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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Trichomonas vaginalis ist ein humanpathogener, mikroaerophiler Flagellat, der
Hydrogenosomen, eine anaerobe Form der Mitochondrien, besitzt. In den Hydrogenosomen
wird Pyruvat zu Acetat, H,, CO, und ATP metabolisiert. Im Gegensatz zu Mitochondrien
erfolgt die ATP-Produktion ausschlieRlich ber Substratkettenphosphorylierung. Die Bildung
von Acetat ist abhangig von der Acetat:Succinat-CoA-Transferase (ASCT), wahrend H, Uber

Elektroneniibertragung durch eine [FeFe]-Hydrogenase auf H* entsteht.

In einer Proteomanalyse von Hydrogenosomen aus T. vaginalis wurde eine mdgliche
ASCT identifiziert. Dieses Protein ist ein Homologes der Acetyl-CoA-Hydrolase/Transferase
Proteinfamilie, zeigt jedoch keine Ahnlichkeiten zu der bereits charakterisierten ASCT aus
Mitochondrien von Trypanosoma brucei. Das identifizierte Gen einer ASCT aus T. vaginalis
wurde erfolgreich kloniert und homolog in T. vaginalis und heterolog in CHO K1-Zellen
exprimiert. Die heterologe Expression der TVASCT in CHO K1-Zellen zeigte eine geringe
Aktivitat. Die homologe Uberexpression in T. vaginalis erhéhte den RNA- und Protein-Gehalt
der TVASCT sowie die ASCT-Aktivitat etwa 4-fach. Das Protein wurde Giber eine N-terminale
Transitsequenz und Zellfraktionierung eindeutig als hydrogenosomales Enzym identifiziert.
Damit wurde das letzte bisher fehlende Enzym des Pyruvat-Stoffwechsels in T. vaginalis

Hydrogenosomen charakterisiert.

Die Reifung der [FeFe]-Hydrogenasen unterscheidet sich von dem bereits aus Bakterien
bekannten Mechanismus der [NiFe]-Hydrogenasen. Im Genom von T. vaginalis wurden
homologe Sequenzen zu den bereits in Chlamydomonas reinhardtii beschriebenen
Maturase-Genen hydE, hydG und hydF identifiziert. Die Proteinsequenzen fir HydE, HydF
und HydG sind innerhalb der Eukaryoten hoch konserviert und in allen Organismen mit
[FeFe]-Hydrogenasen zu finden. In T. vaginalis sind diese in den Hydrogenosomen
lokalisiert. In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass auch in T. vaginalis die Aktivitat
von [FeFe]-Hydrogenasen von der Co-Expression mit Maturasen abhdngig ist. Fallt die
Synthese der Komponenten des H-Clusters, der sich im aktiven Zentrum des Enzyms
befindet, durch Deletion eines der beteiligten Maturase-Gene aus, scheint dies fur
T. vaginalis nicht kompensierbar zu sein. Eine Deletion von hydG bzw. hydF wéare somit letal.
Im Gegensatz zu Metronidazol-resistenten T. vaginalis Stdmmen, in denen der
hydrogenosomale Pyruvat-Metabolismus vermindert ist, fuhrt die Inaktivierung der [FeFe]-
Hydrogenase zum Verlust des terminalen Elektroneniibertrdgers und Elektronen kénnen

nicht auf H* Gibertragen und damit als H, aus der Zelle entfernt werden.




ABSTRACT

Abstract

Trichomonas vaginalis is a microaerophilic flagellate which possesses hydrogenosomes,
anaerobic forms of mitochondria. Hydrogenosomal pyruvate metabolism results in the
endproducts acetate, H,, CO, and ATP. In contrast to mitochondria, ATP production in
hydrogenosomes occurs exclusively via substrate level phosphorylation. Formation of
acetate depends on acetate:succinate-CoA-transferase (ASCT) whereas H, is generated by

electrontransfer of [FeFe]-hydrogenase to H'.

A possible ASCT was identified by analysis of the hydrogenosomal proteome. The ASCT
is a homolog of the acetyl-CoA-hydrolase/transferase protein family, but shares no similarity
to the recently characterized ASCT from Trypanosoma brucei mitochondria. The putative
ASCT gene from T. vaginalis was successfully cloned. Heterologous expression of TVASCT
in CHO K1 cells resulted in low ASCT activities whereas homologous overexpression in
T. vaginalis showed a more than 4-fold increase of TVASCT RNA and protein levels and also
ASCT activity. The TvASCT gene contains a N-terminal targeting signal. The localization of
the ASCT protein in the hydrogenosomes was clearly demonstrated. In this work it could be
proven that this protein functions as the missing ASCT of T. vaginalis, the last missing

enzyme of hydrogenosomal pyruvate metabolism.

Maturation of [FeFe]-hydrogenases differs from the known bacterial mechanism of [NiFe]-
hydrogenase maturation. Homologs of [NiFe]-hydrogenase maturation genes (hyp-genes)
were not found in organisms bearing [FeFe]-hydrogenases. In the T. vaginalis genome
homologs to sequences of accessory genes necessary for maturation of the Chlamydo-
monas reinhardtii [FeFe]-hydrogenase were identified. Protein sequences of HydE, HydF
and HydG are higly conserved among organisms with [FeFe]-hydrogenases. In T. vaginalis
these proteins are localized in hydrogenosomes. In this work it was demonstrated, that
activity of T. vaginalis [FeFe]-hydrogenases is dependent on co-expression with the
maturases HydE, HydF and HydG. T. vaginalis seems to be unable to survive the loss of the
hydG or hydF genes. Deletion of hydG and hydF, respectively, seems to be lethal. In
contrast to metronidazole-resistant T. vaginalis strains where hydrogenosomal pyruvate
metabolism is absent, the inactivation of hydrogenases causes loss of the terminal electron

carrier, and electrons cannot be transmitted to H* to be removed from the cell as H..




EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Der mikroaerophile Humanparasit Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis ist ein einzelliger, humanpathogener Protist. Unter dem Begriff
PROTISTA wurden bereits 1866 von Ernst Haeckel alle Einzeller beschrieben, da eine
Differenzierung zwischen Pro- und Eukaryoten zu diesem Zeitpunkt noch nicht erfolgt war.
Heutzutage werden als Protisten Eukaryoten mit einzelliger Organisation ohne
Zelldifferenzierung in Gewebe bezeichnet. Sowohl ihre Morphologie als auch ihre
Erndhrungsweise sind uneinheitlich — neben heterotrophen und phototrophen gibt es auch
bewegliche und unbewegliche Vertreter mit unterschiedlichstem Erscheinungsbild
(Hausmann et al., 2003; Adl et al., 2005). Protisten sind freilebend oder leben parasitar
assoziiert an einem Wirt. Zu den anaeroben, pathogenen, parasitischen Protisten gehéren
z.B. Giardia intestinalis (Lamblienruhr), Entamoeba histolytica (Am&benruhr), Tritrichomonas
foetus (Trichomonaden-Seuche bei Rindern) und Trichomonas vaginalis (Trichomoniasis bei
Menschen).

Der humanpathogene Flagellat T. vaginalis (Abb. 1.1) gehort
zum Reich der Excavata (Cavalier-Smith, 2002) in die Gruppe
Parabasalia. Innerhalb dieser heterogenen Gruppe ist T. vaginalis .
den Trichomonadida zugeordnet (Adl et al., 2005). T. vaginalis ist %

10-25 pm grol3 und in vitro in axenischer Kultur von runder bis

ovaler Morphologie (Honigberg et al., 1984; Nielsen, 1975). Vier | 10 pm
der funf Flagellen befinden sich am anterioren Pol der Zelle, Abb. 1.1: Trophozoit von
wahrend die funfte als Schleppgeil’el entlang einer T. vaginalis.
undulierenden Membran verlauft. /In vivo verandert sich die Morphologie bei Kontakt zu den
Epithelzellen des Wirtes zu flachen, améboiden Zellen, um den Oberflachenkontakt zu
maximieren. Der Parasit ernahrt sich phagocytotisch von Bakterien und Wirtszellen (Rendén-
Maldonado et al., 1998). Die Vermehrung erfolgt durch Zweiteilung. Cysten als Dauerstadien
sind nicht bekannt (Mehlhorn und Piekarski, 1995).

Das Genom von T. vaginalis ist etwa 160 Mb grof3, haploid und in sechs Chromosomen
organisiert (Drmota und Kral, 1997; Yuh et al., 1997; Zubacova et al., 2008). Bisher wurden
etwa 60.000 Protein-kodierende Gene identifiziert, wobei Introns nur in 65 Genen vorhanden
sind. Fir alle 20 proteinogenen Aminosauren sind Transfer-RNAs vorhanden. Etwa 250
ribosomale DNA-Einheiten (rDNA), welche sich alle auf einem Chromosom befinden,
konnten identifiziert werden (Carlton et al., 2007). Die fur Eukaryoten typischen Organellen -

Mitochondrien und Peroxisomen - fehlen den Trichomonaden. Sie besitzen Hydrogenoso-
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men, welche die anaeroben Formen der Mitochondrien sind (Embley et al., 2003; Hrdy et al.,
2004).

T. vaginalis ist Erreger der weltweit haufigsten, nicht-viralen, sexuell Ubertragbaren
Krankheit Trichomoniasis. In den USA werden jahrlich 7,4 Millionen Neuinfektionen berichtet
(Weinstock et al., 2004), weltweit 170 Millionen Infektionen (WHO, 2001: http://www.who.int/
docstore/hiv/GRSTI/006.htm). Die Ubertragung erfolgt ausschlieRlich durch sexuellen
Kontakt und betrifft beide Partner. Trichomonas-Infektionen kénnen mit 5-Nitroimidazol-
Derivaten (z.B. Metronidazol, Tinidazol) behandelt werden. Diese Chemotherapeutika
werden in den Hydrogenosomen von Trichomonas durch Elektronenibertragung der

Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFO) und Ferredoxin zu cytotoxischen Radikalen (R-
NO, ) abgebaut (Miiller, 1986), die die DNA des Parasiten schadigen (Edwards, 1993).

Allerdings wurden bereits Metronidazol-resistente Stdmme isoliert (Meingassner und
Thurner, 1979; Muller et al., 1980; Kulda et al., 1982; Lossik et al., 1986).

1.2 Das Hydrogenosom

Hydrogenosomen wurden zuerst von Lindmark und Miuller (1973) als ,Microbody*-ahnliche
Strukturen in T. foetus beschrieben. Diese Zellorganellen sind von einer doppelten
Hillmembran umgeben und von runder Gestalt. Hydrogenosomen sind in der Zelle nahe
dem Axostyl lokalisiert und haufig mit dem endoplasmatischen Retikulum assoziiert
(Benchimol und De Souza, 1983; Benchimol et al., 1996a).

Die Teilung der Hydrogenosomen erfolgt wie bei Mitochondrien durch zentrale
Einschniirung und anschlieBende Segmentierung durch Bildung eines Septums von der
inneren Membran (Benchimol et al., 1996a und 1996b; Benchimol und Engelke, 2003).
Hydrogenosomale Proteine werden an freien Ribosomen im Cytosol synthetisiert und post-
translational mit Hilfe eines Transitpeptids in das Organell importiert. Allerdings sind bei
T. vaginalis die Transitpeptide hydrogenosomaler Proteine mit 5-14 Aminosauren deutlich
kirzer als die Mitochondrien-spezifischer Proteine in héheren Eukaryoten. Die Aminosaure-
zusammensetzung in hydrogenosomalen und mitochondrialen Transitpeptiden ist aber
vergleichbar und startet meist mit dem bei Mitochondrien bekannten Methionin-Leucin-Motiv
und ist serinreich (Bradley et al., 1997). Die Transitsequenzen werden wie in Mitochondrien
von einer prozessierenden Peptidase entfernt (Brown et al., 2007). Zusatzlich scheinen auch
interne Signale fur den Import ins Organell notwendig zu sein (Mentel et al, 2008) und der
Proteinimport in die Hydrogenosomen ist ATP-abhé&ngig (Dyall et al., 2000).

Die ATP-Produktion erfolgt in Hydrogenosomen und Mitochondrien aus Pyruvat — in
Mitochondrien entstehen durch oxidative Phosphorylierung 15 Mol ATP pro Mol Pyruvat, in
Hydrogenosomen durch Substratketten-Phosphorylierung jedoch nur ein Mol ATP. Die

NADH-Dehydrogenase (NAD'-Regeneration durch Komplex 1) ist in beiden Organellen

10
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vorhanden, allerdings wurden bisher die weiteren an der oxidativen Phosphorylierung
beteiligten Komplexe Il und 1V, welche in Mitochondrien in der inneren Membran lokalisiert
sind in Hydrogenosomen nicht nachgewiesen (Hrdy et al., 2007; Dyall et al., 2004). Im
Gegensatz zu Mitochondrien sind Zitronensaurezyklus (Muller, 1993; Tielens et al., 2002;
Embley und Martin, 2006) und Fettsdurestoffwechsel (Beach et al., 1990) in
Hydrogenosomen nicht vorhanden.

DNA konnte in Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis, Tritrichomonas foetus
(Mdiller, 1993; Clemens und Johnson, 2000) und Neocallimastix frontalis (van der Giezen et
al., 1999) nicht nachgewiesen werden; die einzige Ausnahme scheint der Ciliat Nyctotherus
ovalis zu sein (Akhmanova et al., 1997; van Hoek et al., 2000).

Hydrogenosomen werden als anaerobe Homologe der Mitochondrien angesehen (Embley
et al., 1997, 2003b; Martin und Miller, 1998). Vermutlich sind beide Organellen aus einem
gemeinsamen a-proteobakteriellen Endosymbionten entstanden (Martin und Miller, 1998,
2007; Esser et al., 2004, Embley, 2006), wofir auch einige Gemeinsamkeiten dieser
Organellen in den unterschiedlichen Organismengruppen (u.a. Trichomonaden,
Chytridiomyceten und Ciliaten) sprechen. Hydrogenosomen sind wahrscheinlich mehrfach
unabhangig voneinander entstanden, da Organismen unterschiedlicher Gruppen
Hydrogenosomen besitzen und innerhalb dieser Gruppen auch Organismen mit
Mitochondrien oder Mitosomen existieren (Embley et al., 1995; Embley und Martin, 1998;
Yarlett und Hackstein, 2005). Der hydrogenosomale Stoffwechsel anderer Organismen kann
sich jedoch von dem der Trichomonaden unterscheiden. Der Neocallimastigomycot
N. frontalis (Hibbett et al., 2007) z.B. besitzt keine Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (s.
1.2.1). Pyruvat wird hier mit einer Pyruvat-Formiat Lyase (PFL) zu Acetyl-CoA und Formiat
abgebaut (Gelius-Dietrich und Henze, 2004).
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1.2.1 Der hydrogenosomale Stoffwechsel von T. vaginalis

Im Gegensatz zum Sauerstoff bei Mitochondrien sind bei Hydrogenosomen Protonen die
terminalen Elektronenakzeptoren und es wird molekularer Wasserstoff gebildet (Miiller,
1973; Lindmark et al., 1975). Die Schlisselenzyme in Hydrogenosomen sind hierbei die
Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFO) fur die Decarboxylierung des durch die Glykolyse
bereitgestellten Pyruvats und die H,:Ferredoxin-Oxidoreduktase (Hydrogenase) fur die
Bildung von molekularem Wasserstoff. Im Einzelnen l&sst sich der hydrogenosomale
Pyruvat-Stoffwechsel wie folgt zusammenfassen (s. Abb 1.2):

Pyruvat wird durch die Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFO) zu Acetyl-CoA und CO,
oxidiert. Hierbei werden Elektronen auf Ferredoxin Ubertragen. Vom reduzierten Ferredoxin
werden die Elektronen von der Hydrogenase (H,:Ferredoxin-Oxidoreduktase) auf Protonen
Ubertragen und es entsteht molekularer Wasserstoff. Mit Hilfe der Acetat-Succinat-CoA-
Transferase (ASCT) kann das Coenzym A des Acetyl-CoA auf Succinat Gibertragen werden
und Acetat wird als Endprodukt ausgeschieden. Die Succinyl-CoA-Synthase spaltet
Succinyl-CoA, wobei Uber Substratkettenphosphorylierung ein ATP gebildet wird. Alternativ
zu Pyruvat kann auch Malat im Hydrogenosom mit der decarboxylierenden Malat-
Dehydrogenase (Malat-Enzym) zu Pyruvat decarboxyliert werden. Hierbei entstehende
Elektronen werden auf NAD® {bertragen und kénnen dann von der NADH:Ferredoxin-
Oxidoreduktase an Ferredoxin weitergeleitet werden (Steinblichel und Mdller, 1986; Miller,
1993; Embley und Martin, 1998; Martin und Muller, 1998; Martin et al.,, 2001; Dyall und
Johnson, 2000).

Mechanismen der Eisen-Schwefel-(FeS)-Cluster Synthese sowie die Reifung und
Insertion von FeS-Zentren in FeS-Proteine finden sowohl in Mitochondrien (Li et al., 1999;
Lill und Kispal, 2000; Lill und Mihlenhoff, 2005) als auch in Hydrogenosomen statt (Tachezy
et al., 2001; Sutak et al., 2004). Hierbei sind Homologe der bakteriellen Pyridoxal-5-
Phosphat-abhangigen Cystein-Desulfurase (IscS) auch in den Mitochondrien von Eukaryoten
ein essentielles Enzym der FeS-Cluster Synthese. In T. vaginalis konnten zwei Homologe
zur mitochondrialen IscS identifiziert werden (TviscS-1; TviscS-2; Tachezy et al., 2001).
Diese Proteine besitzen ebenso wie Proteine zur FeS-Cluster Assemblierung N-terminale
Transitsequenzen und sind ausschlief3lich in den Hydrogenosomen lokalisiert, wéhrend ihre
Homologe aus Mitochondrien auch im Cytosol und im Nukleus nachgewiesen wurden (Land
und Rouault, 1998; Nakai et al., 2001).

