 min Inkubation.
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3.4.2. CD-Spektroskopie

Die CD-Spektren der myxobakteriellen Flavoproteine FARA und FdRB (Abbildung 3.4.2.1)
dhneln in ihrer Form den Spektren der E. coli Flavodoxin Reduktase, der Spinat Ferredoxin
Reduktase und der bovinen Adrenodoxin Reduktase (Hasumi et al., 1982; Leadbeater et al.,
2000). Ihre charakteristischen Maxima sind in Tabelle 3.4.1 aufgefiihrt. Im nahen UV-Bereich
(ca. 250 nm — 300 nm) tritt ein starkes positives CD-Signal auf, das dem fiir die E. coli
Flavodoxin Reduktase beschriebenen Signal mit einem Maximum bei 272 nm entspricht
(Leadbeater et al., 2000). Im Fall der myxobakteriellen Reduktasen FARA und FdRB liegen
die Maxima bei 277 nm (FdRA) bzw. bei 276 nm (FdRB) (Abbildung 3.4.2.1A). Fiir die E.
coli Flavodoxin Reduktase wurden zwei weitere charakteristische Banden im sichtbaren, fir
den oxidierten Flavinchromophor typischen Bereich (ca. 300 nm — 500 nm) beschrieben
(Munro et al., 1999): zum einen ein positives Signal, das seine hochste Intensitéit bei 388 nm
erreicht, und zum anderen ein etwas schwécher ausgeprigtes negatives Signal mit einem
Minimum bei 454 nm. Die Spektren von FARA und FdRB zeigen einen &hnlichen Verlauf.
Bei FdRA liegt das charakteristische lokale Maximum bei 368 nm und das Minimum bei 454
nm. Das Spektrum der FARB zeigt ein lokales Maximum bei 388 nm und ein Minimum bei
489 nm. Diese Verschiebung des CD-Spektrums der FARB gegeniiber dem der FARA im
sichtbaren Bereich stimmt mit der bathochromen Verschiebung der Flavinsignale, die in der

UV/Vis-Spektroskopie beobachtet wurde (Abbildung 3.4.1.1), liberein.
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Abbildung 3.4.2.1: CD-Spektren der S. cellulosum So ce56 Ferredoxin Reduktasen
FdRA (schwarze Linie) und FARB (graue Linie)

Die Proben enthielten jeweils ca. 100 uM Protein. Abbildung 3.4.2.1B ist eine vergroBerte
Darstellung der CD-Signale aus 3.4.2.1A in der Region von 300 nm bis 700 nm, die auf die
Flavinkomponente und ihre Umgebung zuriickzufiihren sind.



ERGEBNISSE 85

Die Anderung des CD-Signals in Abhingigkeit von der Temperatur wurde als MaB fiir
strukturelle Anderungen der Proteine infolge thermischer Denaturierung aufgezeichnet
(Abbildung 3.4.2.2), um die Halbumwandlungstemperatur Tm der beiden Flavoproteine zu
bestimmen (Tabelle 3.4.2). Fiir beide Proteine wurde eine Wellenldnge im nahen UV-Bereich
gewdhlt. Das dort beobachtete stark positive Signal geht hauptsidchlich auf das Vorhandensein
aromatischer Aminosduren zuriick, d.h. die so bestimmte Tm gibt Aufschluss iiber die
Thermostabilitét der Proteine insgesamt. Interessanterweise liegt die
Halbumwandlungstemperatur von FdARA mit 55,3°C fast 12°C unter der von FdRB (67,1°C).
FdRA  é&hnelt damit beziiglich seiner Thermostabilitit Fdxl, fiir das eine
Halbumwandlungstemperatur von 51,1°C bestimmt wurde. Die Halbumwandlungstemperatur
von FdRB hingegen liegt unerwartet hoch und in dem Bereich der Ferredoxine Fdx2, Fdx3
und Fdx8 (64,5 °C — 69,0 °C). Damit dhnelt die Halbumwandlungstemperatur der FARB auch
den Werten, die fiir die E. coli Flavodoxin Reduktase (66°C, (Jarrett und Wan, 2002)) oder
die Spinat Ferredoxin Redukatse (66,3°C, (Hasumi et al., 1982)) beschrieben wurden.
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Abbildung 3.4.2.2: Schmelzkurven der S. cellulosum So ce56 Ferredoxin Reduktasen
FdRA (schwarz) und FdRB (grau)

Tabelle 3.4.2: Thermische Denaturierung der Ferredoxin Reduktasen aus S. cellulosum
So ceS6

Die Anderung des CD-Signals bei einem Temperaturanstieg von 1°C/min im Bereich von
20°C bis 90 °C wurde bei einer fiir das jeweilige Protein geeigneten Wellenldnge verfolgt.
Die Halbumwandlungstemperatur Tm wurde mit dem Programm ,,SigmaPlot 2001* bestimmt.

Protein Wellenléinge Temperaturbereich | Halbumwandlungstemperatur
[nm] [°C] Tm [°C]
FdRA 277 20-90 55,3
FdRB 276 20-90 67,1
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3.4.3. ESR-Spektroskopie

Flavoproteine konnen in der ESR nur in ihrer Semichinonform nachgewiesen werden, da
sowohl die vollstindig oxidierte Chinonform als auch die vollstindig reduzierte
Hydrochinonform iiber kein ungepaartes Elektron verfiigen und daher diamagnetisch und in
der ESR nicht detektierbar sind.

Sowohl FdRA als auch FARB bilden stabile Semichinonradikale, wenn den Proben NADPH
oder NADH zugegeben wird (Abbildung 3.4.3.1 und Abbildung 3.4.3.2). Die Semichinone
beider Proteine weisen einen apparenten g-Faktor von 2,004 (Tabelle 3.4.1) auf, der sehr gut
sowohl mit dem g-Faktor von freiem FAD (g = 2,0041) als auch mit dem g-Faktor der Spinat
Ferredoxin Reduktase (g = 2,0042) iibereinstimmt (Huang et al., 1969). Allerdings sollte
erwiahnt werden, dass FdRA und FdRB Unterschiede in ihrem Reduktionsverhalten
aufwiesen. Obwohl beide sowohl mit NADH als auch mit NADPH reduziert werden konnten,
waren die Konzentrationen, die benotigt wurden, um das Semichinonsignal beobachten zu
konnen, unterschiedlich. Bei FdRB geniigten &dquimolare Konzentrationen der
Pyridinnukleotide um ein detektierbares Signal zu erhalten; die Signalintensitit konnte
allerdings durch weitere Zugabe des Reduktionsmittels verstirkt werden. Bei FARA hingegen
konnte ein Signal erst nachgewiesen werden, wenn NAD(P)H im Uberschuss zugegeben
wurde. Erst bei einem 4x molaren Uberschuss an NADPH war ein schwaches Signal
detektierbar, dessen Signalstirke allerdings wie im Fall des anderen Flavoproteins auch durch
weitere Zugabe von NADPH erh6ht werden konnte. Zur Bildung des Semichinons mit NADH
musste das Verhéltnis von Reduktionsmittel zu FARA noch weiter erh6ht werden. Erst bei
einem 11x molaren Uberschuss an NADH konnte iiberhaupt ein sehr schwaches Signal
detektiert werden; um ein deutliches Signal zu erhalten wurde festes NADH zugegeben.

Da sich die charakteristischen Linienbreite der ESR-Spektren von neutralen (19 G) und
anionischen (14-15G) Semichinonen unterscheiden (Murataliev, 1999), kann die ESR dazu
verwendet werden, die Art des gebildeten Semichinons zu bestimmen. Dies ist besonders
wichtig, wenn eine genaue Zuordnung des Semichinons mittels UV/Vis-Spektroskopie nicht
moglich ist, sei es wegen einer spektralen Uberlagerung durch andere prosthetische Gruppen
wie Fe-S Cluster oder Him oder aber durch die Bildung eines Charge Transfer Komplexes,
der insbesondere die Detektion des neutralen, blauen Semichinons behindert. Im Fall der
FdRB konnte das Ergebnis aus der UV/Vis-Spektroskopie bestdtigt werden, dass durch
Zugabe von NADPH zu dem oxidierten Protein ein neutrales Semichinon mit einer

charakteristischen Linienbreite von 19 G entsteht (Abbildung 3.4.3.3). AuBBerdem wurde wie
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bereits erwdhnt gezeigt, dass die Semichinonbildung sowohl mit NADPH als auch mit NADH
erfolgt; die Art des priméren Elektronendonors hat dabei, wie zu erwarten, keine Auswirkung
auf die Linienbreite. Eine Reduktion mit Dithionit hingegen fiihrt offenbar nicht zur
Semichinonbildung, da mit der so behandelten Probe kein ESR-Signal detektierbar war.

Auch fiir FARA konnte mittels ESR das Vorhandensein eines neutralen Semichinons mit einer
etwas geringeren Linienbreite von 17,5 G (Abbildung 3.4.3.3) gezeigt werden. Ebenso wie bei
FdRB hatte die Art des eingesetzten Pyridinnukleotides keinen Einfluss auf die Linienbreite.
Interessanterweise bildet nicht nur die Spinat Ferredoxin Reduktase (Linienbreite: 20 G),
sondern auch die Adrenodoxin Reduktase aus Sdugetieren (Linienbreite: 18 G) und ihr
mycobakterielles Homolog FprA, die beide Teil von Klasse I Cytochrom P450 Systemen
sind, ein neutrales Semichinon (Kitagawa et al., 1982; McLean et al., 2003; McLean et al.,

2006).
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Abbildung 3.4.3.1: ESR-Spektren der Semichinone der Ferredoxin Reduktasen aus S.
cellulosum So ce56 bei Titration mit NADPH

Abbildung 3.4.3.1A zeigt die Spektren, die durch Titration der FARA mit NADPH erhalten
wurden: gelbgriin: oxidierte FARA; rot: NADPH/FARA = 0,5; gelb NADPH/FdRA = 1;
orange: NADPH/FdRA = 2; braun: NADPH/FdRA = 4; lila: NADPH/FdRA = 6; hellgrau:
NADPH/FdRA = 11; grau, dunkelgrau und schwarz: sukzessive Zugabe von festem NADPH
Abbildung 3.4.3.1B zeigt die Spektren, die durch Titration der FARB mit NADPH erhalten
wurden: gelbgriin: oxidierte FdARB; rot NADPH/FdRB = 0,5; gelb: NADPH/FdRB = 1;
orange: NADPH/FARB = 2; schwarz: Zugabe von festem NADPH.



ERGEBNISSE 88

330 332 334 336 338 340 342 330 332 334 336 338 340 342
B [mT] B [mT]

Abbildung 3.4.3.2: ESR-Spektren der Semichinone der Ferredoxin Reduktasen aus S.
cellulosum So ce56 bei Titration mit NADH

Abbildung 3.4.3.2A zeigt die Spektren, die durch Titration der FARA mit NADH erhalten
wurden: gelbgriin: oxidierte FARA; rot: NADPH/FdRA = 0,5; gelb: NADPH/FdRA = 1;
orange: NADPH/FdRA = 2; braun: NADPH/FdARA = 4; lila: NADPH/FdRA = 6; grau:
NADPH/FdRA = 11, dunkelgrau und schwarz: sukzessive Zugabe von festem NADPH
Abbildung 3.4.3.2B zeigt die Spektren, die durch Titration der FARB mit NADH erhalten
wurden: gelbgriin: oxidierte FdARB; rot NADPH/FdARB = 0,5; gelb: NADPH/FdRB = 1;
orange: NADPH/FdRB = 2; schwarz: Zugabe von festem NADPH.
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Abbildung 3.4.3.3: Linienbreite der Semichinone der S. cellulosum So ce56 Ferredoxin
Reduktasen FARA (schwarz) und FARB (grau)

Die Messungen wurde bei einer Temperatur von 70 K, einer Mikrowellenleistung von 0,02
mW, einer Modulationsamplitude von 1G und einer Zeitkonstante von 20 ms durchgefiihrt.
Die Proben enthielten jeweils 150 uM Protein in 100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4.
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3.44. Isoelektrische Fokussierung der S. cellulosum So ce56 Ferredoxin
Reduktasen FARA und FdRB

Ebenso wie bei den Ferredoxinen, sollte auch bei den beiden Flavoproteinen FARA und FdRB
der vorhergesagte theoretische pl durch isoelektrischen Fokussierung der nativen Proteine
tiberpriift werden. Es wurden jeweils mehrere Proben auf unterschiedlichen Gelen
aufgetragen. Zwei Beispiele sind in Abbildung 3.3.4 dargestellt. Die durch Vergleich mit dem

IEF Marker erhaltenen pl-Werte der einzelnen Proben jedes Proteins wurden anschlieend

gemittelt.
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Abbildung 3.3.4: Isoelektrische Fokussierung der S. cellulosum So ce56 Ferredoxin
Reduktasen FdRA und FdRB

A) 1: FdRB; 2: FARA; 3: Marker. B) 1: Marker; 2: FARA; 3: FdRB.

Der IEF-Marker enthélt folgende Proteine: Amyloglucosidase (pI 3,5); Glucoseoxidase (pl
4,2); Trypsininhibitor (pI 4,5); (B-Lactoglobulin (pI 5,15/5,3); Carboanhydrase (pI 6,0);
Myoglobin (Pferd, pI 6,9/7,35); Lentillectin (pI 7,75/8,0/8,3); Ribonuklease A (pI 9,45);
Cytochrome c (pl 10,65).

Der dadurch experimentell fiir FARB erhaltene Wert von 7,05 + 0,13 (n = 4) weicht um fast 1
pH Einheit vom theoretische pl der Hiss-getaggten FARB von 8,03 ab. Obwohl sich der pl der
FdRB damit im neutralen anstatt im basischen Bereich befindet, kann daraus nicht
geschlossen werden, dass FARB nicht als Ferredoxin Reduktase in einem Cytochrom P450
System agieren und mit einem normalerweise negativ geladenen, d.h. sauren Ferredoxin
wechselwirken kann. Tatsdchlich weist eine der am besten untersuchten Klasse I Ferredoxin
Reduktasen, die bovine Adrenodoxin Reduktase, ebenfalls einen experimentell ermittelten pl

von ~7 auf (Suhara et al., 1982; Ziegler et al., 1999).
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Fiir FdAR Ahis wurde ein schwach saurer pl von 6,36 vorhergesagt. Experimentell war es nicht
moglich, einen genauen pl zu bestimmen, da bei allen untersuchten FARA Proben (n = 6)
mehrere Banden bzw. ein Proteinschmier auftraten, die auf das Vorhandensein
unterschiedlicher Faltungen bzw. Modifikationen zuriickzufiihren sein konnten. Legt man
aber den pH-Bereich mit dem stirksten Signal (d.h. mit der hochsten Proteinkonzentration:

pH ~ 6,3 - 6,4) zugrunde, so kann der theoretische pl bestétigt werden.
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3.4.5. Untersuchung der prosthetischen Gruppe der S. cellulosum So ce56
Ferredoxin Reduktasen FARA und FARB

3.4.5.1. Identifikation der Flavinkomponente

Da Ferredoxin Reduktasen normalerweise FAD als prosthetische Gruppe enthalten, sollte
auch fiir die myxobakteriellen Flavoproteine FARA und FdRB bestimmt werden, ob es sich
bei der Flavinkomponente um FAD oder FMN handelt. Dazu wurden die beiden Proteine
denaturiert und der flavinhaltige Uberstand einer LC-MS Messung unterzogen. Die Tatsache,
dass das Flavin einfach durch Zugabe eines organischen Lésungsmittels bzw. durch Erhitzen
aus dem Protein herausgeldst werden konnte, beweist, dass in beiden Flavoproteinen die
prosthetische Gruppe nicht-kovalent gebunden ist.

Sowohl fiir FARA als auch fiir FARB zeigten die LC-MS Messungen einen einzigen Peak mit
einem Molekulargewicht von 784,2 bei 8,0 Minuten (Abbildung 3.4.5.1.2:). Die
Retentionszeit sowie das Molekulargewicht der beiden Flavinproben stimmen somit mit den

Werten der FAD-Kontrolle uiberein.
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Abbildung 3.4.5.1.1: Massenspektren der Referenzproben FAD und FMN
FAD wurde im negativen lonisierungsmodus [M—H] =784,2 (bei 8,0 min) und FMN im
positiven Tonisierungsmodus [M+H]"=457,1 (bei 8,3 min) detektiert.
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Abbildung 3.4.5.1.2: EICs (Extracted Ion Chromatograms) der LC-MS Analyse der
Flavinproben

FAD (schwarz) zeigt eine Retentionszeit von 8,0 Minuten, FMN (rot) von 8,3 Minuten. Die
drei Proteinproben FARA (gelb), FARB (pink) und Arh1 (griin) zeigen alle einen Peak bei 8,0
Minuten. Bei Arhl handelt es sich um das Homolog der Adrenodoxin Reduktase aus S.
pombe, das wie diese als prosthetische Gruppe ein FAD enthilt (Ewen et al., 2008).
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3.4.5.2. Bestimmung des FAD Gehaltes

Um den FAD Gehalt der S. cellulosum So ce56 Ferredoxin Reduktasen FARA und FdRB zu
bestimmen, wurden UV/Vis-Spektren vor und nach thermischer Denaturierung der Proteine
aufgezeichnet (Abbildung 3.4.5.2). Die Signale nach der Hitzebehandlung entsprechen in
threr Form denen der FAD Kontrolllosung; bei beiden Proteinen ist die ausgepragte Schulter

nicht mehr zu sehen. Bei FARB fillt auBBerdem die Verschiebung der flavinbedingten Maxima

auf.
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Abbildung 3.4.5.2: Bestimmung des FAD Gehaltes der S. cellulosum So ce56 Ferredoxin
Reduktasen FARA und FdRB mittels UV/Vis-Spektroskopie

Abbildung 3.4.5.2 A zeigt das Spektrum der FdARA vor (schwarz) bzw. nach (grau) der
Hitzedenaturierung, sowie das Spektrum einer 10 uM FAD Kontrolllosung (hellgrau).
Abbildung 3.4.5.2 B zeigt das Spektrum der FARB vor (schwarz) bzw. nach (grau) der
Hitzedenaturierung, sowie das Spektrum einer 10 uM FAD Kontrolllosung (hellgrau).

Die mithilfe der jeweiligen Extinktionskoeffizienten bestimmte Konzentrationen der Proteine
und des freien FAD wurden zueinander ins Verhiltnis gesetzt, um den prozentualen Anteil an
Holoprotein zu berechnen. Fiir FARA wurde ein Wert von 96,7 + 12,1 % (n = 3) erhalten, fiir
FdRB 89,9 + 6,0 % (n = 3). Somit kann davon ausgegangen werden, dass der {iberwiegende
Anteil der S. cellulosum So ce56 Ferredoxin Reduktasen FARA und FARB als Holoprotein mit
1 mol FAD pro mol FdR vorliegt.
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3.4.6. Reaktion der S. cellulosum So ce56 Ferredoxin Reduktasen FARA und
FdRB mit NAD(P)H: Ferricyanid Assay

Um die Affinitdt der S. cellulosum So ce56 Ferredoxin Reduktasen FdARA und FdRB zu
NADPH wund NADH =zu bestimmen, wurde die Reduktion des artifiziellen
Elektronenakzeptors Kaliumhexacyanoferrat in Abhidngigkeit von der NAD(P)H
Konzentration untersucht. Der ermittelte apparente K,, Wert fiir NADPH betrigt bei FARA
474 uM + 83 uM (Abbildung 3.4.6A) und bei FARB 120uM + 17 uM (Abbildung 3.4.6B).
Fiir NADH hingegen konnten keine K, Werte bestimmt werden, da beide Ferredoxin
Reduktasen selbst bei einer NADH Konzentration von 10 mM noch nicht im geséttigten
Bereich waren (Abbildung 3.4.6C und D). Das deutet darauf hin, dass es sich um eine
unspezifische Interaktion handelt, obwohl aus den ESR-Messungen bekannt ist, dass NADH
generell in der Lage ist, sowohl FdRA als auch FARB zu reduzieren.
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Abbildung 3.4.6: Reduktion von Kaliumhexacyanoferrat in Abhéngigkeit von der
Konzentration an NADPH (A und B) und NADH (C und D)

Die von der FARA katalysierten Reaktionen sind in den Feldern A und C dargestellt, die
durch FdRB katalysierten Reaktionen in den Feldern B und D.
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3.5. Interaktion der Ferredoxine und Ferredoxin Reduktasen aus S.

cellulosum So ce56 — Rekonstitution von CYP Klasse I Systemen

3.5.1. Rekonstitution eines Cytochrom P450 Klasse I Systems mit CYP11A1

CYPI11A1 (EC 1.14.15.6) ist ein Klasse I Cytochrom P450 des mitochondrialen Typs, das in
der Nebennierenrinde von Sdugetieren vorkommt und die aus drei Einzelschritten bestehende
Reaktion von Cholesterol zu Pregnenolon katalysiert. Die Abspaltung der
Cholesterolseitenkette ist der erste und gleichzeitig der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
in der adrenalen Steroidhormonbiosynthese (Bernhardt und Waterman, 2007). Als Klasse I
Cytochrom P450 bendtigt CYP11A1 eine Elektronentransferkette bestehend aus einem
Ferredoxin und einer Ferredoxin Reduktase. Bei den natiirlichen Interaktionspartnern des
CYP11A1 handelt es sich um ein axiales [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxin und eine NADPH
abhingige FAD-haltige Ferredoxin Reduktase, die aufgrund ihres Vorkommens in der
Nebennierenrinde (adrenaler Kortex) als Adrenodoxin (Adx) bzw. Adrenodoxin Reduktase
(AdR) bezeichnet werden. Es sollte untersucht werden, ob eine Elektronentransferkette
bestehend aus myxobakteriellen Proteinen in der Lage ist, Adx und AdR in einem in vitro
Rekonstitutionsassays mit bovinem CYP11Al (UniProt Nummer P00189) und 7-
Dehydrocholesterol (7-DHC) als Substrat zu ersetzen. Jedes der fiinf gereinigten
myxobakteriellen Ferredoxine wurde sowohl in Kombination mit FdARA als auch mit FARB
getestet. Es zeigte sich, dass unter den gewéhlten Bedingungen nur bei einer Kombination
myxobakterieller Ferredoxin Reduktasen und Ferredoxine, FARB-Fdx1, das Produkt 7-
Dehydropregnenolon (7-DHP) nachweisbar war (Abbildung 3.5.1A). Mit diesen beiden
Proteinen wurden auch Kreuzreaktionen mit den Komponenten der Elektronentransferketten
AdR-Adx und Arh1-Etp1™ durchgefiihrt. Bei der Kombination AdR-Adx handelt es sich, wie
bereits erwihnt, um die natiirliche Elektronentransportkette des CYP11A1, Arhl-Etpl™
hingegen ist eine Elektronentransferkette aus S. pombe, die zwar in der Lage ist, Elektronen
auf CYP11A1 zu tibertragen, deren natiirliche Funktion jedoch in der Eisen-Schwefel-Cluster
Biosynthese vermutet wird (Ewen et al., 2008). Von den Kombinationen AdR-Fdx1, Arhl-
Fdx1, FdARB-Adx und FARB-Etp1 zeigten nur die letzten beiden eine nachweisbare Aktivitit
im Rekonstitutionsassay, wahrend in den Proben, die Kombinationen des Fdx1 mit einer der
beiden eukaryotischen Reduktasen enthielten, kein Produkt detektierbar war (Abbildung
3.5.1A-C). Vergleicht man die Produktbildung in den unterschiedlichen Ansitzen (Tabelle
3.5.1 und Abbildung 3.5.1D), so stellt man fest, dass die Kombinationen mit dem natiirlichen
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Interaktionspartner des CYP11A1, dem Adx, am effizientesten waren. Adx kann dabei von
allen drei verwendeten Ferredoxin Reduktasen reduziert werden. Wie bereits beschrieben ist
das AdR Homolog aus S. pombe, Arhl, in der Lage, die AdR verlustfrei zu ersetzen (Ewen et
al., 2008), aber auch in Kombination mit der bakteriecllen FARB erreicht Adx {iber 76% der
bei der natiirlichen Elektronentransferkette beobachteten Produktbildung. Die Reaktionen, die
Etplfd als Ferredoxinkomponente enthielten, zeigten erwartungsgemdll (Schiffler et al.,
2004a; Ewen et al., 2008) eine niedrigere 7-DHP-Bildung als die vergleichbaren Ansétze mit
Adx. Ebenso wie Adx konnte auch Etpl™ mit allen drei Ferredoxin Reduktasen arbeiten,
wobei mit AdR und Arhl deutlich mehr Produkt gebildet wurde als in Kombination mit
FdRB. Im Gegensatz zu Adx und Etplfd ist Fdx1 offenbar auf die myxobakterielle Ferredoxin
Reduktase angewiesen; das rein myxobakterielle System aus Fdx1 und FdRB erreicht einen
Wert von rund 30 % der bei der natiirlichen Elektronentransferkette beobachteten

Produktbildung.

Tabelle 3.5.1: Vergleich der Aktivitit unterschiedlicher Ferredoxin-Ferredoxin
Reduktase Kombinationen im in vitro Rekonstitutionsassays mit CYP11A1

Dargestellt ist die prozentuale Produktbildung bzw. die prozentuale Aktivitit des jeweiligen
Systems bezogen auf die als 100% gesetzte Aktivitit des endogenen Systems bestehend aus
AdR-Adx. Fiir jede Kombination wurden drei Messungen durchgefiihrt.

Elektronentransportkette Prozent Produktbildung Prozent der Aktivitit der
zu CYP11A1 natiirlichen

Elektronentransferkette
Fdx1-FdRB 92 +0,7 296 +2,1
Fdx1-AdR 02 +0,1 0,6 +02
Fdx1-Arhl 0,1 +0,0 0,3 +0,1
Adx-FdRB 238 +1,9 76,8 +6,2
Adx-AdR 31,0 +1,1 100,0 +3,6
Adx-Arhl 31,2 +2,1 100,5 +6,8
Etpl“-FdRB 6,6 +0.9 212 +3.0
Etpl™-AdR 12,9 +0,3 41,7 40,9
Etpl1' -Arhl 114 +04 36,8 + 1,1




ERGEBNISSE

800

600+
7-DHP
400+

200+

Relative Absorption
bei 270 nm

7-DHC

1 2

9

10

Retentionszeit [min]

800

11

7-DHP
600+

400+

2000

Relative Absorption
bei 270 nm

1 2

9

7-DHC

10

11

Relative Absorption

bei 270 nm

800

600+

400+

200+

7-DHP

2

9

7-DHC

10

Retentionszeit [min]

11

Fdx1

Adx

Etp1“

I h
[
S N

(=]

% AKktivitit der natiirlichen

97

Elektronentransferkette

FdRB FdRB AdR Arhl FdRB AdR Arhl
Fdx-FdR Kombination

Retentionszeit [min]

Abbildung 3.5.1: CYP11A1 Kkatalysierter Substratumsatz von
unterschiedlichen Fdx-FdR Kombinationen

Die Abbildungen 3.5.1A-C zeigen HPLC-Chromatogramme: Dargestellt sind die
Kombinationen der Ferredoxine Fdx1 (braun), Adx (rot) und Etplf‘jl (orange) mit den
Ferredoxin Reduktasen FARB (A), AdR (B) und Arhl (C). Die gezeigten Steroide sind das
Substrat 7-Dehydrocholesterol (7-DHC), das Produkt 7-Dehydropregnenolon (7-DHP) und
das als interner Standard verwendete Cortisol (F). Fiir den Umsatz wurden folgende
Reaktionsbedingungen gewihlt: 45 min bei 37 °C mit FdR : Fdx : CYP11A1=1:10: 1.

In Abbildungen 3.5.1D wird die Produktbildung im CYP11A1 abhédngigen Substratumsatz in
Abhingigkeit von der verwendeten Elektronentransferkette verglichen: Dargestellt ist die
prozentuale Produktbildung bzw. die prozentuale Aktivitit des Systems in Bezug auf die
natiirliche Elektronentransferkette AdR-Adx.

in Abhéngigkeit
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3.5.2. Rekonstitution eines Cytochrom P450 Klasse I Systems mit CYP260A1

3.5.2.1. CYP260A1 abhéingige Umsetzung von Nootkaton

CYP260A1 (EC:1.14.-.-; UniProt Nummer: A9FDB7; Gen scel588) ist eines von insgesamt
einundzwanzig Cytochrom P450 Enzymen, die im Genom von S. cellulosum So ce56
identifiziert wurden (Khatri, 2009). CYP260A1 ist das erste Mitglied einer neu identifizierten
Cytochrom P450 Familie. Die in vivo Funktion dieses Enzyms ist bislang unbekannt, aber in
vitro kann der zu den bizyklischen Sesquiterpenen gehdrende Aromastoff Nootkaton
umgesetzt werden (Ewen et al., 2009; Khatri, 2009). Daher wurde CYP260A1 als Testsystem
gewdhlt, um zu lberpriifen, welche der zehn moglichen Kombinationen der myxobakteriellen
Ferredoxine und Ferredoxin Reduktasen in der Lage sind, als endogene
Elektronentransferkette fiir CYP260A1 zu dienen. Es zeigte sich, dass zwei der Ferredoxine,
die beiden [3Fe-4S]-Cluster Ferredoxine Fdx2 und Fdx8, in der Lage sind, effizient die
katalytische Aktivitit von CYP260A1 zu unterstiitzen. Wie aus Abbildung 3.5.2.1.1
ersichtlich ist, wird Nootkaton zu mindestens fiinf hydrophileren Produkten umgesetzt. Das
Hauptprodukt (Peak 2) weist eine Retentionszeit von 4,4 min auf und wird von zwei
Nebenprodukten mit Retentionszeiten von 3,6 min (Peak 3) und 6,2 min (Peak 1) flankiert. In
deutlich geringeren Mengen treten die beiden Produkte auf, die bei 2,8 min (Peak 4) und 1,8
min (Peak 5) eluieren. Das Produkt mit der geringsten Retentionszeit war nur in den
Ansitzen, die FARB als Flavoproteinkomponente enthielten, nachweisbar. Eine Untersuchung
der Produkte mittels LC-MS wurde freundlicherweise von Dr. rer. nat. Daniel Krug
(Arbeitsgruppe Prof. Dr. rer. nat. Rolf Miiller, Institut fiir Pharmazeutische Biotechnologie)
durchgefiihrt. Sie ergab, dass es sich um vier monohydroxylierte Produkte ([M+H]" =
235/m/z) sowie ein dihydroxyliertes Produkt ([M+H]" = 251/m/z) handelt (Abbildung
3.5.2.1.2). Da Substanzen unter den gewdhlten HPLC Bedingungen umso schneller eluieren,
je hydrophiler sie sind, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem
dihydroxylierten Produkt um Peak 5 handelt.

Wie aus Abbildung 3.5.2.1.3A hervorgeht, bevorzugt sowohl Fdx2 als auch Fdx8 die FARB
als Interaktionspartner gegeniiber FARA. Vergleicht man die Effizienz der vier
Kombinationen unter den gewéhlten Bedingungen, so stellt man fest, dass die
Gesamtproduktbildung in Prozent bei den beiden Kombinationen FARB-Fdx2-CYP260A1 (76
% + 6) und FARB-Fdx8-CYP260A1 (65 % =+ 10) fast identisch ist. Bei den Kombinationen,
die als Flavoproteinkomponente FARA enthielten, ist die Gesamtproduktbildung jedoch mit
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16 % + 3 (Fdx2) bzw. mit 7 % + 1 (Fdx8) drastisch reduziert. Neben den unterschiedlichen
Kombinationen der myxobakteriellen Proteine wurden auch heterologe Kombinationen (alle
myxobakteriellen Ferredoxine mit AdR, Adx-AdR, Adx-FdRA und Adx-FdRB) mit
CYP260A1 getestet. Uberraschenderweise zeigte sich, dass das bovine System nicht nur in
der Lage ist, Elektronen auf CYP260A1 zu iibertragen, sondern dass es diese Aufgabe sogar
effizienter erfiillt als die endogenen Systeme (Abbildung 3.5.2.1.3B und Tabelle 3.5.2.1).
Allerdings konnte auch mit der Kombination von Fdx8 und boviner AdR eine deutlich hohere
Gesamtproduktbildung als im komplett myxobakteriellen System erreicht werden. Fdx2
hingegen scheint nur schlecht Elektronen von der AdR aufnehmen zu konnen; eine
Produktbildung ist zwar nachweisbar, jedoch fillt sie mit 5,0 % + 1,5 % im Vergleich zu den
Kombinationen mit FARA und FdRB deutlich geringer aus. Adx wiederum kann von beiden
myxobakteriellen Reduktasen reduziert werden, wobei auch hier die Priferenz auf der FARB

liegt.

30_ > S/
25-
g _ ]
2 5 20
22 1 Lo
2 g 154 Nootkaton
= = ]
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Y |
28 59 /\ Q
m i 4
0_ T 7/ T T T

1 2 3 4 5 6 7 23242526
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Abbildung 3.5.2.1.1: HPLC Chromatogramme des in vitro Rekonstitutionsassays von
CYP260A1 mit Fdx2 in Kombination mit FARA oder FdARB

Dargestellt sind die Kombinationen mit FARA-Fdx2 (griin) und FARB-Fdx2 (blau) sowie eine
Negativkontrolle, bei der im Reaktionsansatz weder Ferredoxin noch Ferredoxin Reduktase
enthalten war (schwarz). Der Peak bei 24,5 min ist der Aromastoff Nootkaton, die anderen,
mit den Ziffern 1-5 gekennzeichneten Peaks sind die Reaktionsprodukte. Fiir den Umsatz
wurden folgende Reaktionsbedingungen gewéhlt: 90 min bei 30 °C in 10 mM
Kaliumphosphatpufter, pH 7,4, mit FdR : Fdx : CYP260A1 =8 :80: 1.
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Abbildung 3.5.2.1.2: EICs (Extracted Ion Chromatograms) der LC-MS Analyse der
Produkte der Nootkaton Umsetzung
Die Produktmuster der CYP260A1 abhingigen Umsetzung von Nootkaton mit FARB-Fdx8 und
FdRB-Fdx2 als Elektronentransferkette werden verglichen. Beide Proben enthalten mindestens vier
monohydroxylierte Produkte mit [M+H]" = 235 m/z. In beiden Proben wurden auch geringe Mengen
eines vermutlich dihydroxylierten Produktes mit [M+H]" = 251 m/z detektiert.
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Abbildung 3.5.2.1.3: Vergleich der CYP260A1 abhingigen Umsetzung von Nootkaton
mit unterschiedlichen Kombinationen von Ferredoxinen und Ferredoxin Reduktasen
Die Gesamtproduktbildung (Summe der Produkte 1-5 zu Summe der Produkte und des
Substrates) der CYP260A1 abhédngigen Umsetzung von Nootkaton in Abhdngigkeit von
verschiedenen Fdx-FdR Kombinationen als Elektronentransportkette ist in Abbildung
3.5.2.1.3 dargestellt. Die Tatsache, dass auch in der Negativkontrolle (ohne Fdx und FdR)
Spuren der Produkte auftreten (1,3 % + 0,4), kann auf den Zerfall bzw. Verunreinigungen des
Substrates zuriickgefiihrt werden. Abbildung 3.5.2.1.3A zeigt die Kombinationen der
myxobakteriellen Ferredoxine mit FARA bzw. FdRB, wihrend in Abbildung 3.5.2.1.3B
Systeme dargestellt sind, bei denen Ferredoxin und Ferredoxin Reduktase aus
unterschiedlichen Ursprungsorganismen kombiniert wurden. Auferdem zeigt diese Abbildung
die Kombination von Adx (Wildtyp, WT) mit AdR, die durch einen dunkleren Grauton
hervorgehoben ist.
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Tabelle 3.5.2.1: Produktbildung im Test der CYP260A1 abhingigen Nootkaton
Umsetzung mit unterschiedlichen Kombinationen von Ferredoxinen und Ferredoxin
Reduktasen

Gezeigt wird die Gesamtproduktbildung (in Prozent) der Reaktionsansétze mit verschiedenen
Fdx-FdR Kombinationen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus der Zahl der in der
letzen Spalte angegebenen Messungen.