Weitere hydrogenosomale Proteine, die Homologe in Mitochondrien besitzen sind z. B.
die Transporter Hmp35 und Tim23 (Carlton et al., 2007). Au3erdem konnte ein Thioredoxin-
gekoppeltes Peroxiredoxin System (eine Thiolperoxidase (Tpx) und Rubrerythrin (Rbr)), dass
die Proteine vor Sauerstoff und entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies schiitzt, naher
beschrieben werden (Piitz, 2007).
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Abb. 1.2: Uberblick der Stoffwechselprozesse im Hydrogenosom von T. vaginalis (nach: Carlton et al.,
2007). Orange: Energie-Metabolismus; griin: Ferredoxin; pink: FeS-Cluster Synthese und
Hydrogenase-Reifung; blau: Sauerstoff-Detoxifizierung; gelb: Aminosdure-Metabolismus; grau:
Proteintranslokation und Reifung; weille Kreise: mdgliche bisher unidentifizierte Transporter; AK:
Adenylatkinase; ASCT: Acetat:Succinat-CoA-Transferase; Fdx: Ferredoxin; GCV: Glycin
Spaltungssystem; Hy: Hydrogenase; Hy?: vermutlich NADH-unabh&dngige Hydrogenase; PFO:
Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase; SOD: Superoxid-Dismutase; STK: Succinat-Thiokinase
(Succinat-CoA-Ligase; ADP-bildend); SHMT: Serin-Hydroxymethyl-Transferase; Trx: Thioredoxin;
TrxP: Thioredoxin-Peroxidase; TrxR: Thioredoxin-Reduktase; THF-CH,: N° N'°-CH,, Tetrahydrofolat.

1.2.2 Die Acetat:Succinat-CoA-Transferase aus T. vaginalis

Acetat:Succinat-CoA-Transferasen (ASCT) sind Acetat-produzierende Enzyme welche z. B.
in den anaeroben Mitochondrien von Helminthen (McLaughlin et al., 1986; Saz et al., 1996)
und in den aeroben Mitochondrien der Trypanosomen zu finden sind (van Hellemond et al.,
1998). Die Bildung von Acetat aus Acetyl-CoA als Endprodukt des Energiestoffwechels ist
sowohl bei Prokaryoten als auch bei einigen Eukaryoten aus anaeroben bzw. hypoxischen
Lebensrdumen bekannt (Tielens und van Hellemond, 1998; van Hellemond et al., 2003). In
T. vaginalis konnte zwar Enzymaktivitat einer ASCT detektiert werden, jedoch wurde bisher
kein entsprechendes Gen identifiziert (Steinblichel und Miuller, 1986). Fir die Umwandlung
von Acetyl-CoA zu Acetat sind vier unterschiedliche Stoffwechselwege bekannt (Abb.1.3).
Die Umsetzung mit Hilfe einer ASCT ist Succinat-abhangig (Abb.1.3; Reaktion 1) und wird
fur Trichomonaden (Steinbichel und Miller, 1986), den anaeroben Neocallimastigomycot

Neocallimastix (Marvin-Sikkema et al., 1993) und den Helminthen Fasciola hepatica (Barett
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et al., 1978; van Vugt et al., 1979; Saz et al., 1996) als Reaktionsweg angenommen. In
Eubakterien ist Reaktion 2 bekannt, bei der Acetyl-Phosphat als Zwischenprodukt auftritt. Die
beteiligten Enzyme sind eine Phosphat-Acetyl-Transferase und eine Acetat-Kinase (AK;
Brown et al., 1977). Bei G. intestinalis, E. histolytica und einigen Archaea wird die
Umsetzung von Acetyl-CoA zu Acetat durch die Acetyl-CoA-Synthetase (ACS) katalysiert
(Reeves et al., 1977; Sanchez und Miuller, 1996). Aus der Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae ist eine Acetyl-CoA Hydrolase bekannt (ACH; Abb. 1.3, Reaktion 4; Lee et al.,
1990; Buu et al., 2003).

Acetate Acetate
ASCT AK ﬁ ATP
Succinyl-CoA At:etyl-phosphateADP i
ADP +P, /gyiuccinate 1 2 CoA-SH
(I Acetyl-CoA "
ACH/ 4 3\ ACS
ADP +P. CoA-SH
CoA-SH o
Acetate Acetate

Abb.1.3: Enzymatische Umwandlung von Acetyl-CoA zu Acetat (aus: van Grinsven et al., 2008).
ASCT: Acetat:Succinat-CoA-Transferase; AK: Acetat-Kinase; ACS: Acetyl-CoA-Synthetase; ACH:
Acetyl-CoA-Hydrolase.

Fur Trypanosoma brucei konnte bereits eine mitochondriale ASCT isoliert und
charakterisiert werden (Riviere et al., 2004). Diese Succinat-abhangige ASCT zeigt jedoch
nur geringe Ahnlichkeit zu anderen eukaryotischen Enzymen (s. Abb. 4.1). Das
charakterisierte Protein enthalt jedoch zwei CoA-Transferase-Doméanen, welche als
Kennzeichen fiir eukaryotische CoA-Transferasen gelten (Bateman et al., 2002).

Das Genom von T. vaginalis enthdlt keine zu mitochondrialen ASCTs verwandte
Sequenz. Eine mdogliche ASCT aus T. vaginalis wurde durch Analyse des
hydrogenosomalen Proteoms identifiziert (Piitz, 2007). Dieses Protein weist Homologien zu
Acetat:Succinat-CoA-Hydrolasen aus 6-Proteobakterien und Ascomyceten auf. Einige
Enzyme der Acetyl-CoA-Hydrolase/Transferase Familie kdénnen jedoch auch als CoA-
Transferasen fungieren (Witkowski et al., 1994; Soéhling und Gottschalk, 1996), was die

vermutete Transferase-Aktivitdt der méglichen ASCT aus T. vaginalis unterstitzt.
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1.4 Hydrogenasen

Hydrogenasen katalysieren die reversible Oxidation von molekularem Wasserstoff in
Protonen und Elektronen (Stephenson und Stickland, 1931):

Hy « 2H" + 2¢
Hydrogenasen sind aus den unterschiedlichsten Organismen bekannt. Sie kénnen in vivo - je
nach Lebensbedingungen des Organismus - Wasserstoff bilden, Wasserstoff reduzieren
oder die Reaktion in beide Richtungen katalysieren.

Bereits 1950 gelang es Joklik eine Hydrogenase aus Escherichia coli zu isolieren (Joklik,
1950a,b). Spater wurden Hydrogenasen aus aeroben Wasserstoff-produzierenden Bakterien
(Bowien und Schlegel, 1981; Vignais et al., 1981), Cyanobakterien (Lambert und Smith,
1981; Houchins, 1984), photosynthetischen Bakterien (Meyer et al., 1978; Vignais et al.,
1985) , Rhizobia (Mayer, 1986; Evans et al., 1987), Sulfatreduzierern (Odom und Peck,
1984; Fauque et al., 1988), anaeroben Fermentierern (Adams et al., 1981; Adams, 1990a)
und Extremophilen (Adams, 1990b; Maier, 1996) ndher untersucht. Unter den Archaea dient
Wasserstoff vielen Organismen als Hauptenergiequelle (Vignais et al., 2001). Bei den
Eukaryoten kommen Hydrogenasen in den Hydrogenosomen von Protisten (Mdiller, 1993;
Page-Sharp et al., 1996) sowie in den Chloroplasten von Griinalgen (Happe und Naber,

1993; Schnackenberg et al., 1993) vor.

1.4.1 Klassifikation von Hydrogenasen

Die Klassifikation der Hydrogenasen basierte urspringlich auf der Verwendung
unterschiedlicher Elektronen-Donoren und -Akzeptoren. Hierbei sind NAD* (Hydrogenasen
der EC-Klasse 1.12.1.12), Cytochrome (EC 1.12.2.1), Coenzym F4 (EC 1.12.99.1) und
Ferredoxin (EC 1.18.99.1) zu nennen. Durch phylogenetischer Analysen scheint die
Klassifikation der Hydrogenasen auf Grund ihres Metallgehalts in die drei Klassen [FeFe]-
Hydrogenasen, [NiFe]-Hydrogenasen und metallfreie Hydrogenasen sinnvoll, da sie sich
durch ein fir die jeweilige Klasse charakteristisches aktives Zentrum unterscheiden. Alle
anderen Unterscheidungsmerkmale wie z.B. Verwendung von Elektronen-Donoren oder
Elektronen-Akzeptoren sind keine eindeutigen Kriterien (Vignais et al., 2001).

Die Mehrzahl der Hydrogenasen sind FeS-Proteine mit zwei Metallatomen im aktiven
Zentrum. Dies kénnen Nickel und Eisen bei den [NiFe]-Hydrogenasen (Volbeda et al., 1995;
Higuchi et al., 1997) oder zwei Eisen-Atome bei den [FeFe]-Hydrogenasen (Peters et al.,
1998; Nicolet et al., 1999) sein. [NiFe]- und [FeFe]-Hydrogenasen enthalten FeS-Cluster,
Uber die Elektronen zwischen dem Wasserstoff-aktivierenden Zentrum und den

Redoxpartnern der Hydrogenasen verschoben werden. Die Eisen-Schwefel-Cluster kénnen

15



EINLEITUNG

einen unterschiedlichem Gehalt an Eisen und Schwefel besitzen: [2Fe-2S], [3Fe-4S] oder
[4Fe-4S]. [NiFe]-Hydrogenasen kommen nur in Bakterien vor, wahrend die [FeFe]-
Hydrogenasen in Bakterien, aber auch in Eukaryoten zu finden sind. Eukaryotische [FeFe]-
Hydrogenasen, wie auch die von T. vaginalis oder Chlamydomonas reinhardtii, sind
ausschlie8lich in den Organellen, d.h. Hydrogenosomen bzw. Chloroplasten, lokalisiert.
Auler der Gemeinsamkeit FeS-Cluster zu besitzen, zeigen die aktiven Zentren der [NiFe]-
und [FeFe]-Hydrogenasen jedoch keine Ahnlichkeiten — weder in der Aminoséuresequenz
noch in der dreidimensionalen Struktur (Vignais et al., 2001; Nicolet et al., 2000, Frey et al.,
2001).

Die sogenannten metallfreien Hydrogenasen sind aus methanogenen Archaea bekannt.
Diese Hmd (Methenylhydromethanopterin-Dehydrogenase) oder [Fe]-Hydrogenasen
besitzen kein FeS-Cluster. Trotzdem gibt es Eisen im aktiven Zentrum des Enzyms, an
welches CO-Liganden gebunden sind (Lyon et al., 2004). Dieses Eisen-Atom ist allerdings
nicht redoxaktiv (Vignais und Billoud, 2007). Die ,metall-freien® Hydrogenasen sind
Wasserstoff-bildende Methenyltetrahydromethanopterin (Methenyl-H;MPT)-Dehydrogenasen
(Hmd; EC 1.12.99.4), welche die reversible Reduktion von Methenyl-H,MPT" zu Methenyl-
H4sMPT katalysieren (Zirngibl et al., 1992).

1.4.1.1 Struktureller Aufbau der [NiFe]- und [NiFeSe]-Hydrogenasen

[NiFe]-Hydrogenasen sind heterodimere Proteine mit einer grofien Untereinheit von
60-65 kDa und einer kleinen Untereinheit mit einer molekularen Masse zwischen 30 und
35 kDa (Przybyla et al., 1992, Wu und Mandrand, 1993). Das aktive Zentrum der [NiFe]-
Hydrogenasen ist in der grolen Untereinheit lokalisiert. Das [NiFe]-Zentrum ist mit vier
Cysteinen sowie zwei CN- und einem CO-Liganden koordiniert (Volbeda et al., 1996; s. Abb.
1.4). In einigen Organismen ist der Cysteinrest 3 (Cys®; s. Abb. 1.4) durch ein Selenocystein

ersetzt ([NiFeSe]-Hydrogenasen, z.B. bei Methanococcus voltae; Sorgenfrei et al., 1993).

CcO
- Fe .
S *
o ", 4
Cys’ — s S — Cys
0‘ *
0", ..0.
Ni

| \s _— Cys’
S

e

Cys

Abb. 1.4: Schematische Darstellung des aktiven Zentrums der [NiFe]-Hydrogenasen (nach: Béck et
al., 2006).
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1.4.1.2 Struktureller Aufbau der [FeFe]-Hydrogenasen

[FeFe]-Hydrogenasen sind meist Monomere oder bestehen nur aus der katalytischen
Domane, dem sogenannten H-Cluster (s. Abb. 1.5). Dieser besteht aus einem [4Fe-4S]-

Zentrum, welches Uber ein Cystein an ein Di-Eisen-Zentrum gebunden ist.

S Ee
*
0: ':
Fe = S s
e—|—~ NH
R K Cys .’
s Fe —_ /
S
N oSt
* S\.
Fe =~ Fe .
— e ¢ T~
o™ 4 ., 7\ on
CN co co

Abb. 1.5: Schematische Darstellung des H-Clusters der [FeFe]-Hydrogenasen. Ein 4Fe-Zentrum ist
Uber ein Cystein an ein 2Fe-Zentrum gebunden (nach: Vignais und Billoud, 2007).

Die kleinsten bisher beschriebenen [FeFe]-Hydrogenasen stammen aus Griinalgen und
haben ein Molekulargewicht von etwa 40 kDa (Florin et al., 2001; Winkler et al., 2002;
Forestier et al., 2003). [FeFe]-Hydrogenasen existieren auch als Di-, Tri- oder Tetramere mit
akzessorischen Domanen, welche zusatzlich zum H-Cluster weitere [FeS]-Zentren enthalten
kénnen (s. Abb. 1.6).

Lokalisierung

Grunalgen Chlamydomonas e © CS cp
Trichomonas Hydrogenase A cc C cc h

Parabasaliden Trichomonas 64kD cc cc c cc h
Trichomonas Hydrogenase/Cytochrom T C C oo h
P450-Reduktase Fusion . .

Entamoebidae Entamoeba e @© G cyt

Diplomonaden Giardia e © @e cyt?

Pilze Neocallimastix j e @ &e h

Ciliaten Nyctotherus o 1 e © B h
Narf | c occ | cc ccw| nicyt

[] H-Cluster His-gebundenes [4Fe-4S] @ NuoF-zhnlich

B 2¢4Fess] [[] [2Fe-25] Pflanzen-Ferredoxin-ahnlich ~ NADH-abhangige Oxidoreduktase

Abb.1.6: Organisation der Proteindoméanen von eukaryotischen [FeFel-Hydrogenasen. C: konser-
viertes Cystein; W: Tryptophan. Lokalisierung: cp: Chloroplast; h: Hydrogenosom; cyt: Cytosol; n:
Nukleus (verandert nach Tachezy und Dolezal, 2007).
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Die akzessorischen Domanen koénnen z.B. Ferredoxin, Flavodoxin oder NuoF, eine
Untereinheit aus Komplex | der Atmungskette, sein (s. Abb. 1.6) und sind z. T. auch aus
anderen elektronen-ubertragenden Proteinen (z.B. FMN/FAD/NADPH-Doméne aus der
Sulfit-Reduktase von Bacillus halodurans) bekannt. Uber diese akzessorischen Doméanen
werden Elektronen zum aktiven Zentrum hin und von diesem weg transportiert (Meyer,
2007).

1.4.2 Reifung von Hydrogenasen

Eine Gemeinsamkeit aller Hydrogenasen ist die Koordination des Eisens im aktiven Zentrum
mit den Liganden CO und CN. Die Bildung dieser Metallzentren und ihre Integration in die
Apoproteine erfordert das Zusammenspiel verschiedener akzessorischer Proteine, den sog.

Maturasen, die fiir die unterschiedlichen Hydrogenase-Typen spezifisch sind.
1.4.2.1 [NiFe]-Hydrogenasen

Die Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen wurde an Escherichia coli, Ralstonia eutropha,
Bradyrhizobium  japonicum, Rhizobium leguminosarum und Azotobacter sp. als
Modellorganismen aufgeklart. Die Synthese komplexer Enzyme mit Metallclustern erfordert
die Koordination von Bildung des Apoproteins, Aufnahme und Bereitstellung der Metalle und
die Anordnung und Einfugung des Zentrums in das Apoprotein. Dieser komplexe Prozess
wird durch eine Reihe von akzessorischen Proteinen vermittelt, die z. B. bei E. coli durch die
sogenannten hyp-Gene (hypA-F) kodiert werden. Hierbei vermittelt z. B. HypC die Insertion
des Eisens mit den Liganden CO und CN in die grof3e Untereinheit (Drapal und Béck, 1998;
Magalon und Bdck, 2000). Nickel wird vermutlich Gber HypB, welches zusatzlich eine
GTPase-Aktivitat aufweist, bereitgestellt (Maier et al., 1995), und eine Endopeptidase
entfernt am C-Terminus des Proteins ein kurzes Peptid, wodurch eine Konformations-
anderung des Proteins bewirkt wird und somit das Metallzentrum in den katalytischen Kern
rickt (Drapal und Béck, 1998; Fritsche et al., 1999). Die Carbonyl- und Cyano-Gruppen der
Liganden werden durch Carbamoylphosphat bereitgestellt (Paschos et al., 2001). Homologe

der hyp-Gene sind in allen Organismen mit [NiFe]-Hydrogenasen vorhanden.
1.4.2.2 [FeFe]-Hydrogenasen

Homologe der fur die Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen verantwortlichen hyp-Gene wurden
in Organismen mit [FeFe]-Hydrogenasen nicht gefunden. Da auch die Anforderungen fur die
Reifung der [FeFe]-Hydrogenasen andere zu sein scheinen — es mufd nur ein Metall inseriert
werden, die Enzyme bestehen meist aus nur einer Untereinheit und es erfolgt in den meisten
Fallen keine C-terminale Prozessierung — kann von unterschiedlichen akzessorischen
Proteinen ausgegangen werden (Vignais et al., 2001).