Elektronentransportkette zu Prozent Messungen
CYP260A1 Gesamtproduktbildung n
Keine 1,3+ 04 9
(Negativkontrolle)

Fdx2-FdRA 159+ 34 9
Fdx2-FdRB 759+ 6,1 9
Fdx2-AdR 50+ 15 9
Fdx8-FdRA 69+ 15 9
Fdx8-FdRB 64,8+ 10,5 9
Fdx§8-AdR 96,8+ 4,5 9
Adx-FdRA 253+ 08 3
Adx-FdRB 99,7+ 0,6 3
Adx-AdR 99,8+ 0,5 9

Betrachtet man den jeweiligen Anteil der einzelnen Produkte (Abbildung 3.5.2.1.4), so fillt
auf, dass die Menge des gebildeten Hauptproduktes P2 maximal bei etwa 50 % liegt. Wird
kein oder nur wenig P5 detektiert, so sind die prozentualen Anteile an P1 und P3 relativ
dhnlich. Wird das dihydroxylierte Produkt P5 jedoch in groBeren Mengen (> 20%) gebildet,
wie dies bei den auch hinsichtlich der Gesamtproduktbildung am effizientesten
Kombinationen Adx-AdR, Adx-FdRB und Fdx8-AdR der Fall ist, ist der Anteil von P3
deutlich hoéher als der von P1.
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Abbildung 3.5.2.1.4: Vergleich der CYP260A1 abhingigen Umsetzung von Nootkaton

mit unterschiedlichen Fdx-FdR Kombinationen:
Produkte und des Restsubstrates

Prozentualer Anteil der einzelnen

Dargestellt ist der prozentuale Anteil der jeweiligen Substanzen (Substanz zu Summe aller
Produkte und des Substrates) bei unterschiedlichen Kombinationen von Ferredoxinen und
Ferredoxin Reduktasen in der CYP260A1 abhidngigen Umsetzung von Nootkaton. S ist das
Substrat Nootkaton, P1-5 sind die Produkte. Die Retentionszeiten der Produkte waren wie
folgt: P5: 1,8 min; P4: 2,8 min; P3: 3,6 min; P2: 4,4 min; P1: 6,2 min
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3.5.2.2. NADPH Verbrauch der identifizierten myxobakteriellen Klasse I Systeme

Mithilfe des NADPH Verbrauchs sollten die vier Kombinationen myxobakterieller Proteine
(Fdx2-FdRA, Fdx2-FdRB, Fdx8-FdRA, Fdx8-FdRB), die die katalytische Aktivitit des
CYP260A1 unterstiitzen, weiter untersucht werden. Es wurden Reaktionsbedingungen
gewihlt, die bzgl. der NADPH Konzentration sowie dem Verhéltnis der Cytochrom P450
System Komponenten zueinander den Bedingungen im CYP260A1 abhingigen Nootkaton
Umsatz entsprachen. Die apparenten k.,-Werte (ausgedriickt als mol NADPH oxidiert pro
Sekunde pro mol CYP260A1) und K,,-Werte (uM) der vollstindig rekonstituierten Systeme
fiir Nootkaton wurden ermittelt, indem die Substratkonzentration variiert wurde, wahrend die
Konzentration der Proteine konstant blieb. Unter diesen Bedingungen konnten die kinetischen
Parameter fiir die beiden bevorzugten Kombinationen FdARB-Fdx2-CYP260A1 und FdRB-
Fdx8-CYP260A1 bestimmt werden (Abbildung 3.5.2.2). Das erstgenannte System zeichnet
sich durch einen apparenten k.,-Wert von 0,70 + 0,02 s und einen Kmn-Wert von 0,12 + 0,07
uM aus. Die Kombination FARB-Fdx8-CYP260A1 wies sowohl einen hoheren k.,-Wert von
0,96 + 0,04 s als auch einen héheren Ky,-Wert von 0,54 + 0,16 uM auf.

Die rekonstituierten Systeme, die als Flavoproteinkomponente FARA enthielten, wiesen beide
unter den genannten Bedingungen keine ausreichend grofen Unterschiede in ihrer NADPH

Verbrauchsrate auf, um die Bestimmung der kinetischen Parameter zu erlauben.
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Abbildung 3.5.2.2: NADPH Oxidationsraten der Systeme FdRB-Fdx2-CYP260A1
(schwarz) und FARB-Fdx8-CYP260A1 (grau)

Nach Zugabe von NADPH wurde die Absorptionsabnahme bei 340 nm fiir 5 min verfolgt.
Aus der Steigung konnte mit €349 = 6220 Mem™ der NADPH Verbrauch berechnet werden.
Fiir jede Konzentration wurden mindestens 3 Messwerte verwendet.
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4. Diskussion und Ausblick

Myxobakterien, insbesondere diejenigen des Genus Sorangium, sind aufgrund ihres
biotechnologischen Potentials als Produzenten pharmazeutisch relevanter Sekunddrmetabolite
in den letzen Jahren in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses gerlickt (Wenzel und
Miiller, 2009a; Wenzel und Miiller, 2009b). Auch wenn bislang nur eine Substanz
myxobakteriellen Ursprungs, das Epothilon ,,Ixabepilone", in den USA zur Krebstherapie
zugelassen ist (Vahdat, 2008), werden verschiedene andere Sekundidrmetabolite aus
Myxobakterien zur Zeit in klinischen Studien getestet. Von besonderem Interesse ist die
Tatsache, dass sich viele myxobakterielle Naturstoffe durch einen ungewohnlichen
Wirkungsmechanismus auszeichnen (Weissman und Miiller, 2009). Die Identifikation neuer
Sekundédrmetabolite aus Myxobakterien bzw. ihrer Biosynthesewege stellt daher nicht nur fiir
die Grundlagenforschung, sondern auch fiir die pharmazeutische Industrie und Biotechnologie
eine zentrale Herausforderung dar. In diese Biosynthesewege eingebunden sind oft
Cytochrome P450, die sich auch in anderen Organismen dadurch auszeichnen, dass sie eine
wichtige Rolle bei der Biosynthese von Sekundirstoffen spielen (Guengerich, 2002;
Bernhardt, 2006). Um ihre Funktion erfiillen zu konnen, ist die Mehrzahl der Cytochrome
P450 jedoch auf die Aktivitdt von mindestens einem Elektronenmediatorprotein angewiesen,
das die fir die Reaktion bendtigten Elektronen vom priméren Elektronendonor auf das
Cytochrom P450 {iibertrigt (Hannemann et al., 2007). Aufgrund ihrer Komplexitdt gibt es
jedoch nur wenige Dbakterielle Cytochrom P450 Systeme, deren natiirlicher
Elektronentransportweg untersucht und vollstindig aufgeklart ist (Chun et al., 2007). So ist
beispielsweise bei keinem der sieben myxobakteriellen Naturstoffe, bei deren Biosynthese
Cytochrome P450 involviert sind (Epothilon (Ogura et al., 2004), Leupyrrin (Bode ef al.,
2004), Spirangien (Frank et al., 2007a), Myxovirescin (Simunovic et al., 2006), Aurafuron
(Frank et al., 2007b), Ajudazol (Buntin et al, 2008)) und Stigmatellin (Gaitatzis et al.,
2002)), bislang die Elektronentransportkette zum Cytochrom P450 beschrieben worden.

Die Verfiigbarkeit von Sequenzdaten vollstdndiger Genome erdffnet jedoch die Moglichkeit,
gezielt sowohl nach Cytochrom P450 Genen als auch nach den Genen mdglicher
Interaktionspartner zu suchen. Ziel dieser Arbeit war dementsprechend die Identifikation
moglicher Elektronentransferketten zu Cytochromen P450 in Sorangium cellulosum So ce56

sowie die Charakterisierung der einzelnen Mediatorproteine. Im Folgenden sollen die
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gewonnenen Erkenntnisse diskutiert und ein Ausblick auf mogliche biotechnologische

Anwendungen gegeben werden.
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4.1. Ferredoxine und Ferredoxin Reduktasen aus Sorangium

cellulosum So ce56

Das Genom von Sorangium cellulosum So ce56 (Schneiker et al., 2007) ist eines von bislang
vier vollstindig sequenzierten myxobakteriellen Genomen (aulerdem noch Myxococcus
xanthus DK1622 (Goldman et al., 2006), Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 (Ronning und
Nierman, 2007) und Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP-C (Thomas et al., 2008)). Mit
einer Grofe von 13 Mbp stellt es das grofite bislang beschriebene prokaryotische Genom dar
und verfiigt tiber 9367 Gene (Schneiker et al., 2007). Im So ce56 Genom sind 21 Cytochrome
P450 (Khatri, 2009) sowie 8 potentielle Ferredoxine und 2 Ferredoxin Reduktasen kodiert.
Gene fiir Cytochrom P450 Reduktasen oder Flavodoxine wurden hingegen nicht gefunden.
Von den acht identifizierten Ferredoxinen konnten sieben heterolog in E. coli iiberexprimiert
werden. Lediglich fiir Fdx4 konnten keine Bedingungen gefunden werden, unter denen eine
Expression in E. coli nachweisbar war. Fdx7 wurde zwar stark exprimiert, lag aber in Form
von FEinschlusskorpern vor und wurde daher von den weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen. Es fillt auf, dass sowohl Fdx4 als auch Fdx7 anhand ihrer Sequenz als
potentielle Dicluster-Typ Ferredoxine eingeordnet wurden. Auflerdem befindet sich in
unmittelbarer Nachbarschaft zu beiden Genen jeweils ein Gen, dessen Genprodukt iiber eine
Flavin-Bindedomine verfiigt und Ahnlichkeiten zur Flavoprotein Untereinheit (FrdA) der
Fumarat Reduktase aufweist. Allerdings ist sowohl Fdx4 mit 11,9 kD als auch Fdx7 mit 10,4
kD deutlich kleiner als die Eisen-Schwefel-Cluster haltige Untereinheit (FrdB) der Fumarat
Reduktase aus E. coli (27,1 kD) und beide konnten anhand ihrer Sequenz maximal zwei
Eisen-Schwefel-Cluster binden. Dennoch erinnert die genomische Organisation stark an den
Aufbau der Fumarat Reduktase aus E. coli, bei der das frdB Gen distal vom frdB Gen
lokalisiert ist und mit diesem sogar partiell iiberlappt. Ahnlich aufgebaut in ihren
Proteinkomponenten ist auch die Succinat Dehydrogenase, die mit der Fumarat Reduktase
verwandt ist (Cole et al., 1982).

Fdx6 konnte in loslicher Form exprimiert werden, war aber so instabil, dass es nicht
vollstédndig gereinigt werden konnte. Das UV/Vis-Spektrum des teilweise gereinigten Proteins
(nach IMAC) belegt, dass es sich, wie vorhergesagt, um ein Nicht-[2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxin handelt. Auch in der SDS-PAGE lief das Protein, wie aufgrund des theoretischen
Molekulargewichtes von 25,7 kD erwartet, auf der Hohe der 25 kD Markerbande. Aufgrund

der Instabilitit des Proteins konnte eine weitergehende Charakterisierung jedoch nicht
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durchgefiihrt werden. Da auch der genomische Kontext und die phylogenetische Analyse
keine Hinweise auf eine mogliche Rolle des Fdx6 liefern, kann Fdx6 keine Funktion
zugeordnet werden. Eine Beteiligung des Fdx6 an Cytochrom P450 Systemen erscheint
aufgrund des fiir ein Ferredoxin relativ hohen theoretischen pls sowie des hohen
Molekulargewichts unwahrscheinlich.

Von den fiinf gereinigten Ferredoxinen gehodrten drei der Gruppe der [2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxine an, wéhrend es sich bei den beiden anderen um [3Fe-4S]-Cluster Ferredoxine
handelte. Unter den myxobakteriellen [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen war Fdx1 das Protein,
das die stirkste Ahnlichkeit zu den in Klasse I Cytochrom P450 Systemen vorkommenden
[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen Adx und Pdx aufwies. Auf dieses Protein soll an anderer
Stelle noch genauer eingegangen werden.

Fdx3 hingegen besitzt zwar einen [2Fe-2S]-Cluster, unterscheidet sich aber sowohl
hinsichtlich seiner Sequenz als auch seiner biophysikalischen Eigenschaften von den
Vertebraten-Typ Ferredoxinen. Der genomische Kontext von fdx3 gibt keinen Hinweis auf
eine mogliche Funktion des Genproduktes, jedoch sprechen sowohl die phylogenetische
Analyse als auch die spektralen Eigenschaften fiir eine Klassifizierung als Thioredoxin-artiges
Ferredoxin. Sowohl in der UV/Vis-Spektroskopie als in der ESR-Spektroskopie zeigten sich
Ubereinstimmungen mit den [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen aus C. pasteurianum (Fujinaga
und Meyer, 1993) und Azotobacter vinelandii (Chatelet und Meyer, 1999), die beide
vermutlich in die Stickstofffixierung involviert sind. Bei Myxobakterien konnte die Féhigkeit
zur Stickstofffixierung bislang nicht nachgewiesen werden, aber Homologe des Fdx3 treten
auch in den anderen vollstindig sequenzierten myxobakteriellen Genomen auf (Abbildung
4.1.1). Die Sequenz des Fdx3 scheint also innerhalb der Myxobakterien verbreitet zu sein,
auch wenn sich zur Zeit nicht vorhersagen ldsst, worin genau die Aufgabe dieses Proteins
besteht.

Fdx5 ist ein myxobakterielles [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxin, das beziiglich seiner
Figenschaften in der UV/Vis- und CD-Spektroskopie den klassischen [2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxinen #hnelt. Eine Untersuchung des Proteins mit ESR-Spektroskopie ergab eine
rhombische Symmetrie des Clusters in Fdx5, die dem Aufbau der Pflanzen-Typ Ferredoxine
entspricht. Der experimentell ermittelte isoelektrische Punkt von 6,48 ist allerdings untypisch,
da Pflanzen-Typ Ferredoxine normalerweise einen sehr sauren pl zwischen pH 3 und 4
aufweisen (Sticht und Rosch, 1998). Da bekannt ist, dass auch Pflanzen-Typ Ferredoxine wie

beispielsweise Spinat Fdx in vitro in der Lage sind, Elektronen an Cytochrom P450 Enzyme
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zu liefern (Hannemann et al., 2007), konnte nicht ausgeschlossen werden, dass Fdx5 Teil

eines myxobakteriellen Cytochrom P450 Systems ist.

Sorangium 1

Stigmatella 1

Myxococcus 1

Anaeromyxobacter 1

Sorangium 60

Stigmatella 60 MGYSMVIEY PEGIWY GGVKEIEDVPR 1 VBIEHLEGGKPVERLMMP F MK EEINPE ¢/ G
Myxococcus GOl CEFGYAVVVYPEGYWYGGVKYEDVED I VEWHLMEGRPVERLEMP FERK TR CEE
Anaeromyxobacter 58 a'DVPE 1 VERHLVGGIPVER LIRE PRI el & P EEEEEs
Sorangium 119 PPRGAPPQA

Stigmatella = ————————-

Myxococcus = 00————————-

Anaeromyxobacter = = @ -—-———————-

Abbildung 4.1.1: Alignment des S. cellulosum So ce56 Fdx3 mit den Homologe aus
Stigmatella aurantiaca DW4/3-1, Myxococcus xanthus DK1622 und Anaeromyxobacter
dehalogenans 2CP-C

Die homologen Proteine wurden durch eine Blast-Suche mit der Fdx3 Sequenz identifiziert.
Es handelt sich um die Produkte der Gene EAU62693.1 (Stigmatella), MXAN 2926
(Myxococcus) und Adeh 1216 (Anaeromyxobacter). Das gezeigte Alignment wurde mit den
Programmen ,,Clustal W* und ,,Boxshade‘ generiert. Identische Aminosédurereste sind schwarz
unterlegt, konservierte Reste grau.