Die sogenannten Maturasen der [FeFe]-Hydrogenasen wurden in der Grlnalge
C. reinhardtii entdeckt (Posewitz et al., 2004). In C. reinhardtii sind dies die S-
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adenosylmethionin- (SAM; ,radical SAM*;, s.u.) abhéngigen Enzyme HydEF und HydG,
wobei es sich bei hydEF um eine Genfusion handelt. Dies ist in anderen Organismen nicht
der Fall, obwohl die Proteinsequenzen fur HydE, HydF und HydG unter den Eukaryoten hoch
konserviert sind und in allen Organismen mit [FeFe]-Hydrogenasen zu finden sind (Posewitz
et al., 2004; Putz et al., 2006). Die Gene hydEF und hydG werden in C. reinhardtii unter
anaeroben Bedingungen zusammen mit den [FeFe]-Hydrogenase-Genen transkribiert. Die
von Posewitz et al. (2004) hergestellte AhydEF-Mutante besitzt keine Hydrogenase-Aktivitat.
Co-Expression der Maturasen HydEF und HydG mit der Hydrogenase A1 aus C. reinhardltii
in E. coli fuhrten zu einer aktiven Hydrogenase, fehlte HydEF oder HydG, war die
Hydrogenase inaktiv (Posewitz et al., 2004). Die Co-Expression von Clostridien-[FeFe]-
Hydrogenase Maturasen mit [FeFe]-Hydrogenasen aus Griinalgen fiihrte ebenfalls zur
Assemblierung einer aktiven Hydrogenase (Girbal et al., 2005).

SAM-abhangige Enzyme sind an den unterschiedlichsten Stoffwechselvorgangen
beteiligt. Proteine dieser Familie sind sowohl Ubertrager von Methyl-, Amino-, Ribosyl- und
Aminopropylgruppen als auch Quelle fur 5°-Deoxyadenosyl-Radikale, welche durch die
Abstraktion eines H-Atoms fiir viele Biosynthesewege als Initiator gelten. Diese radikalische
Reaktion ist fur die Bildung von Eisen-Schwefel-haltigen Systemen beschrieben und bendétigt
eine spezielles [4Fe-4S]-Zentrum mit einem konservierten Cx;Cx,C-Sequenzmotiv (Sofia et
al., 2001; fur eine Zusammenfassung s. Fontecave et al., 2004). Das S-adenosylmethionin-
abhéngige Enzym HydE enthélt zwei [4Fe-4S]-Cluster, wahrend das ebenfalls SAM-
abhéngige HydG ein [4Fe-4S]-Cluster und ein undefiniertes FeS-Cluster enthalt (Rubach et
al., 2005). HydE und HydG enthalten das oben beschriebene Sequenzmotiv Cx;Cx,C. Die
Mutation der Cysteine zu Serin bei HydE oder HydG aus Clostridium acetobutylicum zeigte
die Notwendigkeit dieser konservierten [4Fe-4S]-Zentren fir die in vivo Assemblierung der
[FeFe]-Hydrogenase (King et al., 2006). Die SAM-abhangigen Enzyme HydE und HydG
scheinen aulBerdem fir die Assemblierung des [4Fe-4S]-Clusters der GTPase HydF
verantwortlich zu sein (Brazzolotto et al., 2006; McGlynn et al., 2008).

In Neighbor-Net-Analysen konnte eine phylogenetische Beziehung der Maturase-Gene
aus T. vaginalis zu C. reinhardtii und bakteriellen Sequenzen gezeigt werden. Hierbei
gruppierte HydG mit Sequenzen, die als ThiH-ahnlich annotiert sind und bei Prokaryoten in
die Thiamin-Biosynthese involviert sind. HydE zeigt Ahnlichkeit zu einer anderen Gruppe von
SAM-abhangigen Proteinen, den Biotin-Synthasen. Die GTPase HydF gruppierte in einer
von zwei Gruppen von prokaryotischen GTPasen (Putz et al., 2006).

Die Wiederherstellung einer Hydrogenase-Aktivitat durch Co-Expression mit den
Maturasen von C. reinhardtii und eine hohe Sequenzahnlichkeit der [FeFe]-Hydrogenase-
Maturasen HydE, HydF und HydG unterschiedlicher Organismen (Posewitz et al., 2004; Pitz
et al., 2006) spricht fur ein d&hnlich spezifisches Maturasesystem der [FeFe]-Hydrogenasen

wie das der Hyp-Proteine fir die [NiFe]-Hydrogenasen.
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1.5 Ziele der vorliegenden Arbeit

Nach der Entdeckung der Hydrogenosomen durch Lindmark und Miller 1973 konnte der
hydrogenosomale Stoffwechsel in den letzten Jahrzehnten an unterschiedlichen Organismen
weiter aufgeklart werden (Steinblichel und Mdller, 1986; Yarlett et al., 1986; Miller, 1993).

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Tielens (Universitat Utrecht,
Niederlande) sollte das letzte bisher nicht charakterisierte Enzym des Pyruvat-Stoffwechsels
aus T. vaginalis, die Acetat:Succinat-CoA-Transferase (ASCT; contig 93909.m00117, TIGR-
Datenbank), kloniert und die bisher bekannte Enzymaktivitdt durch homologe und heterologe
Expression des Proteins bestatigt und naher beschrieben werden.

Anhand einer Proteomanalyse von Hydrogenosomen aus T. vaginalis konnte das Protein
HydG identifiziert werden. Dieses zeigt hohe Sequenzéhnlichkeit zu einer bereits bekannten
Hydrogenase-Maturase aus C. reinhardtii (Putz et al., 2006; Pitz, 2007). Im Genom von
T. vaginalis konnten durch eine BLAST-Analyse auch Homologe zu den beiden anderen
Hydrogenase-Maturase-Genen hydE und hydF aus C. reinhardtii identifiziert werden. Ziel
dieser Arbeit war es, die Maturase-Gene aus T. vaginalis-DNA zu amplifizieren und in
Kombination mit zwei Hydrogenasen aus T. vaginalis in E. coli heterolog zu exprimieren, um
die Maturase-Funktion dieser Proteine zu bestétigen.

AulBerdem sollten von den Genen hydG und hydF Uber homologe Rekombination
sogenannte knockout-Mutanten von T. vaginalis hergestellt werden, um die Auswirkungen
des Fehlens einzelner Hydrogenase-Maturasen auf die Hydrogenase-Aktivitat in T. vaginalis

zu beschreiben.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht gesondert aufgefiihrt, von den folgenden

Firmen bezogen:

Acros Organics (Geel, Belgien), Applied Biosystems (Darmstadt)) GE Healthcare
Biosciences (Munchen), J.T. Baker (Deventer, Niederlande), Bandelin (Berlin), Biomol GmbH
(Hamburg), Bio-Rad (Minchen), Biozym Diagnostik (Munchen), Calbiochem (Schwalbach
am Taunus), Clontech (Heidelberg), Difco Laboratories Inc. (Palo Alto, USA), Eppendorf AG
(Hamburg), Fermentas GmbH (St. Leon-Rot), Fluka (Buchs SG, Schweiz), Genomed (Bad
Oeynhausen), Gibco (Karlsruhe), Hartmann Analytik (Braunschweig), ICN Biomedicals Inc.
(Eschwege), Invitrogen GmbH (Karlsruhe), Life Technologies (Karlsruhe), Macherey-Nagel
(Duren), Merck Biosciences (Darmstadt), Millipore (Schwalbach), New England Biolabs Inc.
(Frankfurt am Main), PeglLab (Erlangen), Promega (Mannheim), Qiagen GmbH (Hilden),
Roche (Mannheim), Carl Roth GmbH & Co. (Nimbrecht), Serva (Heidelberg), Sigma Chemie
GmbH (Deisenhofen), Vector Laboratories Inc. (Burlingame, Kanada), VWR (Darmstadt),
Whatman Ltd. (Maidstone, England)

2.2 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIP)
DNasel

Klenow Fragment

Pfu DNA-Polymerase

Pfu Ultra DNA-Polymerase
Pfx DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen
RNase A

T4 DNA Ligase

Taq DNA Polymerase

Triple Master DNA Polymerase

New England Biolabs
Roche

MBI Fermentas
Promega

Stratagene
Invitrogen

MBI Fermentas, New England Biolabs
Serva

MBI Fermentas
Eppendorf
Eppendorf
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2.3 Vektoren

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide genannt:

pBluescript SK+ Stratagene
pGEM-TEasy Promega
paSCS-NEO Delgadillo et al., 1997
pCDF-Duet1 Novagen
pRSF-Duet1 Novagen

pTagvag2 Hrdy et al., 2004

2.4 Oligonukleotide

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten und von der Firma Metabion

synthetisierten Oligonukleotide aufgefiihrt.

Fur die Sequenzierung von DNA-Fragmenten in den Vektoren pBluescript SK+ und pGEM-T

Easy wurden folgende Fluoreszenz-markierte Oligonukleotide verwendet

M13 (24) for 5'-IRD700-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3' Tmn=67,8°C

M13 (24) rev 5'-IRD800-AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA-3' Tn=59,3°C

Oligonukleotide fiir die Amplifikation der Hydrogenase- und der Maturase-Gene aus
T. vaginalis-DNA. Fur die gerichtete Klonierung in die Expressionsvektoren wurden die

gekennzeichneten Restriktionsschnittstellen eingefiigt.

Tv64 for 5-GGT GGT GAG CTC GAT GCT TGC AAC AGC ATC TGC-3’
Sac | Tm=60°C
Tv64 rev 5'-GGT GGT GCG GCC GCTTAGAACTTT GGATGATGC TTG-3°
Not | Tm=60°C
Tvfus_for 5'-GGT GGT GGC GCG CCT GAT GCT CTC CGT CAC AAT TAATG-3°
Asc | Tn=68°C
Tvfus_rev 5- GGT GGT GCG GCC GCT TAG AAG GAT TCA ATG AAATGC G-3°
Not | Tm=62°C
HydE_for 5-GGT GGT CAT ATG ATG CAA CTC AAT ACA CTC AAT CC-3’
Nde | Tm=64°C
HydE_rev-stop 5°-GGT GGT CTC GAG AAC GGA CTTACC TTC CTT C-3°
Xho | Tm=56°C
HydF_for 5'-GGT GGT GAG CTC GAT GCT CAC TTC AAT TGG GCG C-3°
Sac | Tn=68°C
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HydF_rev 5-GGT GGT GCG GCC GCT TAT TTC CAT GGC TTG AGA ACC-3’

Not | Tm=62°C
HydG_for 5-GGT GGT CAT ATG ATG TTG GCT TCA TTA AGT CGC-3’

Nde | Tn=60"°C

HydG_rev-stop 5-GGT GGT GGT ACC GAA GTA AAG ATC ACG CTT TC-3°
Kpn | Tn=56"°C

Oligonukleotide fur die Amplifikation der 5°- und 3’- untranslatierten Bereiche (UTRs) der
Maturase-Gene hydG und hydF aus T. vaginalis-DNA. Fir die gerichtete Klonierung in den

Vektor paSCS-NEO wurden die gekennzeichneten Restriktionsschnittstellen eingefiigt.

HydG 5'UTR forward 5°-ATT TCA GAG CTC CCA ATG AGA ATATGT TAC GAA G-3°
Sac | Tm=60"°C

HydG 5'UTR reverse  5-CAA CAT GGT ACC TCT GAATAT TTATTT ACA ATG AGG-3’
Kpn | Tn=60"°C

HydG 3'UTR forward 5°-TCT TTA GGA TCC CTT CTA AGC AAA AAA ACA ATT CC-3’
BamH | Tm=60"°C

HydG 3'UTR reverse  5-GAA CCT CTC GAG GAT TTT CTG ACA CGG TAG ATG-3’
Xho | Tmn=60°C

HydF 5°UTR forward 5°-ACA TTC GAG CTC GTT CTG CTG TAT AAC TTC CTG-3°
Sac | Tm=60"°C

HydF 5°"UTR reverse  5-GAG CAT GGT ACC CTG TCACCT TTT AGA TTT TAG G-3’
Kpn | Tn=60°C

HydF 3'UTR forward 5°-GCC ATG TGA TCA GAA ATA AAT ACA TAA AAT GTT ATA G-3°
Bel | Tn=58°C

HydF 3'UTR reverse  5'-CAC CAA CTC GAG GAC AGT CGC AAG AAT GTT AG-3’
PspX | Tm=54°C

Oligonukleotide fur die Amplifikation des Neomycin-Phosphotransferase-Gens.

Neo_for 5-GGT CAC TTC ACATTAATG ATT GAACAAGATGCATTGC-3° Tn=71°C

Neo_rev 5-TTT TAA AGT AAG CAG TAG ATT CAG AAG AACTCG TCAAG-3" Tp=72°C

Oligonukleotide fur die Amplifikation des Acetat:Succinat-CoA-Transferase-Gens aus
T.vaginalis-DNA. Fir die gerichtete Klonierung in den Vektor pTagvag2 wurden die

gekennzeichneten Restriktionsschnittstellen eingefigt.

AcHydr_F_Nde 5-TAT ACA TAT GTT GTC ATC ATC TTC ACG TGC TAT C-3°
Nde | Tn=64°C

ASCT-stopp_rev 5-CCG CCG GGA TCC CCA GCT ATC GAG GTG CAT TG-3°
BamH | Tn=62°C
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2.5 Organismen

2.5.1 Trichomonas vaginalis

T. vaginalis Donne C-1:NIH ATCC 30001

T. vaginalis T-1 J.-H. Tai, Institute of Biomedical
Sciences, Taipeh, Taiwan

2.5.2 Escherichia coli

E. coli BL21 (DE3) (Invitrogen) F-ompT hsd Ss(rs-ms-) gal dcm (DE3)

E. coli K12 ER2925 (New England Biolabs) ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 ginV44
galK2 galT22 mcrA dem-6 hisG4 rfbD1
R(zgbh210::Tn10)TetS endA1 rpsL136
dam13::Tn9 xylA-5 mtl-1 thi-1 mcrB1

hsdR2

E. coli XL1-Blue MRF" (Stratagene) recA1 endA1 thi-1 hsdR17 gyrA96
supE44 relAllac [F proAB laclaZAM15
Tn10 (Tetr)]

2.6 Arbeiten mit E. coli

E. coli-Kulturen in LB-Medium (10 g/l NaCl; 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 5 ml oder
150 ml Kultur-Volumen) wurden mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte angeimpft. Das
Wachstum erfolgte unter Zugabe des entsprechenden Antibiotikums bei 37 °C unter
Schiitteln bei 200 rpm GUber Nacht. Die Bestimmung der optischen Dichte der
Bakteriensuspension erfolgte in einem UV/VIS Spektrophotometer (Pharmacia Biotech) bei

einer Wellenlange von 600 nm. Hierbei entspricht 1 ODgg etwa 8 x 108 Zellen/ml.

2.6.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen fiir die Plasmidtransformation

Die Fahigkeit zur Aufnahme freier DNA aus dem Medium erhalten logarithmisch wachsende
E. coli-Zellen durch eine Kaliumchlorid-Behandlung. Hierbei wurden 100 ml LB-Medium mit
1 ml einer 5 ml-Ubernachtkultur beimpft und bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer ODggo
zwischen 0,4 und 0,6 kultiviert. Nach 15 min Inkubation auf Eis wurde 15 min bei 4 °C und
1700 x g zentrifugiert. Die sedimentierten Bakterien wurden in '/;25 des Kulturvolumens FB-
Puffer (100 mM KCI; 50 mM CaCl,; 10 mM Kaliumacetat; 10 % (w/v) Glyzerin; pH 6,4)
resuspendiert. Aliquots hiervon wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C

gelagert.
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2.6.2 Transformation von E. coli

100 pl kompetente E. coli-Zellen (2.6.1) wurden mit 2 ul des Ligationsansatzes (s. 2.8) oder
1 pl Plasmid-DNA fir 20 min auf Eis inkubiert. Nach 45 s Hitzeschock bei 42 °C und
sofortigem Abkiihlen auf Eis flir 2 min wurden 900 pl LB-Medium hinzugegeben. Nach
60 min Inkubation bei 37 °C wurden jeweils 100 pyl und 900 pl auf Agarplatten mit dem
entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.6.3 Anaerobe Proteinexpression in E. coli

Fir die heterologe Expression von Proteinen in E. coli BL21(DE3) wurden die Zellen in LB-
Medium mit entsprechendem Antibiotikum unter aeroben Bedingungen bis zu einer ODgg
von 0,8-1,0 angezogen. Anschlieffend wurde die Proteinexpression mit 0,4 mM IPTG
induziert und 2 h bei 16 °C und 200 rpm inkubiert. AnschlieRend wurden die Kulturen fiir 1-
2 min mit N, begast, um vorhandenen Sauerstoff aus der Gasphase zu eliminieren und tber

Nacht in mit Septen verschlossenen Kulturflaschen bei 16 °C inkubiert.

2.6.4 ZellaufschluB von E. coli-Expressionskulturen

Die Aufarbeitung der E. coli-Expressionskulturen erfolgte in einem Anaerobenzelt (Glas-Col,
Terre Haute; USA) unter No-Atmosphére, um eine Schadigung der Proteine durch Sauerstoff
zu verhindern.

Die Kulturen wurden 10 min bei 3345 x g pelletiert und in 1 ml Lysispuffer [50 mM Hepes,
pH 7,5; 200 mM NaCl; 5 % (v/v) Glyzerin; 1 % (v/v) Triton X-100; 10 mM MgCl,; 1 mM DTT]
pro 50 ml Kulturvolumen resuspendiert. Der Zellaufschluf3 erfolgte durch sechsmalige
Ultraschallbehandlung fur 10 s bei 50 % Leistung (Sono Plus HD60, Bandelin). Die Zelllysate
wurden 30 min bei 16000 x g zentrifugiert und die Uberstande in luftdicht verschlieBbaren

Flaschen entgast auf Eis aufbewahrt.

2.7 Arbeiten mit T. vaginalis

Die T. vaginalis Stdmme Donne C1:NIH und T1 wurden in TYM-Medium, pH 6,2 (Clark und
Diamond, 2002) supplementiert mit 10 % (v/v) hitzeinaktiviertem Pferdeserum, 7 %o (w/v)
Eisenammoniumsulfat und 12,5 pg/ml Tetracyclin oder 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
[10.000 U, /ml bzw. 10.000 pggrrep/ml, MP Biomedicals, Heidelberg], bei 37 °C angezogen.