Den beiden [3Fe-4S]-Cluster Ferredoxinen Fdx2 und Fdx8 konnte weder anhand ihres
genomischen Kontextes noch ihrer spektralen Eigenschaften eine eindeutige Funktion
zugeordnet werden. Im Gegensatz zu Fdx3 und Fdx5 wiesen beide jedoch dhnlich wie Fdx1
einen relativ sauren pl auf, was fiir eine mogliche Interaktion mit Cytochromen P450
forderlich sein konnte, da bekannt ist, dass bei diesen Interaktionen die Ladung der Proteine
von Bedeutung ist (Miiller et al., 1999; Usanov et al., 2002). Dariiber hinaus deutete die
phylogenetische Analyse (vergleiche Abbildung 3.1.1.1) auf eine Verwandtschaft des Fdx8 zu
drei Streptomyces Ferredoxinen (Trower et al., 1990b; Lei et al., 2004; Chun et al., 2007) hin,

die zumindest in der Lage sind, ein Cytochrom P450 zu binden.
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Da zum Autfbau einer funktionellen Elektronentransferkette neben den Ferredoxinen auch
Ferredoxin Reduktasen bendtigt werden, wurde das Genom von Sorangium cellulosum So
ce56 nach geeigneten Kandidatengenen durchsucht. Die Ferredoxin Reduktasen FARA und
FdRB wurden beide durch eine ,,Blast Suche identifiziert. Die besten Ergebnisse wurden
dabei mit der E. coli Ferredoxin-NADP Reduktase — auch Flavodoxin Reduktase genannt —
(P28861) und der Spinat Ferredoxin-NADP Reduktase (P004559) erzielt. Weder das fdrA
Gen noch das fdrB Gen scheint Teil eines Operons zu sein; auch liegt keines der beiden Gene
in der Néhe zu einem der Ferredoxin oder Cytochrom P450 Gene. Diese rdumliche Trennung
der Ferredoxin Reduktase Gene von den Genen der Ferredoxine und/oder Cytochrom P450
Enzyme ist bei Sekunddrmetabolitproduzenten (Parajuli et al., 2004) verbreitet, erschwert
jedoch die Identifikation der einzelnen Komponenten eines Cytochrom P450 Systems
erheblich. Hinzu kommt die Tatsache, dass Ferredoxin Reduktasen of nur relativ niedrige
Expressionslevel aufweisen und unter Umstdnden dazu tendieren, ihren Flavinkofaktor zu
verlieren (Ramachandra ef al., 1991; Jenkins und Waterman, 1994; Ewen et al., 2008). Daher
sind Ferredoxin Reduktasen oft die am meisten vernachldssigte Komponente der Cytochrom
P450 Systeme. Da sie durch ihre Verwandtschaft zu den Ferredoxin Reduktasen aus E. coli
und Spinacia oleracea identifiziert wurden, ist es folgerichtig, beide myxobakterielle
Reduktasen der Flavoprotein Familie der Ferredoxin Reduktasen zuzuordnen, der auch die
beiden Vergleichsproteine angehoren (Karplus ef al., 1991; Ingelman et al., 1997). AuBlerdem
weisen FARA und FdRB beide die Aminosduresequenz RxYS(T) auf, die als eines der am
starksten konservierten Motive der Ferredoxin Reduktase Familie gilt (Dym und Eisenberg,
2001). Das Molekulargewicht der Sorangium cellulosum So ce56 Ferredoxin Reduktasen
dhnelt mit 30,5 kD (FdRA) bzw. 26,7 kD (FdRB) ebenfalls den Werten, die von Mitgliedern
der Ferredoxin Reduktase Familie wie den Ferredoxin Reduktasen aus E. coli (27,6 kD,
(Bianchi et al., 1993)), A. vinelandii (29 kD, (Sridhar Prasad et al., 1998)) und Spinat (35,3
kD, (Karplus et al., 1984)) bekannt sind. Die funktionell dhnlichen, jedoch mit der Ferredoxin
Reduktase Familie nicht verwandten Mitglieder der Glutathion Reduktase Familie wie AdR
oder die zur AdR homologen Proteine aus der Spalthefe oder aus Mycobacterium tuberculosis
hingegen sind mit einem Molekulargewicht von ca. 50 kD deutlich groBer (Sagara et al.,
1993; McLean et al., 2003; Ewen et al., 2008). Trotz der Unterschiede im Molekulargewicht
gleichen die beiden myxobakteriellen Reduktasen aber hinsichtlich ihres experimentell
ermittelten isoelektrischen Punktes (FARA ca. pH 6,3-6,4; FARB pH 7,1) eher der AdR (ca.
pH 7 (Ziegler et al., 1999)) als der Ferredoxin Reduktase aus E. coli (pH 4,8; (Mclver et al.,
1998)).
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FdRA und FdRB =zeigen beide in ihrer Sequenz die typische Ferredoxin Reduktase
Dominenstruktur (Carrillo und Ceccarelli, 2003) mit je einer Doméne fiir die Bindung von
NADPH und FAD. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass beide Proteine als Monomere
vorliegen, die ein nicht-kovalent gebundenes FAD pro Proteinmolekiil als prosthetische
Gruppe enthalten. Dieser Aufbau ist den Ferredoxin Reduktasen der Ferredoxin Reduktase
Familie (z.B. aus E. coli (Mclver et al., 1998)) wie auch der Glutathion Reduktase Familie
(z.B. AdR (Foster und Wilson, 1975)) gemein (Carrillo und Ceccarelli, 2003). Das FAD als
prosthetische Gruppe verleiht den Flavoproteinen im oxidierten Zustand ihre typische gelbe
Farbe und ist fiir die charakteristischen Absorptionsmaxima bei ca. 360 nm und 450 nm
verantwortlich (Macheroux, 1999). Durch die jeweilige Umgebung des FAD im Protein kann
es zu leichten Verschiebungen dieser Maxima kommen; auBBerdem weisen die Proteinspektren
normalerweise noch eine Schulter hinter dem zweiten Maximum auf. Bei der FARA liegen die
durch den Chromophor hervorgerufenen Maxima bei 369 nm und 448 nm; zudem ist eine
Schulter bei 473 nm zu beobachten. Ahnliche Werte sind von Cytochrom P450 assoziierten
Ferredoxin Reduktasen wie der mitochondrialen AdR (Maxima bei 376 und 450 nm, Schulter
bei 475 nm (Sagara et al., 1993)) oder der bakteriellen PdR (Maxima bei 379 und 455 nm,
Schulter bei 480 nm (Sevrioukova und Poulos, 2002)) bekannt. Die myxobakterielle FdRB
hingegen weist im Vergleich dazu eine Verschiebung der Maxima zu ldngeren Wellenldngen
hin (Maxima bei 388 nm und 457 nm, Schulter bei 490 nm) auf wie sie auch bei der
Ferredoxin Reduktase aus E. coli auftritt (Maxima bei 400 nm und 456 nm, Schulter bei 483
nm (Mclver et al., 1998)). Die molaren Extinktionskoeffizienten bei den flavintypischen
Maxima bei ca. 450 nm sind fiir FARA (8760 M - cm™) und FdRB (8730 M - cm™) sehr
dhnlich und stimmen in der GroBenordnung auch mit dem fiir die E. coli Ferredoxin
Reduktase verdffentlichen Wert (7100 M - em™ (Mclver et al., 1998)) sehr gut iiberein.

Die meisten Ferredoxin Reduktasen sind spezifisch fir NADPH (Carrillo und Ceccarelli,
2003) (z.B. Spinat Ferredoxin Reduktase (Nakamura und Kimura, 1971), E. coli Flavodoxin
Reduktase (Leadbeater et al., 2000) oder AdR (Lambeth und Kamin, 1976)), einige aber auch
fiir NADH (z.B. PdR (Roome et al., 1983) oder Methylosinus trichosporium FdR (Chen und
Yoch, 1989)). Es gibt allerdings auch Félle, wie bei der Arhl aus S. cerevisiae, in denen die
Ferredoxin Reduktase sowohl NADH als auch NADPH mit anndhernd gleicher Effizienz
verwenden kann (Lacour et al., 1998). Die myxobakteriellen Ferredoxin Reduktasen FARA
und FdRB konnten sowohl mit NADH als auch mit NADPH reagieren, zeigten aber beide
eine deutliche Priferenz fiir NADPH. Der apparente K;,, Wert fiir NADPH betrédgt bei FARA
474 uM und bei FARB 120uM. Im Vergleich zu vielen anderen Ferredoxin Reduktasen (K,
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NADPH z.B. 2,2 uM bei Spinat Ferredoxin Reduktase (Nakamura und Kimura, 1971), 1,82
uM bei boviner AdR (Lambeth und Kamin, 1976), 3,9 uM bei E. coli Flavodoxin Reduktase
(Leadbeater et al., 2000), 4,1 uM bei Mycobacterium tuberculosis FprA (McLean et al.,
2003) und 11,3 uM bei Arabidopsis thaliana mitochondrialer FdR (Takubo et al., 2003))
erscheinen diese Werte relativ hoch, allerdings wurden auch bereits dhnlich hohe K,, Werte
fiir den primdren FElektronendonor beobachtet (K,, NADH 125 puM bei Methylosinus
trichosporium FdR (Chen und Yoch, 1989)).

Reduziert man FARA und FdRB so zeigen sich eindeutige Unterschiede zwischen den
Proteinen. Zwar lauft eine Reduktion mit Dithionit bei beiden Proteinen nur relativ langsam
und ohne Bildung eines Semichinons ab, jedoch ist sie nur bei FARB vollstindig reversibel,
wihrend FARA im reduzierten Zustand bzw. bei Reoxidation durch Luftsauerstoff sein FAD
zu verlieren scheint. Eine Destabilisierung im reduzierten Zustand wurde auch bei der E. coli
Flavodoxin Reduktase beschrieben (Jarrett und Wan, 2002); bei diesem Potein kam es zu
partieller Entfaltung und Dissoziation des FADH,. Gleichzeitig wurde eine Verminderung der
Halbumwandlungstemperatur der E. coli Flavodoxin Reduktase von 66°C im oxidierten
Zustand — einem Wert, der sehr gut mit der fiir FARB gemessenen
Halbumwandlungstemperatur von 67,1°C iibereinstimmt — auf 41°C im reduzierten Zustand
beobachtet.

Wird NAD(P)H als Reduktionsmittel verwendet, so ist in der ESR-Spektroskopie bei FARA
wie auch bei FARB die Bildung eines blauen Semichinons zu beobachten. Die Bildung
neutraler Semichinonradikale wurde auch bei verschiedenen anderen Ferredoxin Reduktasen
wie Spinat Ferredoxin Reduktase (Huang et al., 1969), E. coli Ferredoxin Reduktase (Mclver
et al., 1998) und AdR (Kitagawa ef al., 1982) nachgewiesen. Das FARB Semichinon ist auch
in der UV/Vis-Spektroskopie gut sichtbar, wahrend bei der FARA das Semichinonsignal bei
dieser Methode durch das Signal des stark ausgebildeten CT-1 Komplexes (FARAx-NADPH)
iiberlagert ist. Ebenfalls erkennbar ist im Fall der FARA ein Maximum bei ca. 800 nm, das auf
einen CT-2 Komplex (FdRAred—NADP+) zuriickzufiihren ist. Die Bildung von CT Komplexen
ist ebenfalls von Ferredoxin Reduktasen wie der AdR (Lambeth und Kamin, 1976) oder der
Ferredoxin Reduktase aus Anabaena (Tejero et al., 2007) bekannt. Daher kann das
unterschiedliche Verhalten der beiden myxobakteriellen Ferredoxin Reduktasen bei der
Reduktion nicht als Indiz fiir eine mdgliche Rolle in CytochromP450 Systemen gewertet

werden.
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4.2. Interaktion der Ferredoxine und Ferredoxin Reduktasen

Da weder durch den genomischen Kontext, die phylogenetische Analyse oder die
biophysikalische Charakterisierung der Ferredoxine und Ferredoxin Reduktasen aus
Sorangium cellulosum So ce56 bestimmt werden konnte, welche der Proteine als
Komponenten von Cytochrom P450 Systemen in Frage kommen, sollte die Fahigkeit der
Ferredoxine und Ferredoxin Reduktasen getestet werden, miteinander in Wechselwirkung zu
treten.

Hierzu wurde zunéchst der Cytochrom ¢ Reduktionsassay verwendet. Dieser Test ist eine bei
der Untersuchung von Klasse I Cytochrom P450 Systemen etablierte Methode, um die
Féhigkeit eines Ferredoxins zur Interaktion mit einer Ferredoxin Reduktase zu ermitteln
(Schiffler et al., 2004a). Der Test beruht auf der Reduktion von Cytochrom c, das die dafiir
benotigten Elektronen iiber eine aus einer Ferredoxin Reduktase und einem Ferredoxin
bestehenden Elektronentransferkette von NAD(P)H erhilt. Die Reduktion des Cytochrom ¢
kann photometrisch anhand der Absorptionsdnderung bei 550 nm verfolgt werden. Da die mit
den Kombinationen der myxobakteriellen Proteine erhaltenen Cytochrom ¢ Reduktionsraten
[nmol Cytochrom c reduziert pro min] unter den iiblichen Konzentrationsbedingungen (0,05
uM FdR, 2 uM Fdx und 100 pM Cytochrom c (Schiffler ef al., 2004a)) im Vergleich zu den
parallel getesteten Kontrollkombinationen Adx-AdR (10,8 + 0,2) und Spinat Fdx-FdR (3,8 +
0,1) sehr niedrig und daher stark fehlerbelastet waren (Fdx1-FdRB: 1,19 + 0,02, alle anderen
Mittelwerte < 0,2 und mit Standardabweichung im Bereich der Negativkontrollen) wurde fiir
die Kombinationen der myxobakteriellen Ferredoxine und Ferredoxin Reduktasen die
Proteinkonzentration auf 1 uM FdR und 10 puM Fdx erhéht. Unter diesen optimierten
Bedingungen ergab sich folgendes Bild (Abbildung 4.2.1): das deutlich beste Ergebnis wurde
auch hier mit der Kombination Fdx1-FdRB erzielt, aber auch die Kombinationen Fdx2-FdRA,
Fdx8-FdRA und Fdx8-FdRB zeigten eine deutlich hohere Cytochrom ¢ Oxidationsrate als die
jeweilige Kontrolle ohne Ferredoxin. Uberraschenderweise zeigt die Kombination Fdx3-
FdRB eine im Vergleich zur Kontrolle verminderte Reduktion des Cytochrom c; dies konnte
darauf hindeuten, dass Fdx3 entweder die Reduktion der FARB behindert, oder aber dass
Fdx3 Elektronen von FdRB aufnimmt, diese aber nicht auf Cytochrom c iibertragen kann. Da
nicht vorausgesetzt werden kann, dass alle Ferredoxine mit Cytochrom c interagieren koénnen,
wurden zusitzlich Tests durchgefiihrt, bei denen die Oxidation von NADPH als Ma8 fiir die

Effizienz der Elektroneniibertragung von einer Ferredoxin Reduktase auf ein Ferredoxin
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verwendet wurde. Hierbei zeigte sich (Abbildung 4.2.2), dass die Kombinationen der FARB
mit Fdx2 bzw. Fdx8 sehr viel hohere NADPH Oxidationsraten aufwiesen als Fdx1-FdRB.
Dies konnte damit erklart werden, dass die beiden [3Fe-4S]-Cluster Ferredoxine nur schlecht
Elektronen auf Cytochrom c iibertragen kdnnen. Es ist aber auch denkbar, dass bei diesen
Kombinationen eine Entkopplung auftritt und ROS (reactive oxygen species) gebildet werden.
Die unterschiedlichen Ferredoxin Kombinationen mit FARA weisen alle recht &hnliche
NADPH Oxidationsraten auf, die etwas hoher als die Kontrolle ohne Ferredoxin sind. Die
Kombination Fdx3-FdRB weist ebenso wie beim Cytochrom ¢ Test eine niedrigere Aktivitit
auf. Diese Beobachtung spricht fiir die Erkldrung, dass Fdx3 die Reduktion von FdRB
inhibiert. Interessanterweise konnte im NADPH Oxidationsassay ein dhnliches Verhalten bei

der Kombination Fdx5-FdRB beobachtet werden.
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Abbildung 4.2.1: Aktivitit verschiedener Kombinationen von Ferredoxinen und
Ferredoxin Reduktasen aus Sorangium cellulosum So ce56 im Cytochrom ¢
Reduktionsassay

Die Reduktion von Cytochrom ¢ in Abhangigkeit verschiedener Fdx-FdR Kombinationen
wurde iiber einen Zeitraum von 60 s bei einer Wellenlinge von 550 nm (£550 = 20,000 M
cm™ (Schiffler et al., 2004a)) verfolgt. Ein typischer Reaktionsansatz enthielt 1 uM FdR, 10
uM Fdx und 100 pM Cytochrom ¢ in 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von NADPH zu einer Endkonzentration von 200 uM gestartet. In
hellgrau sind die Kombinationen mit FARA dargestellt, in dunkelgrau die Kombinationen mit
FdRB. AuBlerdem wurden Ansdtze ohne Ferredoxin, nur mit der jeweiligen Reduktase
getestet. Fiir jede Kombination wurden mindestens Triplikatmessungen durchgefiihrt.
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Abbildung 4.2.2: Aktivitit verschiedener Kombinationen von Ferredoxinen und
Ferredoxin Reduktasen aus Sorangium cellulosum So ce56 im NADPH Oxidationsassay
Die Oxidation von NADPH in Abhingigkeit verschiedener Fdx-FdR Kombinationen wurde
bei einer Wellenlinge von 340 nm (g3 = 6220 M'cm™) gemessen. Ein typischer
Reaktionsansatz enthielt 2 uM FdR, 20 uM Fdx und 200 uM NADPH in 10 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, in einem Volumen von 500 pl. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von NADPH gestartet und iiber einen Zeitraum von 5 min verfolgt. In hellgrau sind
die Kombinationen mit FdARA dargestellt, in dunkelgrau die Kombinationen mit FARB. Als
Kontrolle dienten Ansétze, die nur die jeweilige Ferredoxin Reduktase enthielten (-) bzw. nur
NADPH im Reaktionspuffer (NK, schwarz). Fiir jede Kombination wurden mindestens
Triplikatmessungen durchgefiihrt.