Die Erhaltung der T. vaginalis-Kultur erfolgte in 15 ml Schraubdeckel-Kulturréhrchen in
supplementiertem TYM-Medium. Von einer 2 Tage alten Kultur wurden 100 pl in 12 ml
frisches Medium Ubertragen und bis zum nachsten Uberimpfen 2 Tage bei 37 °C inkubiert.
Zur Anzucht in gréflerem Mallstab wurden aus dieser Vorkultur 5 ml in 50 ml

supplementiertes TYM-Medium gegeben, welches zusatzlich 12,5 ug/ml Tetracyclin oder
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1 % Penicillin/Streptomycin enthielt. Nach Inkubation Uber Nacht bei 37 °C wurde diese
Kultur far Nukleinsdure-Préparationen bzw. fur die Inokulation gréferer Kulturvolumina

verwendet.

2.7.1 Elektroporation von T. vaginalis

500 ml TYM-Medium wurden mit 50 ml einer Ubernacht-Vorkultur von T. vaginalis angeimpft
(2.7). Nach Inkubation bei 37 °C Uber Nacht wurde die Kultur 15 min bei 1000 x g pellettiert.
1 g Zellen wurde in 1,5 ml eiskaltem Medium resuspendiert und vier Mal durch eine Kaniile
(Sterican Gr. 14; Braun Melsungen AG, Melsungen) gezogen. 300 ul der vorbereiteten
Zellsuspension wurden mit 30-100 ug Plasmid-DNA in einer eisgekihlten Elektroporations-
kivette (4 mm; Molecular BioProducts Inc., San Diego, USA) gemischt und einem
Elektroschock unterzogen. Die Parameter der Elektroporation waren 1000 uF Kapazitat und
345 V Spannung bei einer Zeitkonstante von etwa 200 ms. Nach dem Puls wurden die Zellen
10 min auf Eis inkubiert und anschlieBend in vorgewadrmtes (37 °C) TYM-Medium mit
Penicillin/Streptomycin gegeben und bei 37 °C inkubiert. Die Selektion erfolgte nach 4 h mit
100 pg/ml G418 (Roth).

2.7.2 Herstellung von Einzelzellklonen

Nach der Transformation wurde die T. vaginalis-Kultur 24 h bei 37 °C inkubiert und die Zellen
15 min bei 1000 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem TYM-Medium incl.
100 pg/ml G418 resuspendiert und 24 h weiter inkubiert. Die Kultur wurde erneut 15 min bei
1000 x g zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Zellpellet in ca. 1 ml TYM-Medium
mit 100 pg/ml G418 resuspendiert. Die T. vaginalis Zellen wurden in 250 ml TYM-Medium
mit 0,5 % Agar und 100 pug/ml G418 (45 °C) Uberfuhrt und in Petrischalen gegossen. Diese
wurden ca. 14 Tage in einem mit N, begasten Anaerobengefald (Schitt Biotech GmbH,
Gottingen) bei 37 °C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden in 250 pl TYM-Medium incl.
100 pg/ml G418 uberfuhrt und nach 24 h bei 37 °C das Kulturvolumen auf 12 ml erhéht.

Bei erfolgreichem Wachstum nach zwei bis vier Tagen wurden die transformierten
T. vaginalis Kulturen wie oben beschrieben (s. 2.7) in TYM-Medium mit 100 pg/ml G418
kultiviert (modifiziert nach Land et al., 2004 und Delgadillo et al., 1997).
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2.7.3 Isolierung von Hydrogenosomen aus T. vaginalis

Hydrogenosomen wurden aus einem Kulturvolumen von 1-3 Litern isoliert. Die T. vaginalis
Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1000 x g und 4 °C far 10 min pelletiert und zweimal
mit SMB (250 mM Saccharose, 10 mM MOPS-KOH, pH 7,2, 10 mM B-Mercaptoethanol)
gewaschen. Das Pellet wurde in 30 ml SMDI (250 mM Saccharose, 10 mM MOPS, pH 7,2,
10 mM DTT, 50 pg/ml TLCK, 10 pg/ml Leupeptin) resuspendiert und mit Glasperlen (& 400-
600 nm) auf Eis 25 min gemdrsert. Durch 10 minltige Zentrifugation bei 755 x g und 4 °C
wurden die Zelltrimmer, nicht lysierte Zellen und die Glasperlen von dem Cytosol und den
Organellen abgetrennt. Der Uberstand dieser Zentrifugation, das Gesamtzellextrakt, wurde
10 min bei 7500 x g zentrifugiert, um die Organellen (Lysosomen und Hydrogenosomen)
vom Cytosol zu trennen. Fur die Dichtegradientenzentrifugation wurden die Organellen in
40 ml 45 % isotonischer Percoll-Lésung (45 % Percoll; 125 mM Saccharose / 5 mM MOPS-
KOH, pH7,4; 5 mM DTT; 25 ug/ml TLCK; 5 pg/ml Leupeptin) resuspendiert und luftblasenfrei
in Ultrazentrifugen-Gefalle (Optiseal, Beckman, Palo Alto, USA) gefiillt. Die Zentrifugation
erfolgte in dem Vertikalrotor VTi50 (Beckman) bei 30000 rpm (ca. 75000 x g) fir 45 min und
4 °C ohne Bremse (L8-70M Ultrazentrifuge, Beckman). Nach der Zentrifugation wurde die
hydrogenosomale Bande abgenommen. Diese Hydrogenosomen-Fraktion wurde 1:10 mit
SMDI (/4 Leupeptin und TLCK) verdiinnt und fir 15 min bei 3000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 100 ml SMDI resuspendiert und fiir 10 min bei 7500 x g und 4 °C
zentrifugiert und die Hydrogenosomen wurden in 500 yl SMDI aufgenommen (modifiziert
nach Bradley et al., 1997).

2.7.4 Herstellung von Deletionsmutanten fiir die Gene der Maturasen HydF und

HydG aus T. vaginalis durch homologe Rekombination

Zur Untersuchung von Genen unbekannter Funktion eignet sich in Organismen mit haploider
Genorganisation wie T. vaginalis die Deletion dieser Gene durch homologe Rekombination.
Hierbei wird ein Konstrukt erstellt, das einen Selektionsmarker sowie die flankierenden
Bereiche (5°- und 3’-untranslatierte Bereiche; UTRs) des zu deletierenden Gens enthélt.
Dieses Konstrukt wird in die Zelle eingebracht, und durch Bindung homologer Bereiche
kommt es zum Austausch des Zielgens gegen den Selektionsmarker und damit zur Deletion
(s. Abb. 2.1).
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[ 5 UTR I Resistenzgen I 3"UTR ] linearisierte DNA

>< >< Rekombination

. . . chromosomale
1 I 5" UTR I Zielgen I 3"UTR I 2 DNA

[ 5"UTR I Zielgen I 3"UTR ] linearisierte DNA

+

1 I 5 UTR I Resistenzgen I 3 UTR I g’;{g"w“ma'e

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der homologen Rekombination. Ein Resistenzgen wird tber
Rekombination von Zielgen-flankierenden Bereichen (5°- und 3 -untranslatierter Bereich, UTR) gegen
das Zielgen ausgetauscht und dient gleichzeitig als Selektionsmarker. 1 und 2 sind chromosomale
Bereiche aullerhalb der UTRs.

2.8 Arbeiten mit Nukleinsauren

Allgemeine Arbeiten mit Nukleinsduren erfolgten nach Standardprotokollen nach Sambrook

et al. (1989) und werden hier nicht ausfiihrlich beschrieben:

e Phenolextraktion und Konzentrierung von Nukleinsauren aus wassrigen Lésungen durch
Ethanol- oder Isopropanolextraktion

o Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

e Trennung von Nukleinsduren und deren Groflenbestimmung durch Agarose-
Gelelektrophorese

e Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

e Ligationen von DNA-Fragmenten mit Vektoren mit Hilfe der T4-DNA-Ligase

e Dephosphorylierung von Vektoren mit der alkalischen Phosphatase

2.8.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus T. vaginalis

Fur die Isolierung von Gesamt-RNA aus T. vaginalis wurde eine 2 Tage alte 12 ml Kultur
(s.2.7) 10 min bei 1000 x g zentrifugiert und die pelletierten Zellen in 100 pl TRIZOL®
Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe) lysiert. Die Gesamt-RNA wurde nach Herstellerangaben

isoliert, in 50 ul DEPC-Wasser aufgenommen und bei -80 °C gelagert.
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2.8.2 Praparation von genomischer DNA aus T. vaginalis

Eine 500 ml T. vaginalis-Kultur (s. 2.7) wurde 5 min bei 900 x g und 4 °C zentrifugiert. Das
Pellet wurde zweimal mit Doran’s PBS Puffer (8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 1,44 g/l Na;HPOQO,,
0,24 g/l KH,PO,) gewaschen und in 1 ml TE-Puffer, pH 8,0 mit 0,1 % (w/v) SDS und
50 pg/ml Proteinase K resuspendiert. Nach Zugabe von 20 yl DEPC wurde 5 min auf Eis
inkubiert und zweimal mit 40 ml Triton X-100-RSB [10 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7 4,
5 mM MgCl, 1 % (v/v) Triton-X-100, 0,04 % (v/v) DEPC] fur 10 min bei 2879 x g und 4 °C
gewaschen. Das Pellet wurde in 0,5 ml 10 mM EDTA mit 0,1 % (v/v) SDS geldst und 15 min
bei 65°C inkubiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 5000 x g und 4°C wurde das Pellet in
0,5 ml TE mit 0,1 % (w/v) SDS und 50 ug/ml Proteinase K fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Durch
Zugabe von 33 uyl 5 M NaCl und 27 ul Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)-Puffer [2 %
(w/v) CTAB; 100 mM Tris-HCI, pH 8; 20 mM EDTA, pH 8,0; 1,4 mM NaCl] wurde die
genomische DNA geféllt. Es wurde 10 min bei 65 °C inkubiert und die L6sung anschlieend
mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt. Nach Zentrifugation bei 5000 x g flr
10 min bei Raumtemperatur wurde die walirige Phase mit 1 Vol. Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die
walrige Phase wurde mit 0,6 Vol. Isopropanol versetzt und erneut zentrifugiert (s.o.), um die
genomische DNA zu féllen. Das DNA-Pellet wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, bei

Raumtemperatur getrocknet und in 50 pl TE-Puffer (pH 8,0) gel6st (Riley et al., 1991).

2.8.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Sofern nicht anders angegeben, wurde ein PCR-Ansatz in einem Volumen von 25 oder 50 ul
durchgefuhrt. Dieser Ansatz enthielt einen Polymerase-spezifischen Puffer in einfacher
Konzentration, 0,2 mM je dNTP, 1 pyM je Primer und 1 U Taqg- oder Pfu-Polymerase. Es
wurden 10-100 ng Plasmid-DNA, cDNA oder lysierte E. coli-Zellen als Matrize eingesetzt. In
einem Thermocycler der Firma Eppendorf wurden nach einer anfanglichen Denaturierung
von 2 min bei 95 °C 25-30 Zyklen von 30 s bei 95 °C, 30 s bei 3-8 °C unter der jeweiligen
Schmelztemperatur der eingesetzten Primer und 45 s bis 2,5 min bei 72 °C programmiert. Es
folgten weitere 5 min bei 72 °C. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz auf einem

1 %igen Agarosegel analysiert.

2.8.4 Klonierung von PCR-Fragmenten

Fur die Klonierung von PCR-Fragmenten wurden diese zunachst auf einem 1 %igen
Agarosegel aufgetrennt und die entsprechende Bande aus dem Gel ausgeschnitten. Die
Elution der DNA-Fragmente aus dem Gel und die Ligation in die Vektoren (s. 2.3 und 2.8)
erfolgten nach Standardmethoden (Sambrook et al., 1989).
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2.8.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte aus 2 ml einer Ubernachtkultur mit dem Nucleospin
Plasmid Kit (Macherey-Nagel) nach Angaben des Herstellers. Die Plasmid-DNA wurde mit

Wasser von der Saule eluiert.

2.8.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxymethode von Sanger et al. (1977). Es wurde
eine Laserfluoreszenz-Sequenzierung mit Hilfe eines DNA Sequencer Long ReadlR 4200
(Licor) durchgefuhrt. Fur die Sequenzierung wurden 2-3 pg Plasmid-DNA in einem Volumen
von 20 pl H,O eingesetzt. Die Sequenzierreaktionen wurden mit Hilfe des ,Cycle Reader
Auto DNA Sequencing Kit* (Fermentas) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die PCR-
Reaktion erfolgte in einem Primus 96 Plus Thermocycler der Firma MWG Biotech. Nach
einmaliger Denaturierung bei 98 °C fur 2,5 min wurde ein PCR-Programm mit 25 Zyklen mit
1 min bei 98 °C (Denaturierung), 35 s bei 68,5 °C (Hybridisierung) und 2 min bei 71 °C
(Synthese) durchgefiihrt. Nach Abschluss der PCR wurden die Proben mit 7 pl Formamid-
Ladepuffer (200 pl 0,5 M EDTA, pH 8,0; 100 ml Paraosanilin 100 mg/ml; 9,5 ml Formamid)
versetzt und fir 3 min bei 70 °C denaturiert. Die Proben wurden auf Eis abgekihlt und
jeweils 1,5 ul jeder Reaktion auf ein Sequenzgel (denaturierendes Polyacrylamid-Gel)
aufgetragen. Die Zusammensetzung und der Aufbau des Gels erfolgten nach

Herstellerangaben.

2.8.7 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

100 ng DNA wurden in 37 ul H,O suspendiert und 15 min auf 100 °C erhitzt. Nach sofortigem
Abkuhlen auf Eis wurden 5 pl 10 x Oligo-Mix (50 OD2s p(dN)s (GE Healthcare); 100 mM
MgCl,; 500 mM Tris-HCI, pH 7,0; je 500 pM dATP, dGTP und dTTP; 70 mM B-
Mercaptoethanol), 5 ul BSA (1 mg/ml), 3 pl a** P-dCTP (= 1,1 MBq) und 2,5 U Klenow-
Fragment hinzugegeben und fir 2-3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Sonde wurde Uber
Sephadex-G50-Saulen gereinigt. Hierzu wurde in TE-Puffer vorgequollenes Sephadex-G50
als Matrixmaterial bis zur Einkerbung am oberen Ende in eine mit Watte verschlossene
Pasteurpipette eingefiillt. Dem Markierungsansatz wurden 2 pyl EDTA (0,5 M, pH 8,0)
hinzugegeben. Es wurde mit 600 ul TE-Puffer aufgeflillt und auf die Sephadex-Saule
aufgetragen. Mit weiteren 400 pl TE-Puffer wurde die Sonde eluiert. Die spezifische Aktivitat
der Sonden betrug mindestens 10® cpm/ug DNA. Die Sonde wurde vor Zugabe zur
Hybridisierungslésung mit ;o Volumen 1 M NaOH 2-5 min denaturiert und mit gleichem

Volumen 1 M HCI neutralisiert.
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2.8.8 Northern-Analyse

Die Trennung der RNA (s. 2.8.1) erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in einem 1 %
Agarosegel mit Ethidiumbromid (1:80.000) in 1 x MOPS-Puffer (20 mM MOPS, pH 7,0; 5 mM
Natriumacetat, pH 6,4; 1 mM EDTA, pH 8,0) und 6,6 % (v/v) Formaldehyd. Alle verwendeten
Materialien wurden zum Schutz vor RNasen mit Na-Hypochlorit behandelt, und alle
Lésungen wurden mit DEPC-Wasser (0,01 %) angesetzt. Pro Spur wurden 10 yg Gesamt-
RNA mit Northern Ladepuffer (57 % (v/v) Formamid; 17,5 mM MOPS pH 7,0; 4,4 mM
Natriumacetat pH 6,4; 0,8 mM EDTA pH 8,0; 8 % (v/v) Formaldehyd; 1,4 % (w/v) Ficoll 400;
90 pg/ml Bromphenolblau) versetzt. Je 2 pl GréRenstandard (RiboRuler™ High Range RNA
Ladder, Fermentas) wurden in 10 yl TE gelést und mit 2 pl Northern Ladepuffer versetzt. Der
Groflenstandard und die RNA-Proben wurden fiir 15 min bei 60 °C inkubiert und dann auf
Eis abgekuhlt. Die elektrophoretische Trennung erfolgte fur ca. 90 min bei 4 V/cm in 1 x
MOPS-Puffer. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 3 x 20 min in DEPC-Wasser incl.
Proteinase K gewaschen. Der Transfer der RNA auf eine Nylonmembran (Hybond N+,
Amersham Biosciences) erfolgte (ber Kapillartransfer in 20 x SSC Puffer nach
Standardprotokollen (Sambrook et al., 1989). Nach Abschluss des Transfers wurde die
Membran zur Fixierung der RNA fiir 3 min mit UV-Licht bestrahlt.

Die Vorhybridisierung der Membran erfolgte fiir mindestens 1 h bei 68 °C in 6 x SSPE mit
0,1 % (w/v) SDS; 0,02 % (w/v) PVP; 0,02 % Ficoll 400 und 100 pg/ml Fischsperma-DNA
(Roche Applied Science). Danach wurde die Membran tber Nacht bei 68 °C in 3 x SSPE mit
0,1 % (w/v) SDS; 0,02 % (w/v) PVP; 0,02 % Ficoll 400; 100 pug/ml Fischsperma-DNA und der
Hybridisierungssonde (s. 2.9.7) hybridisiert. Nach der Hybridisierung wurde die Membran fir
dreimal 20 min bei 68 °C in 2 x SSPE mit 0,1 % (w/v) SDS gewaschen, getrocknet und auf
XAR-Filmen (Kodak) tber Nacht bei -80 °C mit Verstérkerfolie exponiert.

2.8.9 Southern-Analyse

Je 10 pg genomische DNA aus T. vaginalis (s. 2.8.2) wurden mit 50 U einer
Restriktionsendonuklease geschnitten und auf einem 1 % Agarosegel bei 5 V/cm in 1X TAE-
Puffer getrennt. Das Gel wurde bei Raumtemperatur unter Schitteln mit den folgenden
Lésungen inkubiert: Depurinierung fur 1 x 15 min in 0,25 M HCI, Denaturierung fir 2 x 15 min
in Southern | (0,5 M NaOH; 1 M NaCl), Neutralisierung fiir 2 x 15 min in Southern Il (0,5 M
Tris-HCI, pH 7,5; 3 M NaCl) und Aquilibrierung fiir 2 x 15 min in 20 x SSPE (3 M NaCl; 0,2 M
NaH,PO,; 20 mM EDTA, pH 8,0). Danach wurde die DNA mit 20 x SSPE im
Trockenblotverfahren nach Sambrook et al. (1989) auf eine Nylonmembran (Hybond N+,
Amersham Biosciences) Ubertragen. Die Membran wurde mit 3 x SSPE gewaschen,
getrocknet und zur Fixierung der DNA fiir 3 min mit UV-Licht bestrahlt. Die Hybridisierung
erfolgte wie bei der Northern-Analyse (s. 2.8.8).
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2.9 Biochemische Methoden

2.9.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte nach der Methode von Bradford (1976).
Es wurden jeweils 0,5-20 pl der Probe mit 200 pl Bradfordreagenz (Bio-Rad Protein Assay,
Bio-Rad, Miinchen) versetzt, der Ansatz mit H,O auf 1 ml aufgefullt und fir 10 min inkubiert.
AnschlieBend wurde die Extinktion bei 595 nm gegen einen Nullwert bestimmt. Die

Kalibrierungsgerade wurde mit Rinderserumalbumin als Standard erstellt.

2.9.2 SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte durch eine
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970).
Die Herstellung der Lésungen, das GielRen der Gele und die elektrophoretische Trennung
erfolgten nach Sambrook et al. (1989). Die SDS-PAGE wurde mit 10 % Trenngelen in
PerfectBlue Twin S oder M Systemen (Peqlab, Erlangen) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit '/s Volumen Probenpuffer (50 mM
Tris-HCI, pH 6,8; 5 mM EDTA; 5 % (w/v) SDS; 25 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 50 % (v/v)

Glyzerin; 0,25 % (w/v) Bromphenolblau) versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert.

2.9.3 Farbung von Proteinen mit Coomassie Brilliant Blau

Die Coomassiefarbung von Proteingelen erfolgte nach einer modifizierten Methode von
Heukeshofen und Dernick (1988). Eine Tablette Phast Gel Blue R-350 (GE Healthcare
Biosciences) wurde in 80 ml H,O unter Riihren gelést. Nach Zugabe von 120 ml Methanol
wurde die Lésung filtriert und bei 4 °C gelagert. Unmittelbar vor Gebrauch wurde eine 1:10
Verdiinnung (v/v) der Lésung mit 10 % (v/v) Essigsaure angefertigt und auf 90 °C erhitzt. Die
Lésung wurde heil auf das Gel gegeben und 60 min geschittelt. AnschlieRend wurde der

Hintergrund mit 10 % (v/v) Essigséure entfarbt.

2.9.4 Western Blot

Fur einen immunologischen Nachweis wurden die Proteine aus der SDS-PAGE mittels
elektrophoretischen Transfers auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen (nach Gershoni
und Palade 1983). Der Transfer erfolgte in einer Halbtrockenzelle (Nova Blot Multiphor Il, GE
Healthcare Biosciences). Die Nitrozellulosemembran (Hybond C Extra, GE Healthcare)
wurde vor Verwendung 5 min in H,O &quilibriert. Die Anode der Halbtrockenzelle wurde mit
H,O befeuchtet und anschlieBend 3 Lagen Whatman-Papier luftblasenfrei aufgelegt, die
zuvor mit Transferpuffer (39 mM Glycin; 48 mM Tris; 0,037 % (w/v) SDS; 20 % (v/v)
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Methanol) getréankt wurden. Auf das Whatman-Papier wurde Iuftblasenfrei die
Nitrozellulosemembran gelegt, gefolgt von dem in H,O gewaschenen Polyacrylamidgel. Zum
Schluss wurden 3 weitere mit Transferpuffer getrénkte Lagen Whatman-Papier aufgelegt.
Der Transfer erfolgte fiir 1 h bei 0,82 mA/cm?. Zur Kontrolle des Proteintransfers wurden die
Proteine auf der Membran mit Ponceau S (0,5 % (w/v) Ponceau S; 1 % (v/v) Essigséaure)

gefarbt und mit Wasser entfarbt.

2.9.5 Immunodetektion

2.9.5.1 Detektion von rekombinanten Proteinen mit His-Anhang

Zum Nachweis der rekombinanten Proteine diente ein monoklonaler Maus IgG anti-His
Antikérper der Firma Novagen. Die Nitrozellulosemembran (s. 2.9.4) wurde fir 1 h in
Blockingpuffer (3 % (w/v) BSA in TBS (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NacCl)) geschwenkt
Die Inkubation mit dem Antikérper (0,1 ug/ml in Blockingpuffer) erfolgte fiir 1 h bei RT oder
UN bei 4 °C auf einem 3D-Taumelschittler (Multi 3D-Shaker, Peglab). AnschlieRend wurde
die Membran 2 x 10 min in TBS-T (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,05 % (v/v)
Tween 20) sowie 1 x 10 min in TBS inkubiert. Der gebundene anti-His Antikérper wurde mit
einem Peroxidase-gekoppelten anti-Maus Antikérper (ImmunoPure Goat Anti-Mouse 1gG, (H
+ L) Peroxidase Conjugated, Pierce in einer 1:10.000 Verdiunnung in TBS und 1,5 % (w/v)
Magermilchpulver detektiert. Nach 1 h bei RT wurde die Membran 3 x in TBS-T gewaschen.
Die Nachweisreaktion der Meerrettich-Peroxidase erfolgte durch Mischen von 3 ml Lésung A
(0,1 M Tris-HCI, pH 8,6; 1,25 mM Luminol), 300 pl Lésung B (6 mM para-
Hydroxycoumarinsdure in DMSO) und 0,9 pl 30 % (v/v) H,O,. Das Gemisch wurde auf die
Membran gegeben und fur 2 min dort belassen. Je nach Signalstarke wurde die Membran flr

1-10 min auf einem Film (Lumi-Film Chemiluminescent Film, Roche, Basel) exponiert.

2.9.5.2 Detektion von rekombinanten Proteinen mit S-Anhang

Fur die Detektion rekombinanter Proteine mit S-Anhang wurde die Nitrozellulosemembran
fur 1 hin 5 % Magermilchpulver in TBS-T geschwenkt. AnschlieRend wurde die Membran 3 x
10 min mit TBS-T gewaschen und 1 h mit dem S-Protein HRP Conjugat (1:5000 in TBS-T)
inkubiert. Die Detektion erfolgte wie in 2.9.5.1 beschrieben mit den Lésungen A und B und

einem Chemiluminescent Film (Roche, Basel).

33



MATERIAL & METHODEN

2.9.5.3 Detektion der ASCT

Nach der Inkubation der Nitrozellulosemembran mit 5 % BSA/TBST wurde die ASCT mit
dem Erstantikérper anti-TvVASCT (1:1000 in 1% BSA/TBS-T) und dem Peroxidase-
gekoppelten Zweitantikérper gegen Kaninchen (1:10.000 in 1 % BSA/TBS-T) detektiert.
Alternativ wurde der Uber den pTagvag2-Vektor angehangte Hamagglutinin-Tag mit einem
anti-Hamagglutinin-Antikérper (H6908, Sigma) detektiert. Das Blocken und die Inkubation
des anti-Hamagglutinin-Antikérpers erfolgten in 3% BSA/TBS (1:5000), wahrend der
Peroxidase-gekoppelte Zweitantikdérper gegen Maus in 10 % Magermilchpulver inkubiert
wurde. Die Detektion erfolgte wie in 2.9.5.1 beschrieben mit den Lésungen A und B und

einem Chemiluminescent Film (Roche, Basel).

2.10 Hydrogenase-Aktivititstest

Die Aktivitdt der Hydrogenase in Abhé&ngigkeit von den Maturasen HydE, HydF und HydG
wurde in Rohextrakten von exprimierenden E. coli-Zellen gemessen. Hierzu wurden E. coli-
Rohextrakt mit heterolog exprimierter Hydrogenase in den Verhaltnissen 1:1, 1:40, 1:80,
1:120 und 1:160 mit E. coli-Rohextrakt mit heterolog exprimierten Maturasen fir den
Aktivitatstest in der Messkiivette gemischt (s. Abb. 2.2).

HydE + HydF +
HydG

Hydrogenase 1:40

v

Aktivitatstest

Abb. 2.2: Prinzip des Hydrogenase-Akitivitdtstests. Hydrogenase und Maturase wurden fiir die
Aktivitdtsmessung in den Verhéltnissen 1:1 bis 1:160 in die Messkiivette gegeben.

Die Hydrogenase-Aktivitdt wurde indirekt (Uber die Reduktion von Methylviologen
gemessen. Methylviologen dient hierbei als Elektronenakzeptor bei der Umsetzung von H; zu
2 H* durch die Hydrogenase. Die Reduktion von Methylviologen durch Wasserstoff (s. Abb.
2.3) in mit Septen verschlossenen Quarzkivetten (Hellma, Muillheim, Baden) wurde bei
604 nm in einem Genesis 10 UV Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich) gemessen.

Ein 1 ml-Reaktionsansatz enthiehlt 10 mM Methylviologen, 5 mM DTT, 50 mM Tris-HCI,

pH 8,0 und wurde 1 min mit Wasserstoff begast. Die Reaktion wurde durch Zugabe der
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Proteinlésungen mit gasdichten Hamilton-Spritzen gestartet und die Extinktionsdnderung bei
604 nm verfolgt. Der molare Extinktionskoeffizient fur Methylviologen wurde mit
13600 M'cm™ angenommen (Payne et al., 1993).

W — Hydrogenase — —\4
+
2 H3C—N N—CH3z + H, —>2 H3C—Ne¢ N—CHz+ 2 H"
TN/ \y TP N/ s 7°

Methylviologen Dikation Radikal-Kation
(farblos) (blauviolett)

Abb. 2.3: Reduktion von Methylviologen durch Wasserstoff

Da die Hydrogenase durch Sauerstoff reversibel gehemmt wird, wurde durch das
Glukose-Oxidase/Katalase-System (Packard und Cullingford, 1978) der Sauerstoff aus der
Reaktion entfernt. Bei dieser Reaktion wird Glukose unter Verbrauch von O, durch die
Glukose-Oxidase zu Gluconolacton oxidiert. Die Katalase reduziert das entstehende
Wasserstoffperoxid zu Wasser und %2 O, (s. Abb. 2.4).

CH,OH CH,OH
H O H Glukose- H e}
Oxidase
OH H OH H o
HO OH 0, L HO
H,0,
H OH H OH
Glukose Katalase Gluconolacton
1/2 O+ H,O

Abb. 2.4: Entfernung von Sauerstoff aus einem Reaktionssystem mit Hilfe einer gekoppelten Glukose-
Oxidase und Katalase-Reaktion (nach Packard und Cullingford, 1978).

2.11 Bioinformatische Methoden

2.11.1 Sequenzanalysen, Datenbankvergleiche und phylogenetische Netzwerke

Fur die Analyse und Bearbeitung von Sequenzen wurde das GCG Programmpaket (Version
10.3) der Genetics Computer Group, Universitat Wisconsin, USA, (http://www.accelrys.com/
about/gcg.html; Devereux et al., 1984) verwendet. Das GCG-Programmpaket steht auf
einem SDI Origin 2000 Parallelrechner der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf zur
Verfligung. Es handelt sich hierbei um ein Programmpaket fiir die Analyse von Nukleinsaure-

und Protein-Sequenzen, mit dem alle ermittelten Sequenzen bearbeitet wurden.
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Fur die Suche nach homologen Sequenzen in GenBank wurden die Programme BLASTN,
BLASTX und BLASTP des BLAST (basic local alignment search tool)-Pakets am NCBI
(National Center for Biotechnology Information) verwendet (Altschul et al. 1990). In den TIGR
(the institute for genomic research) Genom-Datenbanken von T. vaginalis
(www.tigr.org/tdb/e2k1/tvg/) wurden fur die Suche nach homologen Sequenzen die
Programme BLASTN, BLASTX und BLASTP des WU BLAST 2.08 verwendet (Gish, 1996,
unveréffentlicht).

Globale, multiple Sequenz-Alignments wurden mit dem Programm Clustal W (Thompson
et al., 1994) erstellt. Hierbei wurden mehrere Sequenzen Uber ihre gesamte Lange
miteinander verglichen und Licken eingefugt, um das Alignment zu optimieren. Das
Programm Neighbor-Net (Bryant und Moulton, 2004) verwendet diese Distanzen, um mit
einer Variante der Neighbor-joining-Algorithmen (Saitou und Nei, 1987) ein Netzwerk zu
berechnen. Mit dem Programm SPLITSTREE4 (Version 4.8; Huson und Bryant, 2006) wurden

die Netzwerke graphisch dargestellt.

2.11.2 Voraussagen iiber mogliche Transitpeptide

Mégliche Signalpeptide von Aminosduresequenzen wurden mit Hilfe der Programme IPSORT
(hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT/; Bannai et al.,, 2001, 2002) und TARGETP (www.cbs.dtu.dk/

services/TargetP/; Emanuelsson et al., 2000) ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1 Klonierung und homologe Uberexpression der Acetat:Succinat-CoA-
Transferase aus T. vaginalis

In T. vaginalis konnte zwar Enzymaktivitat einer Acetat:Succinat-CoA-Transferase detektiert
werden, jedoch wurde bisher kein entsprechendes Gen identifiziert (Steinblchel und Mdiller,
1986). In der TIGR Genomdatenbank ist ein Gen, das fir eine mdégliche ASCT aus
T. vaginalis kodiert, vorhanden (93909.M00117). Diese Sequenz sollte in dieser Arbeit
kloniert und néher charakterisiert werden.

3.1.1 Herstellung des Vektors pTagvag2/ASCT

Die Acetat:Succinat-CoA-Transferase (ASCT, 93909.M00117) wurde aus genomischer DNA
von T. vaginalis mit den Oligonukleotiden AcHydr F_Nde und ASCT-stopp_rev amplifiziert,
wodurch die Restriktionsschnittstellen Ndel am 5°-Ende und BamHI am 3°-Ende der
Sequenz eingefiigt wurden. Dieses 1572 bp Fragment wurde flir Sequenzierungen in den
Vektor pBluescript SK+ (Stratagene) kloniert. Nach Bestéatigung, dass es sich um die ASCT
aus T. vaginalis handelt, wurde dieses Fragment mit den Restriktionsendonukleasen Ndel
und BamHI aus dem Sequenzierungsvektor herausgeschnitten und gerichtet in den
Expressionsvektor pTagvag?2 (Hrdy et al., 2004; s. Abb. 3.2) kloniert (s. Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Klonierung der Acetat:Succinat-CoA-Transferase in den Tagvag2-Expressionsvektor.
M: GréRenstandard.

T. vaginalis T1-Zellen wurden mit 50 ug des Plasmids pTagvag2/ASCT bzw. pTagvag2/
Frataxin (s. Abb. 3.2) als Kontrolle elektroporiert und in TYM-Medium mit 100 pg/ml G418

selektiert. Die resultierende Stamme TvT1ASCT und TvT1Frataxin wurden mittels Northern-
und Western-Analysen verifiziert.

37



ERGEBNISSE

5°UTR a-SCS

. BamHI
5'UTR o-SCS Xhol
Frataxin
HA-Tag‘
v ’
5000 3'UTR AP65

1000 ~
pTagvag2/Frataxin

4000 5247 bp

\

\
6000

10007
pTagvag2/ASCT

5000 6494 bp

Xmal

EcoRI
2000

~
HA-Tag

4000
4 3000 3UTR APy
\

BamH|
Xhol

Notl
Apal

Scal

Abb. 3.2: Vektorkonstrukte pTagvag2/Frataxin (5247 bp) und pTagvag2/ASCT (6494 bp).
3.1.2 Western-Analyse der rekombinanten Stimme TvT1ASCT und
TvT1Frataxin

In einer Western-Analyse wurde zunachst die Elektroporation von T. vaginalis T1 mit den
Plasmiden pTagvag2/ASCT und pTagvag2/Frataxin Uberprift. Hierzu wurden 2 ml der
resultierenden Kulturen TvT1ASCT und TvT1Frataxin zentrifugiert und das Gesamtzell-
extrakt auf einem 12 % SDS-Polyacrylamid-Gel getrennt. Die Detektion erfolgte nach der
Ubertragung auf eine Nitrozellulosemembran tber einen anti-TvASCT Antikdrper und einen

anti-Hamagglutinin Antikérper.
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Abb. 3.3: Western-Analyse von T. vaginalis Gesamtzellextrakt zur Kontrolle der Transformation mit
pTagvag2/ASCT und pTagvag2/Frataxin. Es wurden je Spur 25 pg Protein Uiber eine 12 %ige SDS-
PAGE getrennt. A: Coomassie-gefarbte SDS-PAGE; B: Detektion mit anti-TvASCT Antikérper; C:

Detektion mit anti-Hadmagglutinin Antikérper.
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Mit dem Antikérper gegen die TVASCT konnten im Wildtyp und in TvT1Frataxin die ASCT
(57 kDa) nachgewiesen werden. Im Stamm TvT1ASCT ist ein stérkeres Signal erkennbar (s.
Abb. 3.3B). Bei der Detektion mit dem anti-Hdmagglutinin Antikérper konnte eindeutig
gezeigt werden, dass es sich hierbei um die Uberexprimierte TVASCT handelt, denn in den
Kontrollstdmmen T. vaginalis T1 Wildtyp wurde kein Protein detektiert und in TvT1Frataxin
wurde das mit dem HA-Tag markierte Frataxin (15 kDa) detektiert (s. Abb. 3.3C). Allerdings
wurden mit dem anti-Hamagglutinin Antikérper auch Abbauprodukte der ASCT im Stamm
TVT1ASCT detektiert (s. Abb. 3.3C). Die Transformation und Uberexpression der ASCT in

T. vaginalis konnte mit beiden Antikdrpern nachgewiesen werden.

3.1.3 Northern-Analyse der rekombinanten Stidmme TvT1ASCT und
TvT1Frataxin

Fur die Northern-Analyse (s. 2.8.8) wurde T.vaginalis Gesamt-RNA mit Hilfe des Trizol®-
Reagenz (s. 2.8.1) isoliert. 10 ug der RNA wurden unter denaturierenden Bedingungen tber
ein 1 %iges Agarosegel in 1 x MOPS-Puffer getrennt und auf eine Hybond N+
Nylonmembran Ubertragen. Die Membran wurde mit spezifischen, radioaktiv markierten

DNA-Sonden (s. 2.8.7) der offenen Leseraster der TvASCT bzw. TvAktin als Kontrolle
hybridisiert (Abb. 3.4).