Fasst man die Ergebnisse aus dem Cytochrom ¢ Reduktionsassay und dem NADPH
Oxidationsassay  zusammen, so ldsst sich sagen, dass die effizientesten
Elektronentransferketten und damit die erfolgversprechendsten Kandidaten fiir eine Funktion
in Cytochrom P450 Systemen die Kombinationen Fdx1-FdRB, Fdx2-FdRB und Fdx8-FdRB
sind. Allerdings geben beide Testsysteme nur Auskunft {iber den Elektronenfluss von der
Ferredoxin Reduktase zum Ferredoxin und erlauben keinen Riickschluss darauf, ob ein
bestimmtes Fdx mit einem bestimmten CYP interagieren kann. Daher wurden in vitro
Rekonstitutionsassays mit zwei verschiedenen Cytochrom P450 Enzymen durchgefiihrt. Es
zeigte sich, dass tatsdchlich die drei Kandidatenkombinationen Fdx1-FdRB, Fdx2-FdRB und
Fdx8-FdRB als Elektronentransferkette zu Cytochrom P450 Enzymen dienen kdnnen, obwohl
auch andere Kombinationen (Fdx2-FdRA und Fdx8-FdRA) in geringerem Umfang dazu in
der Lage sind. Die als Elektronenmediatorproteine in Cytochrom P450 Systemen aktiven
Ferredoxine Fdx1, Fdx2 und Fdx8 sowie die Ferredoxin Reduktase FdRB sollen im

Folgenden im Detail betrachtet werden.
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4.3. FdRB

Wie bereits beschrieben gehort die FARB der Ferredoxin Reduktase Familie an, zu der auch
die Chloroplasten Ferredoxin Reduktasen und einige Ferredoxin Reduktasen bakteriellen
Ursprungs gezdhlt werden (Sridhar Prasad ef al., 1998; Dym und Eisenberg, 2001; Karplus
und Faber, 2004). Obwohl keine strukturelle Verwandtschaft mit den Cytochrom P450
System assoziierten Ferredoxin Reduktasen der Glutathion Reduktase Familie — wie
beispielsweise der AdR (Hanukoglu und Gutfinger, 1989; Ziegler ef al., 1999) — besteht, ist
eine durch konvergente Evolution entstandene funktionelle Verwandtschaft nachgewiesen
(Ziegler et al., 1999; Carrillo und Ceccarelli, 2003; Aliverti et al., 2008). Daher kénnen
Ferredoxin Reduktasen wie beispielsweise die Reduktasen aus Spinat (Nakamura und
Kimura, 1971) oder E. coli (Mclver et al., 1998) in Kombination mit Ferredoxin bzw.
Flavodoxin oftmals funktionelle Elektronentransferketten zu verschiedenen Cytochromen
P450 bilden, obwohl sie eigentlich keine Komponenten von Cytochrom P450 Systemen sind
(Jenkins und Waterman, 1994; Jenkins und Waterman, 1998; Faro et al., 2003; Chun et al.,
2006; Gonip et al., 2009). Ferredoxin Reduktasen beider Familien kénnen teilweise auch in
Kombination mit Ferredoxinen (oder bei der E. coli Flavodoxin Reduktase auch
Flavodoxinen) aus anderen Spezies eingesetzt werden (siche die Ubersichtsarbeit von
Hannemann, 2007 (Hannemann et al., 2007)). Diese bei Ferredoxin Reduktasen offenbar
verbreitete Fdhigkeit, mit unterschiedlichen Ferredoxinen in Wechselwirkung treten zu
konnen, wurde auch bei der myxobakteriellen FARB beobachtet, die in der Lage ist, alle drei
myxobakteriellen Ferredoxine, fiir die eine Interaktion mit einem Cytochrom P450 Enzym
nachgewiesen werden konnte, zu reduzieren. Dies ist besonders bemerkenswert, da es sich
einmal um ein [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxin (Fdx1) handelt, wihrend die anderen beiden
Ferredoxine (Fdx2 und Fdx8) jeweils einen [3Fe-4S]-Cluster gebunden haben. Dariiber
hinaus zeigte sich, dass FARB auch die mitochondrialen [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine Adx
und E‘[plfcl reduzieren kann (siche Abschnitt 3.5.). Ein &hnliches Beispiel fiir die
Kompatibilitit von Klasse 1 Ferredoxinen und Ferredoxin Reduktasen unterschiedlichen
Ursprungs ist auch aus einem Actinobakterium bekannt: die zu dem bakteriellen Cytochrom
P450 System gehorende, NADH-abhéngige Ferredoxin Reduktase FdRmor kann sowohl mit
dem autologen [3Fe-4S]-Cluster Ferredoxin Fdmor wie auch mit Adx interagieren, nicht

jedoch mit Spinat Ferredoxin.
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Um die Frage zu beantworten, wie genau die Interaktion der FARB mit den unterschiedlichen
Ferredoxinen erfolgt, sind sicherlich weiterreichende Strukturstudien erforderlich. Jedoch
kann vermutet werden, dass wie bei anderen Ferredoxin Reduktasen auch ionische
Wechselwirkungen eine Rolle spielen, bei denen basische Reste der Ferredoxin Reduktase
und saure Reste des Ferredoxins miteinander wechselwirken (Aliverti et al., 2008). Dafiir
spricht auch, dass die drei myxobakteriellen Ferredoxine Fdx1, Fdx2 und Fdx8 (pI 4,1 — 4,6)
sowie das Adx (4,0 (Maruya et al., 1983)) dhnliche isoelektrische Punkte aufweisen. Auch
dhnelt der experimentell fiir FARB ermittelte pI (ca. 7) dem der AdR (ca. 7 (Ziegler et al.,
1999)). Interessanterweise liegt der experimentell bestimmte pl der FARB damit um fast 1 pH
Einheit unter dem theoretischen pl; Ahnliches wurde auch bei der Ferredoxin Reduktase aus
E. coli berichtet, bei der jedoch sowohl der experimentell ermittelte pI (4,8) als auch der

theoretischen pl (6,2) (Mclver et al., 1998) deutlich saurer als bei der FdRB ist.
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4.4. Fdx1

Fdx1 kann von der myxobakteriellen FARB Elektronen aufnehmen und diese auch am
effizientesten von allen getesteten myxobakteriellen Ferredoxinen auf Cytochrom c¢
iibertragen. Mit FARA hingegen zeigte Fdx1 nur eine schwache Aktivitidt sowohl im NADPH
Oxidationsassay als auch im Cytochrom ¢ Test, so dass davon ausgegangen werden kann,
dass FARB der Hauptelektronenlieferant fiir Fdx1 ist. Obwohl besonders das Ergebnis des
Cytochrom ¢ Assays vielversprechend aussah und Fdx1 auch beziiglich seiner
biophysikalischen Eigenschaften von allen hier untersuchten Ferredoxinen am &hnlichsten zu
den klassischen CYP Klasse I assoziierten Ferredoxinen Adx und Pdx ist, zeigte sich, dass
Fdx1 als Elektronenmediator zu dem autologen CYP260A1 nicht geeignet ist. Allerdings ist
Fdx1 als einziges myxobakterielles Ferredoxin in der Lage, Elektronen auf das heterologe
mitochondriale CYP11A1 zu iibertragen. Interessanterweise handelt es sich bei Fdx1 ebenso
wie bei Adx, dem physiologischen Redoxpartner des CYP11A1, um ein Ferredoxin mit einem
axialen [2Fe-2S]-Cluster. Die Charakterisierung des Fdx1 zeigte deutliche Ahnlichkeiten zu
Adx hinsichtlich der spektralen Eigenschaften (UV/Vis, CD, ESR) sowie der thermischen
Stabilitdt. Allerdings ist Fdxl mit einer Lénge von 118 Aminosduren und einem
Molekulargewicht von 12,8 kD etwas kleiner als das mature Adx, das aus 128 Aminoséuren
besteht und ein Molekulargewicht von 14,4 kD aufweist. Auch der isoelektrische Punkt des
Fdx1 ist mit 4,6 (theoret. 4,9) etwas weniger sauer als der des bovinen Adx (4.0, (Maruya et
al., 1983)). Dieser Unterschied konnte dazu beitragen, dass Fdx1 nicht in der Lage ist,
effizient mit der AdR oder dem AdR-Homolog der Spalthefe, Arhl, zusammenzuarbeiten, da
bekannt ist, dass elektrostatische Aspekte eine Rolle bei der Wechselwirkung von
Ferredoxinen mit ihren Interaktionspartnern spielen (Jenkins und Waterman, 1994; Sagara et
al., 1999; Schiftler et al., 2004b).

Um weitere Ahnlichkeiten oder Unterschiede zu Adx aufzudecken, wurde das Redoxpotential
von Fdx1 spektroskopisch mithilfe des Farbstoffes SafraninT (Uhlmann et al, 1997)
bestimmt. Das Redoxpotential von Fdx1 lag mit -362 + 23 mV (n = 7) um etwa 90 mV unter
dem des Adx (-273 mV,; (Grinberg et al., 2000)) und damit schon beinahe in dem fiir
Pflanzen-Typ Ferredoxine typischen Bereich von -390 mV bis -425 mV (Cammack et al.,
1977). Ein dhnlich niedriges Redoxpotential weist mit -353 mV auch das zum bovinen Adx
homologe und ebenfalls in den Mitochondrien lokalisierte [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxin aus

Schizosaccharomyces pombe — Etplfd (electron transport protein 1 ferredoxin domain) — auf
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(Schiffler et al., 2004a). Das heterolog in E. coli exprimierte E‘cplf‘jl ist mit einer Linge von
127 Aminosduren nur um einen Rest kiirzer als das mature bovine Adx und dhnelt diesem
entsprechend auch hinsichtlich seines Molekulargewichts von 14,1 kD mehr als Fdx1. Auch
die durch spektroskopische Untersuchungen (UV/Vis, CD, ESR) erhaltenen Daten weisen auf
verwandte Proteinstrukturen von Adx und Etplfd hin (Schiffler et al., 2004a).
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass Etpl™ Adx sowohl in vivo in der Spalthefe
(Bureik et al., 2002) als auch in vitro in Rekonstitutionsassays funktionell ersetzten und
Elektronen auf Sduger-Cytochrome P450 (u.a. CYP11A1) tibertragen kann (Schiffler et al.,
2004a). Dariiber hinaus ist rekombinantes Etp1™ in vitro auch in der Lage, Elektronen von der
bovinen AdR auf das bakterielle CYP106A2 aus Bacillus megaterium zu iibertragen. Damit
ist es das erste bekannte Ferredoxin aus einem einzelligen Organismus, das sowohl bakterielle
als auch mitochondriale Klasse I Cytochrome P450 vollstindig reduzieren kann (Bureik et al.,
2002). Dies ist umso Tlberraschender, da davon ausgegangen werden kann, dass die

physiologische Funktion des Etplfd

in der Hefe nicht in der Reduktion von Cytochrom P450
Enzymen besteht, da S. pombe tiber keine mitochondrialen Cytochrome P450 verfiigt (Bureik
et al., 2002). Vielmehr wird vermutet, dass Etp1™ in S. pombe eine dhnliche Funktion erfiillt
wie das Adx Homolog Yahl in S. cerevisiae (Lill und Miihlenhoff, 2006), fiir das eine Rolle
in der Biosynthese von Eisen-Schwefel-Clustern beschrieben ist, bei der es moglicherweise
die Elektronen fiir die Reduktion von Schwefel zu Sulfid bereitstellt (Schiffler et al., 2004a;
Ewen et al., 2008).

Die physiologische Aufgabe von Fdxl liegt vermutlich ebenfalls in der Biosynthese von
Eisen-Schwefel-Clustern. Dies legt sowohl der genomische Kontext als auch die
phylogenetische Analyse nahe.

Generell werden drei Systeme unterschieden, die fiir die Bildung von Eisen-Schwefel-
Clustern verantwortlich sind. Dabei handelt es sich um die NIF (Nitrogen Fixation), SUF
(mobilization of Sulfur) und ISC (Iron—Sulfur-Cluster formation) Maschinerien, die in allen
drei Reichen gefunden wurden. Das NIF System kommt in stickstofffixierenden Organismen
vor und ist fiir die Biosynthese der Eisen-Schwefel-Cluster des Nitrogenase Systems
verantwortlich. Das SUF System iibernimmt bei vielen Bakterien die generelle Eisen-
Schwefel-Cluster Biogenese unter Eisenmangelbedingungen und bei oxidativem Stress; es
scheint auflerdem das einzige fiir die Bildung von Eisen-Schwefel-Clustern verantwortliche
System bei den Archaea und den Cyanobakterien sowie bei vielen Gram-positiven,
pathogenen und thermophilen Bakterien zu sein. Dariiber hinaus stammt in Ubereinstimmung

mit der Endosymbiontentheorie auch die Eisen-Schwefel-Cluster Biosynthese Maschinerie in
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Chloroplasten vom bakteriellen SUF System ab. Das isc System schlief3lich ist das generelle
“housekeeping” System fiir die Bildung von Eisen-Schwefel-Clustern in (insbesondere Gram-
negativen) Eubakterien und stellt daneben auch die Basis der mitochondrialen Eisen-Schwefel
Cluster Biosynthese Maschinerie dar (Takahashi und Tokumoto, 2002; Bandyopadhyay et al.,
2008; Fontecave und Ollagnier-de-Choudens, 2008).

Alle drei Systeme beinhalten eine Cystein Desulfurase (NifS, SufS und IscS), die den
benotigten Schwefel fiir die Cluster Biosynthese liefert, sowie mindestens ein Scaffold Protein
(IscU, NifU, NFU, SufU und SufA, IscU (eukaryotisch ISU), IscA (eukaryotisch ISA)), an
dem die Eisen-Schwefel-Cluster assembliert werden. Dariiber hinaus sind in den
unterschiedlichen Systemen noch weitere Proteinkomponenten beteiligt (Abbildung 4.4.1),

von denen hier allerdings nur die Komponenten des isc Systems besprochen werden sollen.
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Abbildung 4.4.1: Schematische Darstellung der Eisen-Schwefel-Cluster Biosynthese

Die zentrale Komponente des jeweiligen Systems ist das Scaffold Protein, an dem der Cluster
aus Schwefel von der Cystein Desulfurase und Eisen von einem Eisendonor (isc:
mitochondrial: Frataxin bzw. E. coli: CyaY oder IscA) gebildet wird. Der Cluster wird
anschlieBend vom Scaffold Protein unter Mitwirkung weiterer Proteine auf das eigentliche
Zielprotein iibertragen. Reproduziert mit Genehmigung von Elsevier aus (Arch. Biochem.
Biophys.), (Vol 474), Fontecave und Ollagnier-de-Choudens, ,Iron—sulfur cluster
biosynthesis in bacteria: Mechanisms of cluster assembly and transfer*, (226-237), (2008).
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Abbildung 4.4.2: Schematische Darstellung des isc Operons in E. coli und A. vinelandii
Das Operon enthélt die Gene fiir den negativen Regulator IscR, die Cysteindesulfurase IscS,
die Scaffold Proteine IscU und IscA, die beiden Chaperone HscB und HscA sowie ein
Ferredoxin. Reproduziert mit Genehmigung aus Bandyopadhyay et al. (2008) (Biochem. Soc.
Trans.), (Vol. 36), (1112-1119).

Fast alle bislang bekannten Genome Gram-negativer Bakterien zeigen dieselbe genomische
Organisation der isc Gene (Frazzon et al., 2002). Das typische isc Operon umfasst wie bei
Escherichia coli und Azotobacter vinelandii (Abbildung 4.4.2) sieben Gene: iSCR-iScS-iscU-
iscA-hscB-hscA-fdx (Bandyopadhyay et al., 2008). Dabei ist IscS die Cystein Desulfurase,
IscU das Haupt-Scaffold Protein und IscA ein weiteres potentielles Scaffold Protein, fiir das
aber auch andere Funktionen wie beispielsweise die des Eisendonors diskutiert werden. HscA
und HscB sind fiir die Eisen-Schwefel-Cluster Biosynthese essentielle molekulare Chaperone,
die mit DnaK und Dnal eng verwandt sind, aber nur IscU als Substrat verwenden
(Bandyopadhyay et al., 2008). Das IscR Protein reguliert die Expression des Operons je
nachdem ob es in Apoform vorliegt oder einen [2Fe-2S]-Cluster inkorporiert hat (Frazzon et
al., 2002). Das fdx Gen schlieBlich kodiert ein [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxin, dessen Funktion
lange Zeit unklar war. Erst vor kurzem konnte gezeigt werden, das durch Reduktion von zwei
[2Fe—2S]**-Clustern an IscU durch Fdx ein [4Fe—4S]*"-Cluster zwischen zwei IscU Proteinen
gebildet werden kann (Fontecave und Ollagnier-de-Choudens, 2008).

Betrachtet man das putative isc Operon in Sorangium cellulosum So ce56 (Abbildung 4.4.3),
so stellt man fest, dass dieselbe Genanordnung wie im E. coli isc Operon vorliegt. Das als
Transkriptionsregulator der MerR-Familie annotierte Genprodukt von sce7328 entspricht dem
Regulator IscR, sce7329 ist homolog zu iscS; es folgen die Gene der beiden Scaffold Proteine
sce7330 (iscU) und sce7331(iscA) sowie die Gene des Kochaperons HscB (sce7332) und des
Chaperons HscA (sce7333). Den Abschluss des Operons bildet das fdx Gen sce7334.

Der putative Eisendonor des isc Systems, das mitochondriale Frataxin (UniProt Q16595) bzw.
sein bakterielles Homolog CyaY (UniProt P27838), ist wie auch bei E. coli nicht Teil des
Operons. Eine ,,Blast® Suche im Genom von Sorangium cellulosum So ce56 fiihrte aber zur
Identifikation des Gens sce2549, dessen vorhergesagtes Genprodukt eng verwandt mit CyaY

zu sein scheint und damit als Eisendonor des myxobakterielle isc System in Frage kommt.
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Abbildung 4.4.3 Darstellung des putativen isc Operons in Sorangium cellulosum So ce56

Die Gene, die vermutlich dem isc Operon angehoren, sind in dunkelgrau dargestellt. Sie sind
folgendermallen annotiert: sce7328: Transkriptionsregulator MerR-Familie, sce7329:
Cysteindesulfurase NifS, sce7330: iscU / NifU artiges Protein, sce7331: sufA, sce7332:
Cochaperon Hsc20/ Chaperon DNAJ, sce7333: Chaperon HscA, sce7334 putatives [2Fe-2S]-
Cluster Ferredoxin = Fdx1

Die Einordnung iiber den genomischen Kontext platziert Fdx1 bei den isc-Typ Ferredoxinen.
Wie bereits erwéhnt, wird dies auch durch die experimentell ermittelten Eigenschaften des
Ferredoxins gestiitzt, da sich die Eigenschaften von Adx-Typ Ferredoxinen und isc-Typ
Ferredoxinen stark dhneln (Mitou et al., 2003; Schiffler e al., 2004a). So zeigt beispielsweise
das im isc Operon kodierte [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxin aus E. coli eine Aminosédureidentitit
von etwa 30% mit maturem bovinem Adx (Tabelle 4.4.1) und auch seine spektralen
Eigenschaften stimmen sowohl mit Adx als auch mit Etpl™ und Fdx1 weitgehend iiberein
(Tabelle 4.4.2). Auffillig ist allerdings, dass beim Redoxpotential eine deutliche Diskrepanz
zwischen Adx und den isc-Typ Ferredoxinen auftritt, wobei die isc-Typ Ferredoxine durch
negativere Redoxpotentiale als die Vertebraten-Typ Ferredoxine gekennzeichnet sind (Mitou
et al., 2003). Beim E. coli Fdx wurde spekuliert, dass das stark negative Redoxpotential die
Reduktion von Fe’* zu Fe*” und S° to S* fiir die Eisen-Schwefel-Cluster Bildung erleichtern
konnte (Takahashi und Nakamura, 1999).

Die Hypothese, dass Fdx1 in Sorangium cellulosum So ce56 primér nicht mit Cytochrom
P450 Systemen assoziiert ist, ldsst die Tatsache, dass Fdxl (in Verbindung mit der
myxobakteriellen Ferredoxin Reduktase FARB) Adx in vitro ersetzen und den CYP11Al
abhédngigen Substratumsatz unterstiitzen kann, noch interessanter erscheinen. Denn Fdx1 ist
bislang das erste bakterielle Ferredoxin, fiir das diese Aktivitdt beschrieben wurde. Selbst
Pdx, das Ferredoxin des wohl am intensivsten studierten bakteriellen Klasse I Cytochrom
P450 Systems (CYP101 aus Pseudomonas putida), ist nicht in der Lage, Adx funktionell zu
ersetzen, da nur das erste Elektron auf das heterologe Cytochrom P450 iibertragen wird
(Tyson et al., 1972; Lipscomb et al., 1976; Schiffler und Bernhardt, 2003). Bislang war nur
ein einziges Ferredoxin aus einem einzelligen Organismus, Etpl™ bekannt, dass Adx im

CYPI1A1 abhingigen Substratumsatz ersetzen kann. Im Gegensatz zu Fdxl kann Etpl™
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allerdings Elektronen sowohl von der bovinen AdR (Schiffler et al., 2004a) als auch von der

endogenen Spalthefe Ferredoxin Reduktase Arh1 (Ewen ef al., 2008) aufnehmen.