TvT1 Wildtyp
TVvT1ASCT
TvT1Frataxin
TvT1 Wildtyp
TVvT1ASCT
TvT1Frataxin

— 1572 bp

|
i|| ||

——
= +

1125 bp -

Abb. 3.4: Northern-Analyse von T. vaginalis Gesamt-RNA. A: Hybridisierung mit spezifischer DNA-
Sonde gegen TvAktin; B: Hybridisierung mit spezifischer DNA-Sonde gegen TvASCT.

Die Intensitat der bei der Northern-Analyse erhaltenen Signale wurde mit dem FLA3000
Fluorescence Scanner Version 1.8E detektiert und mit dem Programm /Image Gauge
Software (Version 3.0; Fuji Photo Film Co., Disseldorf) quantifiziert. In TvT1ASCT konnte
eine 4-fach erhdéhte Intensitdt der ASCT-RNA im Vergleich zum untransformierten

T. vaginalis T1 und zum mit dem Kontrollplasmid pTagvag2/Frataxin transformierten

TvT1Frataxin festgestellt werden (s. Abb.3.5).
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Abb. 3.5: Intensitdt der RNA-Expressionslevel bei ASCT Uberexpression in T. vaginalis T1. Es
wurden Signalintensitdten von Northern-Analysen mit der Image Gauge Software (Version 3.0; Fuji
Photo Film Co.) quantifiziert (n=2).

3.1.3 Intrazelluldre Lokalisierung der ASCT in T. vaginalis

Die Lokalisierung der ASCT erfolgte Uber eine weitere Western-Analyse (s. 2.9.2/4). Hierzu
wurden Hydrogenosomen aus T. vaginalis isoliert, die Proteine in einem 10 % SDS-
Polyacrylamid-Gel getrennt und auf eine Hybond C Extra Nitrozellulosemembran (GE
Healthcare) Ubertragen. Die Detektion erfolgte Uber den anti-TVASCT Antikérper (s. Abb.
3.6).
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Abb. 3.6: Lokalisierung der ASCT durch Western-Analyse nach der Zellfraktionierung von T. vaginalis.
A: Coomassie-gefarbte SDS-PAGE; B: Westernblot, Detektion mit anti-TvASCT Antikérper. Es
wurden je Spur 25 ug Protein auf einem 10 % SDS-Polyacrylamid-Gel getrennt.

Die ASCT konnte nach Zellfraktionierung in der Hydrogenosomen-Fraktion, jedoch nicht
in der cytosolischen Fraktion nachgewiesen werden. Die ASCT ist also in den

Hydrogenosomen lokalisiert.
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3.2 Klonierung der Gene fiir die Hydrogenasen und Maturasen aus T. vaginalis

fiur die heterologe Expression in E. coli

Die Aktivitdt von [FeFe]-Hydrogenasen aus T. vaginalis sollte durch heterologe Co-
Expression der Hydrogenasen mit den méglichen Maturasen hergestellt werden.

Fur die Klonierung der Gene der Hydrogenasen und Maturasen aus T. vaginalis wurden
die in Tabelle 3.1 genannten Sequenzen aus genomischer DNA von T. vaginalis amplifiziert.

Es wurden zwei Hydrogenasen ausgewahit:

. Eine Hydrogenase/CytochromP450-Reduktase-Fusion, die in der TIGR Genom-
datenbank annotiert ist (97007.m00150), zeigte in friheren Experimenten keine Hydro-
genase-Aktivitat, aber Homologien zu anderen [FeFe]-Hydrogenasen (Rosnowsky, 2004).

. Die Hydrogenaseaktivitat der aus T. vaginalis gereinigten 64kDa-Hydrogenase wurde

von Payne et al. bereits 1993 beschrieben und sollte als Vergleich dienen.

Fur die Maturase HydE waren drei homologe Sequenzen in der TIGR-Datenbank
annotiert. Die Sequenz 81202.m00098 wurde fur die Amplifikation von hydE ausgewahlt, weil
diese bereits durch RT-PCR als tatsachlich exprimierte Sequenz verifiziert wurde (Putz et al,,
2006). Die Maturase HydF ist nur mit einer Sequenz in der TIGR Genomdatenbank annotiert,

wobei fur die Maturase HydG zwei homologe Sequenzen gefunden wurden (s. Tab.3.1).

Tab. 3.1: Zugangsnummern, Gréflen und Expressionsvektor der verwendeten Sequenzen der
Hydrogenase- und Maturase-Gene.

Protein Zugangsnummer |  Vektor GroRe Anzahl GroRe
www.tigr.org (bp) | Aminosiauren| (kDa)
Tv64kDa-Hydrogenase 81599.m00076 | pRSF-Duet1 His-Tag| 1773 591 65
(NCBI: AF262401)| MCS1
Hydrogenase/Cytochrom 97007.m00150 | pRSF-Duet1 His-Tag| 3309 1103 120
P450-Reduktase-Fusion MCS 1
HydE 81202.m00098 |pRSF-Duet1 S-Tag | 1176 392 43
93793.m00242 MCS 2
91566.m00125
HydF 87122.m00057 |pCDF-Duet1 His-Tag] 1305 435 48
MCS 1
HydG 88811.m00081 | pCDF-Duet1 S-Tag 1554 518 57
96484.m00069 MCS 2
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Fur die Maturase HydG sind zwei homologe Sequenzen im Genom von T. vaginalis
vorhanden: 88811.m00081 und 96484.m00069. Beide Sequenzen wurden amplifiziert und
als DNA-Sonden fur eine Northern-Analyse (s. 2.8.8) mit Gesamt-RNA aus T. vaginalis
verwendet, wobei sich nur die Sequenz 88811.m00081 als tatsachlich exprimierte Sequenz
darstellte (s. Abb. 3.7).

88811.m00081 96484.m00069

1500 bp -- ==

Abb.3.7: Northern-Analyse mit je 10 ug Gesamt-RNA aus T. vaginalis. Als DNA-Sonden wurden die
zwei moglichen offenen Leserahmen der Maturase HydG aus T. vaginalis verwendet.

Fur die Co-Expression von Proteinen in E.coli wurden Duet-Vektoren pRSF-Duet1 und
pCDF-Duet1 (Novagen) verwendet, welche die Expression von mehreren Proteinen und
deren Detektion Uber die Fusion mit unterschiedlichen Anhdngen (N-terminaler His-Tag
durch die Klonierung in die MCS1 oder C-terminaler S-Tag durch die Klonierung in die MCS2
des Vektors) erméglichten (s. Tab. 3.1).

3.2.1 Amplifikation der Hydrogenasen aus T. vaginalis

Zur Uberexpression in E. coli BL21(DE3) (s. 2.6.3) wurde die 64kDa-Hydrogenase
(81599.m00079) aus T. vaginalis mit den Oligonukleotiden Tv64_for und Tv64_rev aus
genomischer DNA von T. vaginalis amplifiziert (s.2.8.3), sequenziert (s. 2.8.6) und Uber die
eingebrachten Schnittstellen Sacl und Notl in die MCS1 des Vektors pRSF-Duet1 ligiert
(s. 2.8), so dass ein N-terminaler His-Tag fur die spatere Detektion in einer Western-Analyse
(s.2.9.4) angehangt wurde.

Die Hydrogenase/CytochromP450 Reduktase-Fusion (97007.m00150) wurde mit Hilfe der
Oligonukleotide Tvfus_for und Tvfus_rev aus genomischer DNA von T. vaginalis amplifiziert
(s.2.8.3). Nach der Sequenzierung (s. 2.8.6) erfolgte die Klonierung (s. 2.8) in die MCS1 des
Vektors pRSF-Duet1 (ber die Restriktionsschnittstellen Ascl und Notl und es wurde
hierdurch ein N-terminaler His-Tag fir die spatere Detektion in einer Western-Analyse
angehangt.

Die Konstrukte wurden durch Spaltung mit den Restriktionsendonukleasen Sacl und Notl
fur die 64kDa-Hydrogenase und BamHI und Notl fiir die Hydrogenase/CytochromP450-
Reduktase-Fusion Uberprift (s. Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Klonierung von Hydrogenasen aus T. vaginalis fur die heterologe Expression in E. coli in
den Expressionsvektor pRSF-Duet1. M: GréRenstandard; pRSF/64kDa (Sacl/Notl-Restriktion; pRSF:
3829 bp; 64kDa-Hydrogenase: 1773 bp); pRSF/Fusion (BamHI/Notl-Restriktion; pRSF: 3829bp;
Hydrogenase/CytochromP450-Reduktase-Fusion: 3309 bp); pRSF-Duet1 (Sacl-Restriktion; 3829 bp).

Die Gene fir die 64kDa-Hydrogenase und die Hydrogenase/CytochromP450-Reduktase-
Fusion konnten in den E. coli-Expressionsvektor pRSF-Duet1 in die MCS1 als resultierende
Plasmide pRSF/64kDa und pRSF/Fusion kloniert werden.

3.2.2 Amplifikation der Gene fiir die Maturasen HydE, HydF und HydG aus

T. vaginalis

Die zur Proteinfamilie der S-adenosylmethionin-(SAM)-abhangigen Proteine gehdrende
Maturase HydE (81202.m00098) wurde mit den Oligonukleotiden HydE_for und HydE_rev-
stop aus genomischer DNA von T. vaginalis amplifiziert, sequenziert und Uber die
Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol in die MCS2 des Vektors pRSF-Duet1 ligiert.
Hierdurch wurde ein C-terminaler S-Tag angehangt (s. Abb 3.9).

Die GTPase HydF (87122.m00057) wurde Uber die Oligonukleotide HydF for und
HydF_rev amplifiziert und Uber Sacl und Notl in die MCS1 des Vektors pCDF-Duet1
eingeflgt.

Das SAM-abhangige Protein HydG (88811.m00081; Oligonukleotide HydG for und
HydG_rev-stop) wurde Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Kpnl in den Vektor
pCDF-Duet1 in die MCS2 ligiert (s. Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Klonierung von Maturase-Genen aus T. vaginalis fur die heterologe Expression in E. coli in
die Expressionsvektoren pRSF-Duet1 und pCDF-Duet1. M: GréRRenstandard; pRSF/hydE (Ndel/Xhol-
restriktion; pRSF: 3829 bp; hydE: 1173 bp); pCDF/hydF (Sacl/Notl-Restriktion; pCDF: 3781 bp, hydF:
1305 bp); pCDF/hydG (Ndel/Kpnl-Restriktion; pCDF: 3751 bp; hydG: 1554 bp); pCDF/hydF+hydG
(Sacl/Notl-Restriktion; pCDF+hydG: 5479 bp; hydF: 1305 bp); pCDF-Duet1 (Notl-Restriktion;
3781 bp).

Die Maturase-Gene hydE, hydF und hydG aus T. vaginalis wurden erfolgreich in die
Vektoren pRSF-Duet1 und pCDF-Duet1 kloniert. Es resultierten die Plasmide pRSF/hydE,
pCDF/hydF, pCDF/hydG und pCDF/hydF+hydG fur die Co-Expression in E. coli.

3.2.3 Co-Expression der Hydrogenasen und der Maturasen HydE, HydF und
HydG in E. coli

Die Hydrogenasen und ihrer Maturasen aus T. vaginalis wurden in anaerob kultivierten
E. coli BL21(DE3) uberexprimiert (s. 2.6.3) und anschlieBend die Aktivitat der Hydrogenase
in Abh&ngigkeit von den Maturasen bestimmt (s. 2.10). Der Nachweis der Expression der
rekombinanten Proteine konnte jedoch ausschlielllich tiber die Immunodetektion erfolgen, da
nur geringe Proteinmengen produziert wurden. Fir die Immunodetektion wurden die auf
einer Nitrozellulosemembran fixierten Proteine nacheinander mit den Antikdrpern anti-His
und anti-S inkubiert und zusammen detektiert (s. 2.9.5.1/2). Die Expression der
Hydrogenasen alleine und der Maturasen alleine und in Kombination miteinander in anaerob
kultivierten E. coli BL21(DE3) konnte nachgewiesen werden (s. Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Immunodetektion der Co-Expression von Hydrogenasen und Hydrogenase-Maturasen aus
T. vaginalis in E. coli BL21(DE3). Pro Spur wurden 25 ug Protein aufgetragen, die Detektion erfolgte
mit dem anti-His Antikérper und mit dem anti-S Antikérper.

3.3 Aktivititsmessung

3.3.1 Bestimmung der Basalaktivitaten

Fur die Aktivititsmessung der in E. coli BL21(DE3) uberexprimierten Proteine (s. 2.6.2)
wurden die Reduktion von Methylviologen und der damit verbundene Farbumschlag von
farblos nach blau bei 604 nm verfolgt (s. 2.12). Hierzu wurde zunéachst die Aktivitat von
100 ug E. coli-Proteinrohextrakt der Hydrogenasen sowie der Maturasen HydE, HydF und
HydG alleine sowie die Kombination der Maturasen miteinander gemessen. Aullerdem
wurde die Aktivitat der E. coli-Rohextrakte mit leeren Expressionsvektoren pRSF-Duet1 und
pCDF-Duet1 bestimmt. Die Hydrogenaseaktivititen der E. coli-Extrakte lagen bei
durchschnittlich 10 nmol*min™"*mg” (s. Abb. 3.11). Es konnte auch nur eine geringe
Basalaktivitdt der in E. coli BL21(DE3) Uberexprimierten 64kDa-Hydrogenase gemessen
werden, obwohl diese mit den Maturasen HydE, HydG und HydF co-exprimiert wurde
(64kDa/HydEFG; s. Abb. 3.11). Als Positivkontrolle fir den Hydrogenase-Aktivitatstest wurde
T. vaginalis-Gesamtzellextrakt mit einer Aktivitat von 1480 nmol*min™*mg™ gemessen (s.
Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Hydrogenase-Aktivitatstest der Proteinrohextrakte aus E. coli mit den heterolog
exprimierten Hydrogenasen und Maturasen aus T. vaginalis. Die Messung erfolgte mit Methylviologen
als Elektronenakzeptor und je 100 ug E. coli-Gesamtzellextrakt und 25 ug T. vaginalis-Gesamtzell-
extrakt (n=5).

3.3.2 Bestimmung der Hydrogenase-Aktivitait der Hydrogenasen und ihrer

Maturasen

McGlynn et al. (2007) konnten zeigen, dass die [FeFe]-Hydrogenase HydA aus Clostridium
saccharobutylicum, welche in E. coli Uberexprimiert wurde, nur in Abh&ngigkeit von der
Konzentration der Maturasen aktiv ist. AulRerdem war die C. saccharobutylicum-
Hydrogenase nur aktiv, wenn die drei Maturasen in einem E. coli-Stamm zusammen
exprimiert wurden. Die Kombination der E. coli-Extrakte der einzeln heterolog exprimierten
Maturasen konnten die Aktivitdt der C. saccharobutylicum-Hydrogenase nicht wieder
herstellen. Aus diesem Grund erfolgte die Aktivitditsmessung der in E. coli Uberexprimierten
Hydrogenasen aus T. vaginalis in Abhangigkeit von der Maturase-Konzentration. Fur die
Messungen wurde ein Teil Rohextrakt der heterolog exprimierten Hydrogenasen in den
Verhaltnissen 1:1 bis 1:160 mit Maturase-Rohextrakt miteinander gemischt, wobei die
Hydrogenasen alleine und die Maturasen in Kombination miteinander in einem E.coli-Stamm

co-exprimiert wurden.
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3.3.2.1 Bestimmung der Hydrogenase-Aktivitit der Hydrogenase/Cytochrom
P450-Reduktase-Fusion

Um die Basal-Hydrogenaseaktivitdt der E. coli-Rohextrakte zu bestimmen, wurde die
Hydrogenase-Aktivitdt von E. coli-Rohextrakt mit leeren Expressionsvektoren pRSF-Duet1
und pCDF-Duet1 mit den zusammen Uberexprimierten Maturasen HydE, HydF und HydG in
den Verhéaltnissen 1:1 bis 1:160 gemessen. Hierbei wurde eine maximale Aktivitat von
80 nmol*min™*mg” gemessen (pCDF-Duet1; Verhaltnis 1:120; s. Abb. 3.12). Es war also
eine Basal-Hydrogenaseaktivitat der E. coli-Rohextrakte in Abhangigkeit von der Maturase-

Menge vorhanden.
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Abb. 3.12: Aktivitditsmessung der E. coli Rohextrakte mit den Leervektoren pRSF-Duet1 und pCDF-
Duet1 in Abhadngigkeit von der Maturasekonzentration. Es wurde ein Teil Rohextrakt mit Leervektor
mit angegeben Mengen Uberexprimierter Maturasen HydEFG gemessen (n=5).

Die Hydrogenase-Aktivitat der Hydrogenase/CytochromP450-Reduktase-Fusion wurde
zunachst in Kombination mit maximal zwei co-exprimierten Maturasen (HydEF, HydEG und
HydFG) sowie den Maturasen alleine bestimmt. Es wurden Hydrogenase- und Maturase-
Rohextrakte im Verhaltnis 1:80 miteinander kombiniert, da dieses Verhaltnis fiir die Reifung
der C. saccharobutylicum Hydrogenase bereits beschrieben war (McGlynn et al., 2007). Die
maximale Aktivitat betrug 65 nmol*min”*mg™ bei Kombination der Hydrogenase/Cytochrom
P450-Reduktase-Fusion mit den co-exprimierten Maturasen HydEG, was als Hintergrund-
aktivitat anzusehen ist (s. Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Spezifische Aktivitdten der E. coli-Rohextrakte der Hydrogenase/CytochromP450-
Reduktase-Fusion in Abhangigkeit von den Maturasen HydE, HydF und HydG. Es wurde ein Teil
Rohextrakt mit angegebener Kombination Uberexprimierter Maturasen im Verhéltnis 1:80 gemessen

(n=2).