Tabelle 4.4.1:
Ferredoxine

Identitat der

Aminosiaurereste

verschiedener

[2Fe-2S]-Cluster

Der Sequenzvergleich wurde mit dem Programm ,,ALIGN Query using sequence data‘“
(Pearson et al, 1997) (GENESTREAM network server IGH Montpellier FRANCE,
http://xylian.igh.cnrs.fr/bin/align-guess.cgi) durchgefiihrt.

Fdx1 Adx Etp1™ Yahl
(S. cellulosum) (B. taurus) (S. pombe) (S. cerevisiae)
Adx 24,8%
(B. taurus)
Etp1™ 35,8% 39,0%
(S. pombe)
Yahl 29,6% 34,7% 51,9%
(S. cerevisiae)
EcFdx 35,2% 30,3% 40,2% 37,3%
(E. coli)
Tabelle 4.4.2: Biophysikalische Eigenschaften verschiedener [2Fe-2S]|-Cluster
Ferredoxine
Ferredoxin Fdx1 Adx Etp1™ EcFdx
o) (S. cellulosum) (B. taurus) (S. pombe) (E. coli)
UV/Vis 455 nm 455 nm 458 nm 460 nm
411 nm 414 nm 415 nm 416 nm
321 nm 320 nm 310 nm —350 nm 325 nm
3 ek skskesksk
ESR g1=2,02 g1=2,02 g1=2,03 g1=2,02
g=1,94 g,=1,94 2= 1,94 g,=1,94
g3: L93 sk ke seskeskosk
Redox- -362 mV -273 mV -353 mV -383mV/
potential ok ok -379 mV
sksksksk

* (Uhlmann und Bernhardt, 1995)
roH (Schiffler et al., 2004a)

skeksk

koK skok

(Grinberg et al., 2000)
(Knoell und Knappe, 1974)
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Die Beobachtung, dass es sich bei den bislang einzigen Ferredoxinen aus Einzellern, die Adx
funktionell ersetzen konnen, um Proteine handelt, deren physiologische Rolle vermutlich in
der Eisen-Schwefel-Cluster Biosynthese liegt, unterstiitzt die Hypothese, dass Adx noch eine
zweite, bislang unbekannte Funktion bei der Bildung von Eisen-Schwefel-Clustern erfiillen
konnte (Lange et al., 2000). Die gezeigte Verwandtschaft von Adx und Etplf‘jl bzw. Fdx1 ist
auch vom evolutiondren Standpunkt her hochinteressant, da sich die Frage stellt, in wieweit
prokaryotische und eukaryotische mitochondriale isc Systeme konserviert und in ihren
Komponenten austauschbar sind. Dieser Fragestellung wird im Moment im Rahmen eines
Vigoni Projektes in Kooperation mit Professor Franco Bonomi und Stefania Iametti (associate

professor) an der Universitdt Mailand nachgegangen.
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4.5. Fdx2 und Fdx8

Die S. cellulosum So ce56 [3Fe-4S]-Cluster Ferredoxine Fdx2 und Fdx8 sind beide in der
Lage, Elektronen von der FdRB (und auch in geringerem Maf} von der FARA) auf CYP260A1
zu Ubertragen. CYP260A1 ist ein autologes Cytochrom P450, {iber dessen Funktion und
Substrate in vivo bislang nichts bekannt ist. In vitro konnten jedoch bereits einige Substrate
identifiziert werden, die von CYP260A1 umgesetzt werden (Khatri, 2009). Die durch eine
phylogenetische Analyse festgestellte Verwandtschaft zu Terpen-umsetzenden Cytochromen
P450 fiihrte zur Identifikation des Sesquiterpens Nootkaton, das in der vorliegenden Arbeit
als Substrat bei in vitro Rekonstitutionsassays Verwendung fand. Dariiber hinaus ergab ein
Screening einer Sammlung verschiedener chemischer Verbindungen, dass CYP260A1 auch
Steroide binden kann. Eine Umsetzung verschiedener Steroide wurde mittlerweile ebenfalls
nachgewiesen (Khatri, 2009). Interessanterweise stellen die Myxobakterien eine der wenigen
Bakteriengruppen dar, bei denen die Bildung von Steroiden beobachtet werden konnte, wobei
bislang unklar ist, welche Funktion sie in Myxobakterien erfiillen (Bode und Miiller, 2003;
Bode et al., 2003).

Wie im Ergebnisteil dargestellt, waren die Gesamtproduktbildungsrate wie auch die
Produktverteilung bei der CYP260A1 abhingigen Umsetzung von Nootkaton bei
Verwendung der Elektronentransferketten FARB-Fdx2 und FARB-Fdx8 anndhernd gleich.

Bei beiden Ferredoxinen handelt es sich um [3Fe-4S]-Cluster Ferredoxine, die ein fiir Nicht-
[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine typisches UV/Vis-Spektrum aufweisen. Betrachtet man die
beiden Proteine jedoch néher, fallen einige deutliche Unterschiede und charakteristische
Eigenschaften auf. Obwohl beide Ferredoxine die FARB der FdRA als Elektronendonor
vorzuziehen scheinen und beide in der Lage sind, Elektronen an CYP260A1 weiterzuleiten,
weisen sie eine Sequenzidentitét von nur 29,5 % (ermittelt mit,, ALIGN Query using sequence
data® (Pearson et al, 1997)) auf. Besonders im C-terminalen Bereich gibt es kaum
Sequenziibereinstimmungen bei den beiden Proteinen (Abbildung 4.5.1); es fillt allerdings
auf, dass die Anzahl der Cysteinreste bei beiden Ferredoxinen identisch (jeweils 10) ist, und
sowohl im N-terminalen Bereich als auch in der Mitte eine Hidufung von Cysteinresten
auftritt. Bei beiden Ferredoxinen tritt einmal das klassische Sequenzmotiv fiir die Bindung
eines Eisen-Schwefel-Clusters CX;X,CX;3X4CX5XsX7CP (Beinert, 1990) auf, das andere mal

liegt das Motiv in abgewandelter Form vor.
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Yy Y VY VY vy v
Fdx2 1 QBATYOTEDEIN-Bc-REERESENEADS- - - EERE]Y V[oP-BL CIECVE- - - F YEHEARQ
Fdx8 1 YVHAEPATDTVEVEVE@HHGPLAE%HPEGRKR LXELQL! I EP@E I
A A A A A A

v vy
Fdx2 52 AVCPVECCL{gNPQUV=T==VYL I ARAVRLHPDDGELKKEAAANDYPSRFRK
Fdx8 61 RCAGAR NER VGALIFEERRSPAEWQRYRE INARFFDDRIAKERAPEET - - -

Abbildung 4.5.1: Alignment der S. cellulosum So ce56 [3Fe-4S]-Cluster Ferredoxine
Fdx2 undFdx8

Das gezeigte Alignment wurde mit den Programmen ,,ClustalW* und ,,Boxshade‘ generiert.
Identische Aminosdurereste sind schwarz unterlegt, konservierte Reste grau. Die Positionen
der Cysteinreste sind durch Pfeilspitzen markiert. Fdx2 weist die beiden Sequenzen
CXXCXXCXXXCP und CXXCXXXXXXXXCXXXCP auf, wobei bekannt ist, dass
zwischen X3 und X4 bis zu 6 weitere Reste liegen konnen (Beinert, 1990). Fdx8 hingegen
zeigt zuerst das abgewandelte Motiv CXXXCXXXCXXXCP und dann erst die klassische
Sequenz CXCCXXCXXXCP.

Fdx2 weist im Vergleich zu Fdx8 eine schwichere Absorption und einen entsprechend
niedrigeren Extinktionskoeffizienten bei 400 nm auf. Fiir dieses Phdnomen sind zwei
Erklarungen denkbar: entweder liegt das Ferredoxin teilweise reduziert vor oder aber die
Probe enthilt weniger Eisen. Fiir beide Erklarungsmoglichkeiten wurden im Rahmen dieser
Arbeit Indizien gefunden. Das Verhalten in der ESR-Spektroskopie, bei der ein deutliches
Signal erst nach Zugabe des Oxidationsmittels Ferricyanid gemessen wurde, spricht dafiir,
dass Fdx2 nach der Reinigung trotz Luftkontakt groftenteils in reduzierter Form vorliegt. Die
ICP-OES Messung ergab einen Eisengehalt, der nur etwa halb so hoch wie erwartet ist. Es
besteht also die Moglichkeit, dass nur ein Teil des Fdx2 einen Cluster trigt. Eine Mischung
von Holo- und Apoprotein konnte eventuell das Auftreten von zwei Banden bei der IEF
erklaren. Allerdings ist der Ladungsunterschied durch den Eisen-Schwefel-Cluster sehr
gering, so dass eine Trennung von Holo- und Apoprotein in der IEF eher unwahrscheinlich ist
und die beiden Proteinbanden wohl eher auf posttranslationale Modifikationen
zuriickzufiihren sind. Eine andere Erkldrung fiir den Eisengehalt von 1,5 mol Eisen pro mol
Fdx2 konnte darin liegen, dass ein [3Fe-4S]-Cluster von zwei Ferredoxinmolekiilen gebunden
wird. Dies stiinde auch im Einklang mit der in der SDS-PAGE gemachten Beobachtung, dass
die Fdx2 Bande bei etwa 24 kD und damit einem Wert liegt, der dem Doppelten des

theoretischen Molekulargewichts von 12 kD entspricht. Zwar wurde auch von anderen
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Ferredoxinen berichtet, dass sie Dimere bilden konnen (Schiffler et al., 2004a), aber diese
enthielten jeweils einen Eisen-Schwefel-Cluster pro Monomer. Eine Anordnung mit nur
einem Eisen-Schwefel-Cluster pro Dimer ist bei Ferredoxinen nicht tiblich, wurde jedoch bei
anderen Proteinen wie IscU Proteinen und Glutaredoxinen, die als Scaffold-Proteine bei der
Assemblierung von Eisen-Schwefel-Clustern bzw. beim Transfer der neu synthetisierten
Cluster eine Rolle spielen, beschrieben (Bandyopadhyay et al., 2008). Eine andere Erkldrung
fiir die Diskrepanz von ermittelter Eisen- und Proteinkonzentration konnte auch in einer
unvollstindigen Herauslosung des Eisens aus Fdx2 bei der Probenvorbereitung fiir die ICP-
OES liegen.

Um zu tiiberpriifen, ob das in dieser Arbeit verwendete Fdx2 auch die korrekte Form des
myxobakteriellen Ferredoxins darstellt, sollte eine zweite Form — Fdx2L — kloniert und
exprimiert werden. Fiir diese Form wurde ein potentieller alternativer Startpunkt des fdx2
Gens angenommen, der zu einem Genprodukt fiihrt, das am N-Terminus 35 zuséitzliche
Aminosduren, inklusive eines zusétzlichen Cysteinrestes
(MPSRNRRWLPPELTPCGQASTNERTGVTPENEAKA), aufweist. Es wurden
Expressionsplasmide fiir die Expression des Fdx2L mit GS7- oder Hiss-tag hergestellt, jedoch
konnten keine Bedingungen gefunden werden, unter denen eine Expression nachweisbar war.
Daher muss davon ausgegangen werden, dass es sich bei Fdx2 um die korrekte Form des
Ferredoxins handelt.

Eine Besonderheit des Fdx8 wurde beim Vergleich des NADPH Verbrauchs und der
Gesamtproduktbildung des vollstindig rekonstituierten Systems FARB-Fdx8-CYP260A1
festgestellt. Verglichen mit dem System, das Fdx2 enthélt, ist der NADPH Verbrauch des
Fdx8 enthaltenden Systems deutlich hoher, jedoch ist die Gesamtproduktbildung beider
Systeme sehr dhnlich. Dies weist darauf hin, dass im Fdx8 enthaltenden System eine
Entkopplung des Elektronentransfers von der Hydroxylierung auftritt. Derartige
Entkopplungen, bei denen O, zu einem Superoxidradikal reduziert werden kann, sind sowohl
aus Klasse I als auch aus Klasse II Cytochrom P450 Systemen bekannt (Hanukoglu ef al.,
1993; Hanukoglu, 2006). Die Hypothese, dass Fdx8 in hohem MaBe FElektronen auf
Sauerstoff libertragt, konnte auch zur Erklarung der Diskrepanz der Ergebnisse der NADPH
und Cytochrom ¢ Tests beitragen, bei denen im NADPH Verbrauchsassay eine auffallend
hohe NADPH Oxidationsrate der Kombination Fdx8-FdRB beobachtet wurde. Auch die in
der ESR gemachte Beobachtung, dass Fdx8 unter aeroben Bedingungen kaum zu reduzieren

ist und sehr schnell reoxidiert spricht flir eine Entkopplung im Cytochrom P450 System.
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Eine weitere Besonderheit des Fdx8 ist seine Féahigkeit, im in vitro Rekonstitutionsassays mit
CYP260A1 Elektronen auch von der bovinen AdR aufnehmen zu koénnen.
Uberraschenderweise scheint der Elektronenfluss von der AdR zum Fdx8 sogar effizienter zu
sein, als beim autologen System FdRB-Fdx8 (Abbildung 4.5.2). Damit unterscheidet sich
Fdx8 sowohl von Fdx2 als auch von beispielsweise dem [3Fe-4S]-Cluster Ferredoxin Fdmor
(Sielaff und Andreesen, 2005a), die beide nicht (oder nur sehr schwach) mit AdR reagieren
konnen und stattdessen auf die Ferredoxin Reduktase aus dem jeweiligen Organismus
angewiesen sind. Eine bessere Wechselwirkung zwischen heterologen Ferredoxin und
Ferredoxin Reduktase Partnern ist zwar ungewohnlich, wurde allerdings auch schon
beispielsweise bei der AdR aus der Ratte beschrieben, die eine hohere Affinitdt gegentiber

bovinem Adx als gegeniiber dem endogenen Adx aus der Ratte aufweist (Sagara ef al., 1999).
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Abbildung 4.5.2: Vergleich der CYP260A1 abhingigen Umsetzung von Nootkaton mit
unterschiedlichen Kombinationen von myxobakteriellen Ferredoxinen und Ferredoxin
Reduktasen sowie den bovinen Proteinen Adx und AdR

Die Kombinationen Adx-AdR, Adx-FdRB wund Fdx8-AdR sind hinsichtlich der
Gesamtproduktbildung effizienter als die autologen Kombinationen Fdx2-FdRB und Fdx8-
FdRB. Adx kann sehr gut von der myxobakteriellen Reduktase FARB reduziert werden,
interagiert aber auch mafig gut mit FARA. Umgekehrt kann nur Fdx8 mit der AdR arbeiten,
Fdx2 wird von der mitochondrialen Reduktase fast nicht reduziert.
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Mit Hinblick auf das gesamte CYP260A1 System féllt auf, dass die heterologen
Kombinationen Adx-AdR und Adx-FdRB effizienter sind als sowohl die Kombination des
Fdx8 mit der AdR wie auch die beiden autologen Kombinationen Fdx2-FdRB und Fdx8-
FdRB. Dies zeigt sich nicht nur in der hoheren Gesamtproduktbildung, sondern auch in dem
erhohten Anteil des dihydroxylierten Nootkaton Produktes. Eine weitere Verschiebung des
Produktmusters hin zu mehr dihydroxyliertem Produkt wurde beobachtet (Khatri, 2009),
wenn die Elektronentransferkette zu CYP260A1 aus AdR und der verkiirzten Adx-Mutante
Adx4-108 bestand, fiir die verbesserte Interaktionen zu den natiirlichen Redoxpartnern und
eine daraus resultierende erhohte katalytische Aktivitit des Cytochrom P450 Systems
beschrieben sind (Bichet et al, 2007). Ahnliche Beobachtungen, dass heterologe
Elektronentransferketten eine ebenso hohe oder sogar hohere Effizienz als die endogene
Elektronentransportkette aufwiesen, wurden auch bei Streptomyces gemacht (Chun et al.,
2007). Im Hinblick auf eine mdgliche biotechnologische Anwendung ist diese Beobachtung
der unterschiedlichen Effizienz verschiedener Fdx-FdR Kombinationen natiirlich von groflem
Interesse, da sich einerseits die Moglichkeit eréffnet, die Reaktion durch Verbesserung des
Elektronenflusses zu beschleunigen, und andererseits das Produktmuster durch den Einsatz
verschiedener Elektronentransferketten beeinflusst werden kann. Aber auch fiir die
Grundlagenforschung ist das Vorhandensein von vier moglichen autologen
Elektronentransportketten (Fdx2-FdRA, Fdx2-FdRB, Fdx8-FdARA und Fdx8-FdRB)
interessant, da liber diese mdglicherweise die Aktivitit der myxobakteriellen Cytochrome
P450 reguliert werden konnte. In Streptomyces wurde bereits vermutet, dass die Menge an
verfiigbarer Ferredoxin Reduktase den Faktor darstellt, der die Cytochrom P450 Aktivitdt
limitiert (Hussain und Ward, 2003). Bei Sorangium cellulosum So ce56 wire
dementsprechend wegen der vier moglichen Kombinationen eine komplexe, auf die
jeweiligen Bediirfnisse angepasste Regulation sowohl iiber die Konzentrationsspiegel der

Ferredoxin Reduktasen als auch der Ferredoxine denkbar.
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4.6. Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Ferredoxine identifiziert, fiir die eine Interaktion mit
Cytochrom P450 Enzymen nachgewiesen werden konnte. Fdx1 war in Kombination mit
FdRB in der Lage, die aus Adx und AdR bestehende Elektronentransferkette im CYP11A1
abhéngigen Substratumsetzungsassay zu ersetzen, zeigte aber so gut wie keine Aktivitdt mit
dem myxobakteriellen CYP260A1. Aufgrund seiner Sequenz, seiner biophysikalischen und
biochemischen Eigenschaften sowie seinem genomischen Kontext konnte Fdx1 als isc-Typ
Ferredoxin eingeordnet werden, dessen physiologische Rolle vermutlich in der Eisen-
Schwefel-Cluster Biosynthese liegt. Als Cytochrom P450 System assoziierte Ferredoxine
wurden hingegen die beiden [3Fe-4S]-Cluster Ferredoxine Fdx2 und Fdx8 identifiziert, die
das autologe CYP260A1 reduzieren und ihrerseits (mit unterschiedlicher Effizienz) von den
beiden Ferredoxin Reduktasen FARA und FdRB reduziert werden konnten. In Kombination
mit FdARB zeigten Fdx2 und Fdx8 dabei vergleichbare Aktivititen mit CYP260A1. Das
Vorhandensein multipler Redoxketten in Cytochrom P450 Systemen ist eher ungewdhnlich,
da meist ein Elektronenmediatorprotein mit mehreren Cytochrom P450 Enzymen
wechselwirken kann. Ein bekanntes Beispiel dafiir ist das mitochondriale Adx, das Elektronen
an alle adrenalen Steroidhydroxylasen liefert (Hannemann et al., 2007).