Bei Kombination der E. coli-Rohextrakte mit der Uberexprimierten Hydrogenase/

CytochromP450-Reduktase-Fusion mit den zusammen co-exprimierten Maturasen HydEFG

konnte bei einem Verhaltnis von 1:120 eine spezifische Aktivitat von 141 nmol*min"*mg’

gemessen werden (s. Abb. 3.14). Nur die Aktivitdten der Verhaltnisse 1:1 und 1:40 liegen

unterhalb der Hintergrundaktivitat.
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Abb. 3.14: Spezifische Aktivitdten der E. coli-Rohextrakte mit Hydrogenase/CytochromP450-
Reduktase-Fusion in Abh&ngigkeit von der Maturasekonzentration. Es wurde ein Teil Rohextrakt mit
Uberexprimierter Hydrogenase mit angegeben Verhaltnissen (1:1 bis 1:160) {berexprimierter

Maturasen HydEFG gemessen (n=5).
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3.3.2.2 Bestimmung der Hydrogenase-Aktivitidt der 64kDa-Hydrogenase

Die Hydrogenase-Aktivitat der 64kDa-Hydrogenase wurde in Kombination mit maximal zwei
co-exprimierten Maturasen im Verhdltnis 1:80 gemessen. Hier war die maximale

Hydrogenase-Aktivitat 60 nmol*min™*mg” bei Kombination mit der Maturase HydE (s.
Abbildung 3.15).
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Abb. 3.15: Spezifische Aktivitdt der Proteinrohextrakte aus E. coli in nmol*min'1*mg'1. Hydrogenase-
Rohextrakte wurden im Verhéltnis 1:80 mit den einzeln exprimierten Maturase-Rohextrakten

gemessen (n=2).

Wurden allerdings die Maturasen zusammen co-exprimiert und diese in den Verhéltnissen
1:1 bis 1:160 in Kombination mit der Uberexprimierten 64kDa-Hydrogenase gemessen,
konnte die hochste Hydrogenase-Aktivitdt bei den Verhaltnissen 1:80 und 1:120
(Hydrogenase:Maturase) mit einer spezifischen Aktivitat von 129 nmol*min"*mg” und

126 nmol*min"*mg™ gemessen werden (s. Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Spezifische Aktivititen der E. coli Rohextrakte mit der ({berexprimierten
64kDaHydrogenase gemessen in Abhangigkeit von der Maturasekonzentration. Es wurde ein Teil
Rohextrakt mit berexprimierter Hydrogenase mit angegeben Verhaltnissen (1:1 bis 1:160) co-
exprimierten Maturasen HydEFG gemessen (n=5).
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3.4 Deletion der Maturase-Gene hydF und hydG

Die Deletion der Maturase-Gene hydF und hydG sollte den Einfluss der Maturasen auf die

Reifung und damit die Aktivitat der [FeFe]-Hydrogenasen aus T. vaginalis zeigen.

3.4.1 Plasmide fiir die Deletion von hydF und hydG

Mit Hilfe der Oligonukleotide HydF 5°UTR_forward und HydF_5'UTR_reverse bzw.
HydG_5°UTR_forward und HydG _5UTR reverse wurden die 5’-untranslatierten Bereiche
der Maturase-Gene hydF (1989 bp; Zugangsnummer 87122.m00057) und hydG (2487 bp;
Zugangsnummer 88811.m00081) amplifiziert. Mit den Oligonukleotiden HydF_3'UTR
forward und HydF_3'UTR_reverse und HydG 3" UTR forward und HydG_3'UTR reverse
die 3’-untranslatierten Bereiche der Gene amplifiziert (hydF. 2044 bp; hydG: 1708 bp; s.
Abb. 3.17).

A B
HydF HydF HydG  HydG
[kbp] M  3UTR M 5UTR 3'UTR 5°UTR M  [kbp]
o - $
- e
1.5 - — ' -
P

-1.5
L= = -

Abb. 3.17: 1% Agarosegel der DNA-Fragmente der 3'- und 5 -untranslatierten Bereiche von hydF (A)
und hydG. (B).

Nach der Sequenzierung wurden die Fragmente der 5’-untranslatierten Bereiche von
hydF (1989 bp) und hydG (2487 bp) Uber die eingefiigten Restriktionsschnittstellen Sacl und
Kpnl in den Vektor paSCS-NEO (Delgadillo et al., 1997; s. Abb. 3.18A) ligiert. Die Fragmente
der 3 -untranslatierten Bereiche von hydF (2044 bp) und hydG (1708 bp) wurden Uber die
Restriktionsschnittstellen Bcll und PspXI fir hydF bzw. BamHI und Xhol fur hydG in die mit
den 5°-UTRs vorbereiteten Vektoren eingefiigt. Es resultierten die in Abb. 3.18 dargestellten
Plasmide pAhydG (s.Abb.3.18B) und pAhydF (s. Abb. 3.18C), welche fiir die homologe

Rekombination mit den Restriktionsendonukleasen Xhol oder Sacl geschnitten wurden.
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Abb. 3.18: Konstrukte fir die Deletion der Maturase-Gene hydF und hydG. A: Vektor paSCS-NEO
(Delgadillo et al., 1997). B, C: Vektor pAhydF bzw. pAhydG. 3°- und 5°-untranslatierte Bereiche des
Zielgens flankieren das Neomycin-Resistenz-Gen. Es sind nur die multiplen Klonierungsstellen mit
den relevanten Restriktionsschnittstellen abgebildet.

3.4.2 Transformation von T. vaginalis fiir die Deletion der Maturase-Gene hydF
und hydG

Fur die Transformation von T. vaginalis wurden die Plasmide pAhydF bzw. pAhydG mit der
Restriktionsendonuklease Xhol linearisiert und mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert
(Spur 1 und 2 in Abb. 3.19). Alternativ wurde mit der Restriktionsendonuklease Sacl das
Resistenzgen mit den 3’- und 5 -untranslatierten Bereichen der Zielgene aus dem Vektor
herausgeschnitten (Spur 3 und 4; Abb. 3.19) und diese Fragmente mit alkalischer

Phosphatase dephosphoryliert, bevor sie fur die Transformation eingesetzt wurden.

Xhol Sacl
Kbp] M pAhydF pAhydG pAhydF pAhydG
80— [ —) | W
6.0
e G ——
4.0 -
20 - = e fom—

Abb. 3.19: DNA-Fragmente fiir die Transformation von T. vaginalis. M: GréRenstandard; pAhydF,
Xhol-Restriktion (7717 bp); pAhydG, Xhol-Restriktion (7879 bp); pAhydF, Sacl-Restriktion (4620 bp +
3097 bp); pAhydG, Sacl-Restriktion (4732 bp + 3147 bp). Fiur die Transformation von T. vaginalis
wurden 50-100 ug der mit Pfeilen gekennzeichneten Fragmente eingesetzt.
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3.4.3 Kontrolle einer moéglichen Deletion der Maturase HydG in T. vaginalis
mittels PCR

Insgesamt wurden je 60 Elektroporationen fur die Deletion von hydF und hydG mit 50-100 ug
mit den Restriktionsendonukleasen Xhol oder Sacl geschnittener und dephosphorylierter
DNA durchgefuhrt. Nach der Elektroporation (s. 2.7.1) konnten die Zellen 4 h bei 37 °C
regenerieren und wurden anschlieBend zur Selektion mit 100 pg/ml G418 versetzt. Nach
Elektroporationen mit so vorbereitetem pAhydF ist keine T. vaginalis Kultur gewachsen.
Nach Transformation mit Xhol-geschnittenem pAhydG konnte eine Kultur nach mehrmaligem
Passagieren in TYM-Medium mit 100 ug/ml G418 Uberleben. Von dieser Kultur wurden
Einzelzellklone hergestellt (s. 2.7.2). Von einem Einzelzellklon dieser mdglichen
Deletionsmutante fur hydG (im Folgenden TvT1/AhydG genannt) wurde genomische DNA
isoliert.

Der Erfolg der Rekombination wurde durch PCRs mit den in Abb. 3.20 dargestellten
Oligonukleotiden Uberpruft. Das Gen fur die Neomycin-Phosphotransferase sollte in den
Stammen TvT1/AhydG, TvT1/pAhydG und TvT1/aSCS-NEO nachgewiesen werden,
wahrend hydG in den Stammen TvT1/aSCS-NEO, TvT1/pAhydG und im Wildtyp T. vaginalis
T1 amplifiziert werden sollte. Der indirekte Nachweis durch Ausbleiben eines PCR-Produkts
wurde durch Verwendung der Oligonukleotide HydG5 UTR_forward/HydG_rev-stop getestet.
Bei Verwendung der Oligonukleotide HydG5 UTR _forward/ HydG3 'UTR _reverse sollte bei
erfolgreicher Deletion von hydG ein um 748 bp kleineres PCR-Produkt als im Wildtyp

entstehen.
HydG5 UTR_forward HydG_for
-_— —
5'UTR HydG hydG 3'UTR HydG
2488 bp 1548 bp 1708 bp
<+ +——
HydG_rev-stop HydG3 'UTR_reverse
HydG5'UTR_forward NEO_for
— —
5'UTR HydG NEO 3’UTR HydG
I,
2488 bp 800 bp 1708 bp
<+ —
NEO _rev HydG3 'UTR _reverse

Abb. 3.20: Nachweis der Rekombination zur Deletion von hydG. Schematische Darstellung der
Bindung der Oligonukleotide fiir PCRs zur Uberpriifung der Rekombination. A: T. vaginalis T1 Wildtyp;
B: TvT1/AhydG.
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Mit den Oligonukleotiden Neo_for und Neo_rev konnte durch eine PCR aus genomischer
DNA von TvT1/AhydG das Resistenzgen fur die Neomycin-Phosphotransferase (800 bp;
s. Abb. 3.20/21) nachgewiesen werden.
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Abb. 3.21: Amplifikation des Gens fiir die Neomycin-Phosphotransferase aus genomischer DNA von
T. vaginalis. M: Gréenstandard.

Mit den Oligonukleotiden HydG_for und HydG_rev-stop sollte die Deletion von hydG in
der Mutante TvT1/AhydG nachgewiesen werden (s. Schema Abb. 3.20). Es konnte in allen
Proben hydG mit einer Gréfe von 1548 bp nachgewiesen werden (s. Abb. 3.22).
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Abb. 3.22: Amplifikation des Gens fiir die Maturase HydG aus genomischer DNA von T. vaginalis. M:
GréRenstandard.

Um die Rekombination in dem transformierten T. vaginalis T1-Stamm zu bestéatigen,
wurden PCR-Analysen mit den Oligonukleotiden HydG5'UTR_forward und HydG_rev-stop
durchgefuhrt (s. Abb. 3.20). Hierbei sollte beim Wildtyp T. vaginalis T1 ein Fragment der
GroRe 4033 bp amplifiziert werden (hydG-5"untranslatierter Bereich + hydG) und bei
erfolgreicher Rekombination in der moglichen Deletionsmutante TvT1/AhydG kein Fragment
erscheinen. Abbildung 3.23 zeigt jedoch ein Amplifikat der GréRe 4033 bp in beiden Proben.
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Abb. 3.23: Nachweis der Rekombination mittels einer PCR von genomischer DNA aus T. vaginalis T1
mit den Oligonukleotiden HydG5 'UTR_forward und HydG_rev-stop. Erwartet wurde ein Fragment der
Grole 4033 bp im Wildtyp T. vaginalis T1. M: Gré3enstandard.

Bei einer PCR mit den Oligonukleotiden HydG_5'UTR forward und
HydG_3'UTR reverse sollte bei erfolgreicher Deletion im Stamm TvT1/AhydG ein um 748 bp
kleineres Fragment amplifiziert werden, da hydG 1548 bp grof ist und das Neomycin-
Resistenzgen nur 800 bp klein ist. Abbildung 3.24 zeigt jedoch gleich grolie Fragmente in

Wildtyp und méglicher Deletionsmutante.

TvT1 Wildtyp
TvT1/AhydG
Kontrolle

M  [kbp]

-
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Abb. 3.24: Nachweis der Rekombination mittels einer PCR von genomischer DNA von T. vaginalis T1
mit den Oligonukleotiden HydG 5'UTR_forward und HydG_3'UTR reverse. Erwartet wurde ein
Fragment der GroRe 5739 bp im Wildtyp T. vaginalis T1 und 4990 bp in der méglichen

Deletionsmutante. M: GréRenstandard.

Die Aufnahme des Resistenzgens fiir die Neomycin-Phosphotransferase konnte aufgrund
des Wachstums der T. vaginalis-Zellen in mit G418 supplementiertem TYM-Medium und mit
Hilfe von PCR-Analysen eindeutig nachgewiesen werden (s. Abb. 3.21). Die Integration in
die genomische DNA von T. vaginalis und damit die Deletion von hydG konnte jedoch nicht
gezeigt werden. PCRs zur Amplifikation von hydG aus genomischer DNA der mdglichen

Deletionsmutante TvT1/AhydG zeigten keine Unterschiede zu PCRs aus genomischer DNA

vom Wildtyp T. vaginalis T1.
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3.4.4 Kontrolle einer moéglichen Deletion der Maturase HydG in T. vaginalis

mittels Northern-Analyse

Mit einer Northern-Analyse sollte Uberprift werden, ob das Gen fir die Maturase HydG in der
mdglichen Deletionsmutante noch exprimiert wird. Hierzu wurden 5 pg Gesamt-RNA aus
T. vaginalis Uber ein 1 %iges Agarosegel getrennt, auf eine Nylonmembran Ubertragen und
mit DNA-Sonden gegen die offenen Leseraster der Gene fur die Neomycin-Phospho-
transferase, hydG und Aktin als Kontrolle hybridisiert (s. 2.8.1/8).

Als Kontrolle wurde eine Hybridisierung der Gesamt-RNA mit einer spezifischen Sonde
gegen Aktin durchgefiihrt. Wie erwartet konnte diese Sonde bei allen Proben binden (s. Abb.
3.25D).

Die Sonde gegen die Neomycin-Phosphotransferase konnte nicht bei untransformiertem
T. vaginalis T1 binden, jedoch bei der mdglichen Deletionsmutante und bei dem mit dem
ungeschnittenen Plasmid pAhydG transformierten T. vaginalis T1 (s. Abb 3.25 B).

Hybridisierung mit der spezifischen Sonde gegen hydG zeigte Signale bei allen Proben (s.

Abb. 3.25 C).
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Abb. 3.25: Northern-Analyse von T. vaginalis Gesamt-RNA. A: Gesamt-RNA getrennt auf 1%
Agarosegel B: Hybridisiert wurde mit den DNA-Sonden gegen die offenen Leseraster der Gene fiir
Neomycin, hydG und Aktin; M: Gréflienstandard.

Mit Hilfe einer Northernblot-Analyse konnte zwar die Aufnahme des Resistenzgens
(Neomycin-Phosphotransferase) nachgewiesen werden, es hat jedoch in der mdglichen

Deletionsmutante kein Austausch des Resistenzgens gegen hydG stattgefunden.
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3.4.5 Kontrolle einer moéglichen Deletion der Maturase HydG in T. vaginalis

mittels Southern-Analyse

Fur die Southern-Analyse wurden 10 pg genomische DNA von T. vaginalis T1 mit 50 U der
Restriktionsendonuklease Hindlll geschnitten und uber ein 1 %iges Agarosegel in 1 x TAE-
Puffer getrennt. Nach der Ubertragung auf eine Nylonmembran (s. 2.8.9) wurde die
Membran mit DNA-Sonden der offenen Leseraster der Gene fur die Neomycin-
Phosphotransferase, hydG und Aktin als Kontrolle hybridisiert. Wie bei der Northern-Analyse
erfolgte bei der Sonde gegen die Neomycin-Phosphotransferase keine Hybridisierung bei
T. vaginalis T1 Wildtyp (s. Abb. 3.26B). Die Signale in den Proben TvT1/AhydG und
TvT1/pAhydG entsprechen der GréRe des mit Hindlll linearisierten Vektors pAhydG. Die
Hybridisierung mit den Sonden gegen hydG (s. Abb. 3.26C) und Aktin (s. Abb. 3.26D) fihrte

bei allen Proben zu Signalen.
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Abb. 3.26: Southern-Analyse von T. vaginalis genomischer DNA, welche mit der Restriktions-
endonuklease Hindlll geschnitten wurde. A: 1% Agarosegel der Hindlll-geschnittenen genomischen
DNA von T. vaginalis. B: Hybridisiert wurde mit den DNA-Sonden spezifisch gegen die Gene fir die
Neomycin-Phosphotransferase, hydG und Aktin. M: GréRenstandard.
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3.4.6 Hydrogenase-Aktivititsbestimmung einer mdglichen Deletionsmutante

der Maturase HydG in T. vaginalis

Die Hydrogenase-Aktivitdtsmessung mit der mdglichen Deletionsmutante fur hydG
(TvT1/AHydG) erfolgte wie unter 2.10 beschrieben. Die Messung von T. vaginalis T1 Wildtyp
diente als Referenzmessung. Sowohl die Mutante TvT1/pAhydG, die das ungeschnittene
Plasmid pAhydG enthalt, mit einer spezifischen Aktivitat von 867 nmol*min™*mg™, als auch
die mdogliche Deletionsmutante TvT1/AhydG mit einer spezifischen Aktivitdt von
839 nmol*min*mg™", zeigten keine Veranderung in der Hydrogenase-Aktivitat im Vergleich
zum Wildtyp T. vaginalis T1 mit einer spezifischen Aktivitat von 866 nmol*min™*mg™ (s. Abb.
3.27).
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Abb. 3.27: Hydrogenase-Aktivitdtstest. Gemessen wurde die Hydrogenase-Aktivitdt von
Gesamtzellextrakten von T. vaginalis Wildtyp, TvT1/AhydG und TvT1/pAhydG mit Methylviologen als
Elektronenakzeptor.