Die Rolle der Ferredoxine Fdx3 und Fdx5 hingegen ist nach wie vor unklar. Zwar scheinen
sie in der Lage zu sein, Elektronen von FARA aufzunehmen, auf welches Protein sie diese
jedoch iibertragen ist nicht bekannt. Da die myxobakteriellen Ferredoxine, die Aktivitit in
einem Cytochrom P450 System zeigten, jedoch einen deutlich saureren pl aufwiesen, kann
aber davon ausgegangen werden, dass Fdx3 und Fdx5 keine Rolle in Cytochrom P450
Systemen spielen. Um die Rolle dieser Proteine herauszufinden wére es denkbar, DNA-
Microarrays einzusetzen, um die Genexpression unter verschiedenen Wachstumsbedingungen
zu verfolgen und so iiber Parallelen in der Genexpression mogliche Interaktionspartner zu
identifizieren. Auch die Herstellung von K.O.-Mutanten wére denkbar, um die physiologische
Funktion dieser Proteine besser einschétzen zu konnen.

Aber auch im Fall der Redoxproteine, denen eine Funktion zugeordnet werden konnte, wiren
Experimente mit DNA-Microarrays und K.O.-Mutanten sinnvoll, um die entsprechenden
Proteine im Hinblick auf ihre Aufgaben in vivo weiter zu charakterisieren. Denn es stellt sich
nun die Frage, ob auBler CYP260A1 auch die iibrigen 20 Cytochrome P450 aus Sorangium

cellulosum So ce56 von Fdx2 bzw. Fdx8 als Redoxpartner abhidngig sind und, wenn dies der
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Fall sein sollte, ob alle mit beiden Ferredoxinen gleich gut interagieren konnen oder ob es
Priferenzen fiir einen Interaktionspartner gibt. Es ist natiirlich moglich, die Cytochrome P450
in vitro mit den Fdx-FdR Kombinationen zu testen, jedoch besteht dabei das Problem, dass
zunichst ein geeignetes Substrat gefunden werden muss. Aber selbst wenn ein solches
Substrat — wie im Fall des CYP260A1 — zur Verfligung steht, kann die in vitro Rekonstitution
keine Auskunft iiber die physiologische Bedeutung eines CYP Systems geben. Mittels K.O.-
Mutanten konnte man hingegen iiberpriifen, wie sich das Fehlen einer oder mehrerer der
Komponenten auf die Myxobakterien und ihr Sekundidrmetabolitspektrum auswirkt. Eine
geeignete Methode fiir den Vergleich metabolischer Profile steht dabei mit der LC-MS zur
Verfligung (Krug et al., 2008a; Krug et al., 2008b). Mit derartigen Untersuchungen konnte
dariiber hinaus geklart werden, ob beispielsweise die FARA in vivo als ,,Ersatzreduktase® ein
Fehlen der FdRB ausgleichen kann oder ob Fdx2 und Fdx8 sich gegenseitig
komplementieren. Eine Analyse der Genexpression iiber Microarrays konnte zudem
interessante Hinweise auf die Regulation der Expression der einzelnen Proteine liefern.

Neben der Grundlagenforschung ist aber auch eine mdgliche Anwendung in der
Biotechnologie eine Richtung, die weiterverfolgt werden sollte. Cytochrom P450 Enzyme
sind an der Bildung vieler potentieller Arzneistoffe und anderer interessanter, chemisch
schwer darstellbarer Substanzen beteiligt und daher fiir eine biotechnologische Anwendung
interessant (Guengerich, 2002; Bernhardt, 2006). Da viele Myxobakterien selbst u.a. aufgrund
ihrer langen Generationszeit und fehlender Moglichkeiten zur genetischen Manipulation
wenig fir die biotechnologische Produktion geeignet sind, weicht man oft auf heterologe
Wirte aus (Gerth et al., 2003; Weissman und Miiller, 2009). So wurde beispielsweise der
Epothilon Biosynthesecluster aus Sorangium cellulosum So ce90 in S. coelicolor (Tang et al.,
2000), M. xanthus (Julien und Shah, 2002) und auch E. coli (Mutka et al., 2006) erfolgreich
exprimiert. Die Verwendung von E. coli Bakterien als heterologe Wirte fiir die Expression
von Cytochrom P450 Enzymen ist weit verbreitet; denn obwohl E. coli keine eigenen
Cytochrom P450 Enzyme besitzt, wird die katalytische Aktivitit heterologer Cytochrome
P450 in vielen Fillen von den E. coli Proteinen Flavodoxin Reduktase und Flavodoxin
unterstiitzt (Jenkins und Waterman, 1994; Jenkins und Waterman, 1998; Hannemann et al.,
2007). Die Aktivitdt des Cytochrom P450 Enzyms kann aber auch durch die Koexpression
geeigneter Redoxpartner (wie beispielsweise CYP106A2 mit Adx-AdR (Hannemann et al.,
2006)) gewdhrleistet werden, so dass gezielt Ganzzellsysteme fiir biotechnologische
Anwendungen konstruiert werden konnen. Wie am Beispiel eines CYP11B1 exprimierenden

S. pombe Stammes gezeigt wurde (Hakki e al., 2008) kann eine solche Koexpression der
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Elektronentransferkette dariiber hinaus auch zur Steigerung der Enzymaktivitit genutzt
werden. Daher ist die oftmals vernachldssigte Charakterisierung der Cytochrom P450
Elektronentransferketten ein wichtiger Punkt, um derartige Ganzzellsysteme zu optimieren
(Hannemann et al., 2007).

AbschlieBend betrachtet ist damit zu rechnen, das Cytochrom P450 Systeme aus
Myxobakterien in den nichsten Jahren das wissenschaftliche Interesse auf sich ziehen
werden, da sie ein vielfdltiges Einsatzpotenzial bei der Herstellung neuer Pharmazeutika
sowie anderer Feinchemikalien besitzen. Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden die Grundlage
fiir die weitere Untersuchung des Sorangium cellulosum So ce56 CYPoms und dessen

mogliche biotechnologische Applikation.
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6. Anhang

6.1. Ergebnisse der Blast Suche

Tabelle 6.1: Blast Suche

Mit den unter UniProt Eintrag aufgefuhrten Sequenzen wurde eine ,,Blast* Suche des S.
cellulosum So ce56 Genoms durchgefihrt. Hier aufgefiihrt und weiter bearbeitet wurden nur
Hits mit einem e-Wert von < 1e®, Die mit ,,** markierten Treffer wurden nach manueller
Ansicht von weiteren Untersuchungen ausgenommen.

UniProt Organismus Beschreibung Hit Bit e-Wert | So ce56

Eintrag score Protein
Ferredoxine

P10109 Homo sapiens [2Fe-2S] sce7334 | 43.9 2e-05 Fdx1

P00257 Bos taurus [2Fe-2S] sce7334 | 435 2e-05 Fdx1

P00259 Pseudomonas putida [2Fe-2S] sce7334 | 44.3 5e-06 Fdx1
POA9R5 Escherichia coli [2Fe-2S] sce7334| 67.8 4e-13 Fdx1

scel842 | 37.7 4e-04 *

P07324 | Clostridium pasteurianum [2Fe-2S] sce0245 | 64.7 3e-12 *

sce9225 | 63.2 le-11 Fdx3

P82802 Azotobacter vinelandii [2Fe-2S] sce9225| 57.8 4e-10 Fdx3

sce0245| 50.1 9e-08 *

069222 Azotobacter vinelandii [2Fe-2S] sce7334 | 54.3 5e-09 Fdx1

Q51383 | Pseudomonas aeruginosa [2Fe-2S] sce7334 | 63.2 9e-12 Fdx1

PAO1 sce7304 | 37.0 8e-04 | Fdx5

P80306 Rhodobacter capsulatus [2Fe-2S] sce7334 | 66.6 8e-13 Fdx1

P37098 Caulobacter crescentus [2Fe-2S] - - - -
Q98MO05 Mesorhizobium loti [2Fe-2S] sce7334 | 47.4 5e-07 Fdx1

P57661 Buchnera aphidicola [2Fe-2S] sce7334 | 73.6 6e-15 Fdx1

scel842 | 44.3 5e-06 *

P00221 Spinacia oleracea [2Fe-2S] - - - -
Q7M1S1 Petroselinum crispum [2Fe-2S] - - - -

080429 Zea mays [2Fe-2S] - - - -
POA3C8 Anabaena (strain [2Fe-2S] scel842 | 36.6 9e-04 *

PCC7119)

P00246 Spirulina platensis [2Fe-2S] - - - -
Q5RLM5 | Mycobacterium sp. HE5 [3Fe-4S] - - - -
Q7AKQ2 | Streptomyces coelicolor [3Fe-4S] - - - -

P26910 Streptomyces griseus [3Fe-4S] - - - -

P50727 Bacillus subtilis [4Fe-4S] - - - -

P00198 Clostridium acidi-urici [4Fe-4S] sce8005 | 56.6 8e-10 Fdx2
ATHI9A2 Anaeromyxobacter sp. [4Fe-4S] sce8005 | 56.6 8e-10 Fdx2

(strain Fw109-5)
Q3M338 Anabaena variabilis [4Fe-4S] sce3039 | 141 2e-35 Fdx4
ATCC 29413
QIWWwWuU2 Pseudomonas putida [4Fe-4S] sce3039 | 138 2e-34 Fdx4

QOJXFO Variovorax sp. SB1 [4Fe-4S] sce3039 | 124 4e-30 Fdx4

sce2755| 38.5 2e-04 | Fdx7

BOUJZ5 Methylobacterium sp. [4Fe-4S] sce5732 | 47.8 5e-06 Fdx6

(strain 4-46) sced434 | 46.2 1le-05 *

B2J8H3 | Nostoc punctiforme (strain [4Fe-4S] sce2755| 95.9 le-21 | Fdx7
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ATCC 29133/ PCC sce3039 | 41.2 3e-05 Fdx4
73102) sce4344 | 39.3 le-04 *
P64122 Mycobacterium [3Fe-4S], [4Fe-4S] | sceb549 | 60.8 6e-11 Fdx8
tuberculosis
P13279 Streptomyces griseus [3Fe-4S], [4Fe-4S] | sceb549 | 81.6 2e-17 Fdx8
Q9FC76 | Streptomyces coelicolor | [3Fe-4S], [4Fe-4S] | sceb549 | 82.4 le-17 Fdx8
Q9F335 Streptomyces coelicolor | [3Fe-4S], [4Fe-4S] | sce5549 | 82.4 le-17 Fdx8
Q9EWQL1L | Streptomyces coelicolor | [3Fe-4S], [4Fe-4S] - - - -
Q9EWSS5 | Streptomyces coelicolor | [3Fe-4S], [4Fe-4S] - - - -
QI9KXY1 | Streptomyces coelicolor | [3Fe-4S], [4Fe-4S] - - - -
Flavoproteine
Q97615 Buchnera aphidicola Ferredoxin sce7188 | 109 5e-25 | FdRA
Reduktase sce5135| 60,8 2e-10 | FdRB
P28861 Escherichia coli K12 Ferredoxin sce7188 | 135 7e-33 | FdRA
Reduktase sceb135| 67,4 2e-12 FdRB
scel842 | 53,1 5e-08 *
P08165 Bos taurus Ferredoxin sce5061 | 59,3 2e-09 *
Reduktase sce6398 | 48,5 3e-06 *
005783 Mycobacterium Ferredoxin sce6398 | 57,4 5e-09 *
tuberculosis Reduktase sce5061 | 43,9 6e-05 *
Q44532 Azotobacter vinelandii Ferredoxin sce7188 | 305 6e-84 | FdRA
Reduktase sce5135 | 46.6 5e-06 | FARB
P10933 Pisum sativum Ferredoxin sce5135| 67.0 5e-12 | FdRB
Reduktase
P21890 | Anabaena sp. (strain PCC Ferredoxin sce5135| 80.9 4e-16 | FdRB
7119) Reduktase
P00455 Spinacia oleracea Ferredoxin sce5135 | 66.2 9e-12 | FdRB
Reduktase
Q3SYT8 Bos taurus Cytochrome P450 |sce5135| 44.3 %9e-05 | FdRB
Reduktase
Q00141 Aspergillus niger Cytochrome P450 - - - -
Reduktase
P33164 Burkholderia cepacia Phthalat- sce5135| 50,8 3e-07 | FARB
Dioxygenase sce0245 | 43,5 5e-05 *
Reduktase scel582 | 41,6 2e-04 *
P61949 Escherichia coli Flavodoxin - - - -
034737 Bacillus subtilis Flavodoxin - - - -
034589 Bacillus subtilis Flavodoxin - - - -
Q8VQF4 Citrobacter braakii Flavodoxin - - - -
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6.2. Oligonukleotide

Tabelle 6.2: Ubersicht iiber die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Primer mit Nukleotidsequenz und Verwendungszweck
Die Schnittstellen fur die jeweiligen Restriktionsenzyme sind kursiv dargestellt, fir einen Hise-tags kodierende Abschnitte sind unterstrichen.

Bezeichnung

Nukleotidsequenz (in 5°’—3’ Richtung)

Verwendungszweck

Fdx1 Nco

CAGTCCATGGCCAAGGTCCGATTTCTG

So ce56 Gen sce7334, Primer vorwaérts, Einfligen
einer Nco | Schnittstelle

Fdx1 Hind _Eco

GCATGAATTCAAGCTTTCAGCCCTTGCGCGGATCCTTCAC

So ce56 Gen sce7334, Primer rickwaérts, Einfligen
einer Eco RI und einer Hind I11 Schnittstelle

F1 his Hind_Eco

GCATGAATTCAAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGCC
CTTGCGCGGATCCTTCAC

So ce56 Gen sce7334, Primer rickwaérts, Einfligen
eines Hisg-tags sowie einer Eco Rl und einer Hind 111
Schnittstelle

Fdx2_Nco

CAGTCCATGGCGACTTACATCACCGAAG

So ce56 Gen sce8005 Primer vorwarts, Einfligen einer
Nco | Schnittstelle

Fdx2_Hind _Eco

GCATGAATTCAAGCTTCTACTTGCGGAAGCGCGAGGGGTA
G

So ce56 Gen sce8005, Primer riickwaérts, Einfugen
einer Eco RI und einer Hind 11l Schnittstelle

F2_his_Hind_Eco

GCATGAATTCAAGCTTCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTTG
CGGAAGCGCGAGGGGTAG

So ce56 Gen sce8005, Primer rickwaérts, Einfligen
eines Hisg-tags sowie einer Eco Rl und einer Hind 111
Schnittstelle

F3_Nco

CAGTCCATGGTGCCCCAGCGAAAGCGCTACCTC

So ce56 Gen sce9225, Primer vorwaérts, Einfligen
einer Nco | Schnittstelle

F3 _Eco_Hind

GCATAAGCTTGAATTCACGCCTGCGGGGGCG

So ce56 Gen sce9225, Primer rickwaérts, Einfligen
einer Eco RI und einer Hind 11l Schnittstelle

F3 _rev_his

GCATAAGCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCGCCTGCGGGG
GCG

So ce56 Gen sce9225, Primer riickwaérts, Einfugen
eines Hisg-tags sowie einer Eco RI und einer Hind 111
Schnittstelle

Fdx4_Nco

CAGTCCATGGTCGAGCTCGTCAGCGATG

So ce56 Gen sce3039, Primer vorwaérts, Einfligen
einer Nco | Schnittstelle
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Fdx4 _Hind Eco

GCATGAATTCAAGCTTCTAGGTCTGCCGAGCGACCGTGAG

So ce56 Gen sce3039, Primer rickwaérts, Einfligen
einer Eco RI und einer Hind I11 Schnittstelle

F4 his_Hind_Eco

GCATGAATTCAAGCTTCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGGT
CTGCCGAGCGACCGTGAG

So ce56 Gen sce3039, Primer rickwaérts, Einfligen
eines Hisg-tags sowie einer Eco RI und einer Hind 111
Schnittstelle

F5_Nco CAGTCCATGGTGCCCACAGTCGTGTTCGAGG So ce56 Gen sce7304, Primer vorwaérts, Einfligen
einer Nco | Schnittstelle
F5 Eco Hind GCATAAGCTTGAATTCAGCCCTCGCGGCCGACGACC So ce56 Gen sce7304, Primer rickwaérts, Einfligen
einer Eco RI und einer Hind I11 Schnittstelle
F5 rev_his GCATAAGCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGCCCTCGCGGC | So ce56 Gen sce7304, Primer rickwaérts, Einflgen
CGACGACC eines Hisg-tags sowie einer Hind 111 Schnittstelle
F6_Nco CAGTCCATGGCGCGAGGCTCCGGGCGTCCTAAGCGC So ce56 Gen sce5732, Primer vorwarts, Einfligen
einer Nco | Schnittstelle
F6_Hind_Eco GCATAAGCTTGAATTCTAGCCGCCCGTGATC So ce56 Gen sce5732, Primer riickwaérts, Einfligen
einer Eco RI und einer Hind I11 Schnittstelle
F6 _rev_his GCATAAGCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGCCGCCCGTGA | So ce56 Gen sce5732, Primer rickwarts, Einflgen
TC eines Hisg-tags sowie einer Hind 111 Schnittstelle
F7_Nco CAGTCCATGGGTCACCTGCTCAACCGCG So ce56 Gen sce2755, Primer vorwaérts, Einfligen
einer Nco | Schnittstelle
F7 _Hind_Eco GCATGAATTCAAGCTTATCGGATGAGAAAGGGGATCTTC So ce56 Gen sce2755, Primer rickwaérts, Einfligen

einer Eco RI und einer Hind 111 Schnittstelle

F7his_Hind Eco

GCATGAATTCAAGCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTCGGA
TGAGAAAGGGGATCTTC

So ce56 Gen sce2755, Primer rickwaérts, Einfligen
eines Hisg-tags sowie einer Eco Rl und einer Hind 111
Schnittstelle

F8_Nco CAGTCCATGGCCTACGTCATCGCCGAGCCC So ce56 Gen sce5549, Primer vorwarts, Einfligen
einer Nco | Schnittstelle
F8 Hind _Eco GCATGAATTCAAGCTTAGGTTTCCTCCGGAGCGCGCTCC So ce56 Gen sce5549, Primer rickwaérts, Einfligen

einer Eco RI und einer Hind 11l Schnittstelle

F8his_ Hind_Eco

GCATGAATTCAAGCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGGTTTC
CTCCGGAGCGCGCTCC

So ce56 Gen sce5549, Primer riickwaérts, Einfugen
eines Hisg-tags sowie einer Eco RI und einer Hind 111
Schnittstelle

FdR1 Nco

CAGTCCATGGTACCCGGTTACACAGAAG

So ce56 Gen sce7188, Primer vorwaérts, Einfligen
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einer Nco | Schnittstelle

FdR1_ Hind_Eco

GCATGAATTCAAGCTTCACGCCGGGCCGGACAGGTTCG

So ce56 Gen sce7188, Primer rickwaérts, Einfligen
einer Eco RI und einer Hind 11l Schnittstelle

FdR1_his_Hind_Eco

GCATGAATTCAAGCTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCGCC
GGGCCGGACAGGTTCG

So ce56 Gen sce7188, Primer rickwaérts, Einfligen
eines Hisg-tags sowie einer Eco RI und einer Hind 111
Schnittstelle

FAR3_Nco

CAGTCCATGGTCCAAGCCGAACCGTTCGAAGCC

So ce56 Gen sce5135, Primer vorwaérts, Einfligen
einer Nco | Schnittstelle

FAR3_Eco Hind

GCATAAGCTTGAATTCAGTCGTAGCGCTCGACGTGG

So ce56 Gen sce5135, Primer riickwaérts, Einfligen
einer Eco RI und einer Hind I11 Schnittstelle

FAR3_rev_his

GCATAAGCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTCGTAGCGCT
CGACGTGG

So ce56 Gen sce5135, Primer rickwaérts, Einfligen
eines Hise-tags sowie einer Hind I11 Schnittstelle
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6.3. Verwendete Plasmide

Tabelle 6.3: Ubersicht iiber die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Klonierungs- und
Expressionsplasmide
Mit einem Stern sind die Plasmide gekennzeichnet, die erfolgreich fir die Expression der

Proteine Dbenutzt wurden. Die Nummer gibt die Position der Plasmide in der
Plasmidsammlung der Arbeitsgruppe Bernhardt an.

Plasmidvektor | Insert Bemerkung Nr.
pCR4Blunt Fdx1 Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1 nco 8.77
pCR4BIlunt Fdx2 Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1 nco 8.78
pCR4Blunt Fdx3 Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1_nco 8.93
pCR4Blunt Fdx4 Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1 nco 8.79
pCR4Blunt Fdx5 Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1_nco 9.00
pCR4Blunt Fdx6 sequenziert MWG 24.05.2006 9.05
pCR4Blunt Fdx7 sequenziert MWG 21.11.2006 10.02
pCR4Blunt Fdx8 sequenziert MWG 07.12.2006 10.04
pCR4Blunt FAR A Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1 nco 8.80
pCRA4Blunt FdR B sequenziert MWG 08.06.2006 9.11
pCR4Blunt Fdx1his sequenziert MWG 04.11.2005 8.85
pCR4Blunt Fdx2his sequenziert MWG 04.11.2005 8.86
pCRA4Blunt Fdx3his sequenziert MWG 08.06.2006 8.96
pCR4Blunt Fdx4his sequenziert MWG 20.06.2006 8.98
pCR4Blunt Fdx5his sequenziert MWG 08.06.2006/ MWG 24.05.2006 9.03
pCR4Blunt Fdx6his sequenziert MWG 24.05.2006 9.08
pCR4Blunt Fdx7his sequenziert MWG 21.11.2006 10.03
pCR4Blunt Fdx8his sequenziert MWG 07.12.2006 10.05
pCR4Blunt FdR A his sequenziert MWG 21.07.2005 8.82
pCRA4Blunt FdR B his sequenziert MWG 08.06.2006 9.14

pGEX6P1 nco* Fdx1 sequenziert MWG 15.02.2005 8.63

pGEX6P1_nco Fdx2 sequenziert MWG 15.02.2005 8.64

pGEX6P1 nco Fdx3 sequenziert MWG 17.01.2006 8.95

pGEX6P1 nco Fdx4 sequenziert MWG 15.02.2005 8.65

pGEX6P1 nco Fdx5 sequenziert MWG 17.01.2006 9.02

pGEX6P1 nco Fdx6 sequenziert MWG 24.05.2006 9.07

pGEX6P1_nco Fdx7 sequenziert MWG 21.11.2006 10.15

pGEX6P1 nco Fdx8 sequenziert MWG 27.12.2006 10.16

pGEX6P1 nco | FARA sequenziert MWG 28.02.2005 8.66

pGEX6P1 nco* | FdRB sequenziert MWG 20.06.2006 9.13

pKKHC Fdx1 Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1 nco 8.70

pKKHC Fdx2 Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1_nco 8.71
sequenziert MWG 13.02.2009

pKKHC Fdx3 Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1 nco 8.94

pKKHC Fdx4 sequenziert MWG 23.01.2009/MWG 28.01.2009 8.72

pKKHC Fdx5 Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1 nco 9.01

pKKHC Fdx6 Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1 nco 9.06
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pKKHC Fdx7 Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1 nco 10.09
pKKHC Fdx8 Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1 nco 10.11
pKKHC* FAR A Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1 nco 8.73
pKKHC* FdR B Insert entspricht sequenziertem pGEX6P1_nco 9.12
pKKHC Fdx1his Insert entspricht sequenziertem pCR4Blunt 8.87
pKKHC* Fdx2his sequenziert MWG 13.02.2009 8.88
pKKHC* Fdx3his Insert entspricht sequenziertem pCR4Blunt 8.97
pKKHC Fdx4his sequenziert MWG 06.02.2009/MWG 27.02.2009 9.80
pKKHC* Fdx5his Insert entspricht sequenziertem pCR4Blunt 9.04
pKKHC* Fdx6his Insert entspricht sequenziertem pCR4Blunt 9.09
pKKHC Fdx7his Insert entspricht sequenziertem pCR4Blunt 10.10
pKKHC* Fdx8his sequenziert MWG 20.02.2009 10.12
pKKHC* FdR A his Insert entspricht sequenziertem pCR4Blunt 8.83
pKKHC* FdR B his Insert entspricht sequenziertem pCR4Blunt 9.15

T2

™ I .
AmpR

Hindlll

pKKHC So ce56 Gen

So ce56 Gen 2,8 kb + Gengrofie

pBR322 ori

Ncol

Abbildung 6.3.1: Karte des Expressionsplasmids pKKHC
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EcoRli AmpR
Hinclil
7
So ce56 Gen : \ \
/

/

/

f

Ncol ‘." ori
precision protease recognitionicleavage region | - pGEX6P1_nco So ce56 Gen *
| 5,0 kb + Gengrofle

Glutathione S-transferase

Ptac

lacl
PreScission Protease Erkennungssequenz

N
s v ™
Leu Glu Val Leu Phe GIn"Gly Pro Leu
CTG GAAGTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT

CTG GAAGTT CTG TTC CAG GGG CCC ATG GTC ATGGA TCC CCG GAATTC CCG GGT
Leu Glu Val Leu Phe GInAGIy Pro Met

Abbildung 6.3.2: Karte des Expressionsplasmids pGEX6P1_nco inklusive Vergleich zum
Ausgangsplasmid im Bereich der MCS (multiple cloning site)

Der Sequenzvergleich zeigt die Unterschiede von pGEX-6P-1 (obere Basenfolge) und pGEX-
6P-1_nco (untere Basenfolge) im Bereich der MCS: Die Eco RI Schnittstelle ist unterstrichen
dargestellt, die neu eingefuhrte Nco | Schnittstelle ist grau unterlegt. Zusatzliche oder
verénderte Basen sind rot markiert; die Spaltestelle der PreScission Protease ist in der
Aminosauresequenz durch einen Pfeil markiert.
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6.4. Abgeleitete Aminosiduresequenzen der Ferredoxine und
Ferredoxin Reduktasen aus Sorangium cellulosum So ce56

Dargestellt ist jeweils die in der Datenbank hinterlegte Proteinsequenz (UniProt Nummer) im
Vergleich zu der Sequenz, die von dem mit den in Abschnitt 6.2. aufgefihrten Primern
hergestellten PCR Produkt abgeleitet wurde. Aufgefiihrt werden nur die Formen, die im
Rahmen dieser Arbeit exprimiert werden konnten (Fdx2, Fdx3, Fdx5, Fdx6, Fdx8 sowie
FARA und FdRB: mit Hisg-tag, Fdx1 und Fdx7 nach Abspaltung des GST-tags). Nach
Abspaltung des GST-tags verbleiben N-terminal zwei zusétzliche Aminoséuren (G, P) am
heterolog exprimierten Protein. Der Sequenzunterschied im N-terminalen Bereich von Fdx6
ist darauf zurtickzufiihren, dass zu dem Zeitpunkt, als das Gen kloniert wurde, von einem
anderen Startpunkt des sce5732 ausgegangen wurde. Da das Protein aber auch mit der
verkirzten Sequenz einen fur Ferredoxine relativ hohen theoretischen pl (6,29) sowie ein
hohes Molekulargewicht (24,4 kD) aufweist, wurde auf eine erneute Klonierung und
Expression verzichtet.

Fdx1

A9EY18 1 --MAKVRFLAHGRAWEVEAPVGSSVLQASKSVGAPEGDACGGVCACSTCHVYVTKGRELL
Fdx1 1 [EEMAKVRFLAHGRAWEVEAPVGSSVLQASKSVGAPEGDACGGVCACSTCHVYVTKGRELL

AQEY18 59 SEAEEDEEDILDKAFDVRSTSRLGCQARILKDGD IEAEISRESLDAFYNEHPNVKDPRKG
Fdx1 61 SEAEEDEEDILDKAFDVRSTSRLGCQARILKDGDIEAEISRESLDAFYNEHPNVKDPRKG

Fdx2
A9FH21 1 MATYITEDCINCGACEPECPNEAISEGDEIYVIDPELCTECVGFYDHEACQAVCPVECCL
Fdx2 1 MATYITEDCINCGACEPECPNEAISEGDEIYVIDPELCTECVGFYDHEACQAVCPVECCL

A9FH21 61 PNPQIVETEEVLIARAVRLHPDDGELKKRAAANDYPSRFRK-———-—
Fdx2 61 PNPQIVETEEVLIARAVRLHPDDGELKKRAAANDYPSRFRKglglalglsly

Fdx3
A9GDT7 1 -MPQRKRYLFVCVNRRPDGVPKGSCAQRGAEGIHVQLKAALAERGLAKVEARACSASCLD
Fdx3 1 MMPQRKRYLFVCVNRRPDGVPKGSCAQRGAEGIHVQLKAALAERGLAKVEARACSASCLD

A9GDT7 60 VCWAGPVIAVEPDGYFYGRVTPADVPEIVDALASGRRVERLVLPPEDFTEATAAPPLPAP
Fdx3 61 VCWAGPVIAVEPDGYFYGRVTPADVPEIVDALASGRRVERLVLPPEDFTEATAAPPLPAP

A9GDT7 120 PRGAPPQA----—-
Fdx3 121 PRGAPPQAIRERER
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Fdx5

A9EXQO 1 -MPTVVFEDGALGPAVTAEAGAGRL IDVCDDARAP IVFSCRDARCATCRVEVVEGEQLLE
Fdx5 1 WNPTVVFEDGALGPAVTAEAGAGRL IDVCDDARAP I VFSCRDARCATCRVEVVEGEQLLE

A9EXQO 60 PPARGERDLLERLGAPPRLRLACQAVLRAGPGLIRLRGVVGREG---—--

Fdx5 61 PPARGERDLLERLGAPPRLRLACQAVLRAGPGL IRLRGVVGREG(glglglalaly

Fdx6

A9G7R4 1 (- MP 1 SWLDLSSRCERAGLPLRGGFHPREGDGVPAAGDLPAGTLVLLGNA
Fdx6 1 AN N GAYAMP 1 SWLDLSSRCERAGLPLRGGFHPREGDGVPAAGDLPAGTLVLLGNA

A9G7R4 49 GPSMWRAFSRARKDAPDLALDDWTVAVVSPLAAELGATALFPFTGPPYWPFQRWAQQVEA
Fdx6 61 GPSMWRAFSRARKDAPDLALDDWTVAVVSPLAAELGATALFPFTGPPYWPFQRWAQQVEA

A9G7R4 109 LSPSPLAILIHPRFGLWHGYRAALVFAERLSLPPREDLASPCISCAGQPCLSACPVSAFS
Fdx6 121 LSPSPLAILIHPRFGLWHGYRAALVFAERLSLPPREDLASPCISCAGQPCLSACPVSAFS

A9G7R4 169 PGSYDVAACVGHLDAGPGATCMTGGCLSRRACPIGQEHI1YPDEQREFHMRAFLRAMSITG
Fdx6 181 PGSYDVAACVGHLDAGPGATCMTGGCLSRRACPI1GQEHIYPDEQREFHMRAFLRAMSITG

A9G7R4 229 G----—-—-
Fdx6 241 Gglglalglgly

Fdx7
A9GAVO 1 --MGHLLNRESVKAQSARSVGHAEAAVRLDLPVVIDEASCIKGCRICIDSCPVDCLAIDP
Fdx7 1 [EEMGHLLNRESVKAQSARSVGHAEAAVRLDLPVV IDEASCIKGCRICIDSCPVDCLAIDP

A9GAVO 59 ETKKARMAYDECWYCLACEIDCPKEAITVKIPFLIR

Fdx7 61 ETKKARMAYDECWYCLACEIDCPKEAITVKIPFLIR

Fdx8

A9G317 1 MAYVIAEPCVATCDTACVPVCPVDCIHGPLAADEISRIPEGERKTRLAGLQLY IDPESCI
Fdx8 1 MAYVIAEPCVATCDTACVPVCPVDCIHGPLAADEISRIPEGERKTRLAGLQLY IDPESCI

A9G317 61 CCGACENECPVGAIFDEDELPAEWQRYRE INARFFDDRAKERAPEET -——-—--—
Fdx8 61 CCGACENECPVGAIFDEDELPAEWQRYRE INARFFDDRAKERAPEET|glglglalsls
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FdRA
A9ES55 1 MVPGYTEETVLEVHHWTDKLFTLKTTRSPSFRFANGQFCMMGLVVAGKPLVRAYSLASAN
FdRA 1 MVPGYTEETVLEVHHWTDKLFTLKTTRSPSFRFANGQFCMMGLVVAGKPLVRAYSLASAN

A9ES55 61 HEETLEFFSIKVPNGPLTSRLQHIAVGETILVGKRATGTLT IGNLRPGRTLWLLATGTGL
FdRA 61 HEETLEFFSIKVPNGPLTSRLQHIAVGET ILVGKRATGTLT IGNLRPGRTLWLLATGTGL

A9ES55 121 APFLSVVKDPETYERFERVVITHTCRRVQDLAYARYLEHELAADELLGEIVRPKLRYYPS
FdRA 121 APFLSVVKDPETYERFERVVITHTCRRVQDLAYARYLEHELAADELLGEIVRPKLRYYPS

A9ES55 181 VTREAFKTEGRITALLESGRIFADLALPALDPAHDRLMLCGSSEMLADTAALLEARGFEE
FdRA 181 VTREAFKTEGRITALLESGRIFADLALPALDPAHDRLMLCGSSEMLADTAALLEARGFEE

A9ES55 241 GNSGEPGDYLVEKAFAGEKRSPLASASPAESTNLSGPA--—---
FdRA 241 GNSGEPGDYLVEKAFAGEKRSPLASASPAESTNLSGPA[glglalglsly

FdRB
A9FRJO 1 MIQAEPFEARLVAVRPLSPFVRELSFERADGKAFLFEAGQWVNLVLPLPGGEVKRAYSIA
FdRB 1 MVQAEPFEARLVAVRPLSPFVRELSFERADGKAFLFEAGQWVNLVLPLPGGEVKRAYSIA

A9FRJO 61 SAPDGSPRFDLAVTRVEGGAGSEYLHRLEPGATLRAVGPHGLFTRDPGSPAPSLFVATGT
FdRB 61 SAPDGSPRFDLAVTRVEGGAGSEYLHRLEPGATLRAVGPHGLFTRDPGSPAPSLFVATGT

A9FRJO 121 GVTPLRSMLRASLRAGAAAHLWILFGARFEEDI 1YRDELEALARGSDRIRYEITLSRGGP
FdRB 121 GVTPLRSMLRASLRAGAAAHLWILFGARFEEDI 1 YRDELEALARGSDRIRYEITLSRGGP

A9FRJO 181 SWSGRRGYVQAHVPELYRELAGASGDPAPHVFICGLDRMVSLVRELARGELGVPRKHVHV
FdRB 181 SWSGRRGYVQAHVPELYRELAGASGDPAPHVFICGLDRMVSLVRELARGELGVPRKHVHYV

A9FRJO 241 ERYD---—---
FARB 241 ERYD]RORRE



ANHANG 161

6.5. Schmelzkurven der S. cellulosum So ce56 Ferredoxine und

Ferredoxin Reduktasen
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