T. vaginalis T1 konnte mit geschnittenem und ungeschnittenem pAhydG transformiert
werden. Bei einer méglichen Deletionsmutante TvT1/AhydG konnte zwar die Resistenz
gegen Neomycin durch Wachstum auf mit G418 supplementiertem TYM-Medium
nachgewiesen werden, allerdings zeigten ein Hydrogenase-Aktivitatstest und weitere PCR-,
Northern- und Southern-Analysen, dass keine Deletion von hydG durch Rekombination

stattgefunden hat.
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4. Diskussion

Trichomonas vaginalis ist ein humanpathogener, mikroaerophiler Flagellat, der
Hydrogenosomen - anaerobe Formen der Mitochondrien - besitzt. Bei einer Analyse des
hydrogenosomalen Proteoms von T. vaginalis wurden eine mdégliche Acetat:Succinat-CoA-
Transferase (ASCT) und die [FeFe]-Hydrogenase-Maturase HydG identifiziert (Piitz, 2007).
Da im Genom von T. vaginalis Homologe zu den beiden anderen bereits aus Griinalgen
bekannten [FeFe]-Hydrogenase Maturase-Genen hydE und hydF vorhanden sind, sollte die
Reifung der [FeFe]-Hydrogenasen aus T. vaginalis anhand von heterolog co-exprimierten
Hydrogenasen und Maturasen beschrieben werden. Die Charakterisierung der ASCT und
damit des letzten bisher nicht ndher beschriebenen Enzyms des Kohlenhydrat-Stoffwechsels
in Hydrogenosomen sollte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Tielens (Utrecht,
NL) erfolgen.

4.1 Die Acetat:Succinat-CoA-Transferase in den Hydrogenosomen von

T. vaginalis

Hinweise auf die Lokalisierung der ASCT in den Hydrogenosomen von T. vaginalis sind
bereits berichtet und eine ASCT-Aktivitat wurde an isolierten Hydrogenosomen von
T. vaginalis und T. foetus beschrieben (Steinblichel und Miller, 1986; Pitz, 2007). Bisher
konnte jedoch dieses letzte noch unbekannte Enzym des hydrogenosomalen Kohlenhydrat-
Stoffwechsels nicht isoliert werden. Eine mdgliche ASCT wurde nun durch 2D-
Elektrophoresen und Massenspektrometrie der Hydrogenosomen von T. vaginalis
identifiziert (Putz, 2007). Die Sequenz 93909.m00117 (www.tigr.org) ist als hypothetisches
Protein annotiert, zeigt jedoch immerhin 55 % Ahnlichkeit zu einer Acetyl-CoA-Hydrolase aus
Saccharomyces cerevisiae. Allerdings konnten Homologien zu pro- und eukaryotischen
Sequenzen der Proteinfamilie der Acetyl-CoA-Hydrolasen/Acetyl-CoA-Transferasen/
Succinyl-CoA:CoA-Transferasen gezeigt werden (s. Abb. 4.1 und van Grinsven et al., 2008).
Nur die Sequenzen von A. franciscana (Oulton et al., 2003), C. kluyveri (S6hling und
Gottschalk, 1996), S. cerevisiae (Buu et al., 2003) und T. vaginalis (diese Arbeit, van
Grinsven et al, 2008) sind biochemisch charakterisiert. ASCT-Sequenzen anderer
Hydrogenosomen besitzender Protisten wurden bisher nicht gefunden, obwohl auch diese in
ihren Organellen Acetat produzieren (z. B. Neocallimastix; Marvin-Sikkema et al., 1993).
Kirzlich wurde eine weitere eukaryotische ASCT aus Blastocystis sp. beschrieben. Dieses
Enzym ist in den Organellen (MLO, ,mitochondrion-like organelle®) lokalisiert und zeigt 78 %
Homologie zur ASCT aus T. vaginalis (Lantsman et al., 2008).

Eine ASCT-Aktivitat wurde bereits an isolierten Hydrogenosomen gemessen (Steinbiichel
und Miller, 1986). Da hydrogenosomale Proteine an freien Ribosomen im Cytosol
synthetisiert und post-translational mit Hilfe eines Transitpeptids in das Organell importiert

werden und hydrogenosomale und mitochondriale Transitpeptide vergleichbare
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Aminosdurezusammensetzungen besitzen (Bradley et al., 1997), wurde die ASCT-
Proteinsequenz mit den Programmen TargetP (Emanuelsson et al., 2000), WoLF Psort
(Horton et al., 2007) und MitoPred (Perella, 1988) analysiert. Die acht N-terminalen
Aminosduren (MLSSSSRA) der ASCT zeigten eindeutige Ahnlichkeiten zu bisher
beschriebenen hydrogenosomalen Transitpeptiden (Carlton et al., 2007). Eine Westernblot-
Analyse nach einer subzellularen Zellfraktionierung von T. vaginalis mit einem anti-TvASCT
Antikorper bestétigte eindeutig eine Akkumulation der TvASCT in der hydrogenosomalen
Fraktion (s. Abb. 3.5). Die Sequenz 93909.m00117 der putativen TvASCT wird also

exprimiert und ist in den Hydrogenosomen von T. vaginalis lokalisiert.
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Abb. 4.1: Neighbor-Net Analyse von Sequenzen der Acetyl-CoA-Hydrolase/Transferase Familie. Die
Sequenzen wurden nach einer BLASTP-Suche (Altschul et al., 1990) gegen die T. vaginalis ASCT-
Sequenz (93909.m000117) ausgewahlt. Es wurde ein multiples Alignment mit CLUSTALW erstellt,
welches mit SPLITSTREE (Huson und Bryant, 2006) visualisiert wurde. Zugangshummern der
verwendeten Sequenzen (www.ncbi.nim.nih.gov/): YP_002139643.1, XP_461160.1; XP_447891.1;
XP_001385126.2; ZP_01312081.1; NP_594811.1; NP_009538.1; NP_985567.1; XP_454427.1; XP_388442.1;
XP_637164.1; ZP_01520475.1; YP_238084.1; YP_001561117.1;  ZP_02912231.1; NP_3534262;
ZP_01723249.1; YP_001943079.1; YP_001239077.1; YP_001696583.1; P38946.1; AAP6883.1;
XP_001657212.1; NP_651762.1; XP_392705.2; NP_495409.3; NP_714799.1.
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Die Expression der TvASCT wurde Uber Quantifizierung des RNA- (s. Abb. 3.2/3.3) und
Protein-Gehalts tUberprift. Als Kontrolle dienten T. vaginalis T1 Wildtyp und T. vaginalis T1
transformiert mit pTagvag2/Frataxin. Bezogen auf den Wildtyp T. vaginalis T1 (100 %) war
im Stamm TvT1ASCT das RNA-Level auf 409 + 136 % erhoht und das Protein-Level auf
518 £+ 171 % erhoht, wahrend diese in der TvT1Frataxin-Kontrolle nahezu unverdndert

blieben (101 £ 10 % RNA-Gehalt und 95 * 21 % Protein-Gehalt; s. Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Uberexpression von TVASCT in T. vaginalis. Die Stamme T. vaginalis T1 Wildtyp (WT),
TvT1/ASCT (ASCT) und TvT1/Frataxin (Frataxin) wurden auf Expression von TvASCT Ulberprift. Es
wurden das mRNA- und das Protein-Level sowie die ASCT-Aktivitat analysiert (aus: van Grinsven et
al., 2008).

Die ASCT-Aktivitdtsmessung wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Tielens
(Utrecht, NL) durchgefiihrt. Die ASCT-Aktivitat erhéhte sich von 426 * 54 % im Stamm
TvT1/ASCT und blieb in der TvT1/Frataxin-Kontrolle nahezu unverandert (115 £ 10 %; s.
Abb. 4.2). Die ASCT-Aktivitat konnte durch homologe Uberexpression in T. vaginalis 4-fach
erhéht werden, wahrend eine heterologe Expression in E. coli keine detektierbare ASCT-
Aktivitat zeigte. Die fehlende Aktivitat der TVASCT aus E. coli kann jedoch z.B. durch einen
fehlenden Cofaktor oder unkorrekte Faltung des Proteins bedingt sein, da dies ein haufiges
Problem bei der Expression von eukaryotischen Proteinen in prokaryotischen
Expressionssystemen ist (van Weelden, 2005). Durch heterologe Expression in einem
eukaryotischen Expressionssystem mit CHO K1-Zellen (Hamster Ovarien Zellen) konnte
eine, wenn auch geringe, ASCT-Aktivitdt gemessen werden (van Grinsven et al., 2008)

Die hohe Sequenzahnlichkeit der TvASCT mit Acetyl-CoA-Hydrolasen/Transferasen lasst
auf eine Succinat-Abhangigkeit des Proteins schliessen. Hierzu wurde die Affinitat zu
Succinat von T. vaginalis Gesamtzellextrakt und tber Anionen-Austausch-Chromatographie

gereinigte TVASCT gemessen. Nur bei Anwesenheit von Succinat (50 mM) im Aktivitatstest
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wurde Acetyl-CoA zu Acetat umgewandelt. Die Bestimmung des K,-Wertes von TVvASCT in
Abhangigkeit von der Succinat-Konzentration ergab eine hohe Abhangigkeit von Succinat
(Km = 0,75 £ 0,05 mM; AG Tielens, Utrecht; van Grinsven et al., 2008). Dies zeigt, dass es
sich bei der TVASCT tatsachlich um eine Acetat:Succinat-CoA-Transferase handelt und nicht
um eine Hydrolase. Auflerdem unterscheidet sich die Substrataffinitdt fir Succinat der
TvASCT deutlich von denen der mitochondriale ASCTs. Die K,,-Werte fur Succinat liegen bei
den mitochondrialen ASCTs bei 2,3 mM fir T. brucei, 3,5 mM fur Phytomonas sp. und
4,9 mM fur F. hepatica (van Hellemond et al., 1998). Die TvASCT besitzt also eine deutlich

héhere Substrataffinitét zu Succinat als die mitochondrialen Enzyme.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der in der TIGR-Genom-Datenbank
identifizierte ORF 93909.m00117 fur eine mogliche Acetat:Succinat-CoA-Transferase das
bisher fehlende letzte nicht charakterisiete Enzym des Pyruvat-Stoffwechsels in den
Hydrogenosomen von T. vaginalis ist. Eine heterologe Expression der TvASCT zeigte eine
geringe Aktivitdt in CHO K1-Zellen und eine homologe Uberexpression in T. vaginalis
erhéhte den RNA- und Protein-Gehalt sowie die ASCT-Aktivitat etwa 4-fach. Das Protein
wurde Uber N-terminale Transitsequenz und Zellfraktionierung eindeutig als erstes
hydrogenosomales Acetat-produzierendes Enzym identifiziert und charakterisiert. Da es
keine Sequenzéhnlichkeiten zu den mitochondrialen ASCTs gibt und die Affinitdt zum
Substrat Succinat der TVASCT deutlich héher ist als die der mitochondrialen ASCTs, kann
angenommen werden, dass sich zwei unterschiedliche Succinat-abhangige Acetat-
produzierende Enzyme unabhangig voneinander in Hydrogenosomen und Mitochondrien

entwickelt haben.

4.2 [FeFe]-Hydrogenasen und ihre Maturasen aus T. vaginalis

Nachdem die Maturase HydG durch Analyse des hydrogenosomalen Proteoms von
T. vaginalis identifiziert werden konnte (Putz et al., 2006) und im Genom von T. vaginalis
Homologe zu den beiden anderen aus C. reinhardtii bekannten Maturase-Genen gefunden
wurden, sollte untersucht werden, ob diese in der Lage sind, durch Co-Expression in E. coli
die Aktivitdt von Hydrogenasen aus T. vaginalis wieder herzustellen. Eine Deletion der

Maturase-Gene in T. vaginalis sollte zum Verlust der Hydrogenase-Aktivitat fihren.

4.2.1 Heterologe Expression der [FeFe]-Hydrogenasen und Maturasen aus

T. vaginalis

In T. vaginalis sind im Gegensatz zu C. reinhardtii die Gene hydE und hydF nicht als Fusion
vorhanden. Die heterologe Expression der Maturasen alleine und in Kombination
miteinander in anaerob kultivierten E. coli BL21(DE3)-Zellen konnte mit einer Western-

Analyse bestétigt werden (s. Abb. 3.10). Die Co-Expression aller drei Maturasen zusammen
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mit einer Hydrogenase aus T. vaginalis war jedoch nicht erfolgreich und es konnte keine
Hydrogenase-Aktivitdt gemessen werden (s. Abb. 3.11).

Die Messung von E. coli-Extrakt mit den Leervektoren pRSF-Duet1 und pCDF-Duet1
zeigte eine steigende Aktivitat bei steigender Maturasemenge (s. Abb.3.12). E. coli besitzt
zwar anaerob induzierte Hydrogenasen (Ballantine und Boxer, 1985; Sawers et al., 1985), es
handelt sich hierbei jedoch um [NiFe]-Hydrogenasen, die einem anderen
Reifungsmechanismus unterliegen als die [FeFe]-Hydrogenasen (Bdck et al., 2006). Eine
Steigerung der Aktivitdt der endogenen Hydrogenasen aus E. coli ist daher durch die
eukaryotischen Maturasen HydG, HydE und HydF nicht wahrscheinlich, wenngleich auch ein
geringer Effekt zu beobachten ist (s. Abb. 3.12). Die in dieser Arbeit gemessenen Aktivitaten
entsprechen trotz leicht steigender Grundaktivitat bei steigender Maturasemenge jedoch den
aus der Literatur bekannten Hydrogenase-Aktivitdten aus E. coli von etwa
70-90 nmol*min™*mg™" (Maeda et al., 2007).

Die Hydrogenase-Aktivitat von in anaerob kultivierten E. coli BL21(DE3)-Zellen heterolog
exprimierter 64kDa-Hydrogenase und Hydrogenase/CytochromP450-Reduktase-Fusion aus
T. vaginalis war nur als Hintergrundaktivitat messbar (10-15 nmol*min"*mg™"; s. Abb. 3.11).
Erst die Kombination mit co-exprimierten Maturasen in vitro erzielte eine erhdhte
Hydrogenase-Aktivitdt. Hierbei konnte die Hydrogenase-Aktivitdt im Vergleich zur
Hintergrundaktivitat etwa verdoppelt werden. Die Hydrogenase/CytochromP450-Reduktase-
Fusion zeigte die héchste Hydrogenase-Aktivitat bei einem Verhaltnis
Hydrogenase:Maturasen von 1:120 (141 nmol*min™*mg™”; s. Abb. 3.14). Die 64kDa-
Hydrogenase zeigte die hochste Hydrogenase-Aktivitdt bei einem  Verhaltnis
Hydrogenase:Maturasen von 1:80 (129 nmol*min"*mg™; s. Abb. 3.16). Die in E. coli
heterolog exprimierte [FeFe]-Hydrogenase HydA aus Clostridium saccharobutylicum konnte
in vitro durch Zugabe von co-exprimierten Hydrogenase-Maturasen aus C. acetobutylicum
aktiviert werden. Fur diese Messungen wurden ebenfalls E. coli-Rohextrakte verwendet und
die héchste Hydrogenase-Aktivitat wurde bei dem Verhéltnis Hydrogenase:Maturasen von
1:80 gemessen (McGlynn et al., 2007). Auch bei der heterologen Co-Expression der
Hydrogenase HydA1 aus C. reinhardtii mit den Maturasen HydEF und HydG konnte eine
aktive Hydrogenase nur bei Co-Expression mit allen Maturasen zusammen erzielt werden.
Auch hier waren jedoch die Messungen grolden Schwankungen ausgesetzt, da die
Expression der Hydrogenase-Menge unter diesen Bedingungen stark variierte (Posewitz et
al., 2004). Die S-adenosylmethionin-abhangigen Proteine HydE und HydG und die GTPase
HydF waren jedoch eindeutig flr die Aktivitdt der C. reinhardtii [FeFe]-Hydrogenase
verantwortlich (Posewitz et al., 2004).

Die Ergebnisse der Co-Expressionsversuche dieser Arbeit lassen vermuten, dass auch in
T. vaginalis die Aktivitdt von [FeFe]-Hydrogenasen von der Anwesenheit der drei Maturasen
abhangig ist. Wie auch fir [FeFe]-Hydrogenasen aus anderen Organsimen gezeigt, kann

eine funktionstiichtige Hydrogenase in Abhangigkeit von ihren Maturasen in vitro aus
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Rohextrakten erhalten werden. Das T. vaginalis Hydrogenase/Maturase-System unter-
scheidet sich von dem aus anderen Organismen nur im Verhaltnis der aktivierenden
Maturasen zur Hydrogenase. Allerdings lasst sich kein absolutes Verhaltnis angeben, da die
Menge der co-exprimierten Maturasen in E. coli nicht quantifizierbar war. Die Maturasen
lagen bei Co-Expression in E. coli in unterschiedlichen Mengen vor. Das kleinste Protein
HydE (43 kDa) war deutlich starker exprimiert als die beiden gréReren Proteine HydF
(48 kDa) und HydG (57 kDa; s. Abb. 3.10). Unter Umstanden wirde ein anderes Verhaltnis
der Maturasen untereinander zu erh6hter Hydrogenase-Aktivitat fiihren. Die Ubertragung auf
die Verhaltnisse in vivo bleibt offen. Da in der Proteom-Analyse der Hydrogensosomen von
T. vaginalis nur HydG detektiert wurde (Putz, 2007), sind die beiden anderen Maturasen
HydE und HydF vermutlich deutlich geringer exprimiert oder mit dieser Methode nicht
detektierbar. Die Expression der Maturasen in vivo liel3e sich jedoch durch real-time PCR

Experimente oder quantifizierte Northern-Analysen der mRNA Uberpriifen.

4.2.2 Deletion der [FeFe]-Hydrogenase-Maturasen aus T. vaginalis

Da die Expressionsversuche und in vitro Aktivititstests mit den kombinierten E. coli-
Extrakten ein sehr artifizielles System sind und die Expression der Einzelkomponenten nicht
gesteuert werden kann, konnten Artefakte durch unterschiedliche Gehalte an Hydrogenase
und Maturasen bei den Messungen nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund sollten
fur die Hydrogenase-Maturase-Gene hydG und hydF (ber homologe Rekombination
knockout-Mutanten von T. vaginalis hergestellt werden, um die Auswirkungen durch das
Fehlen einzelner Hydrogenase-Maturasen auf die Hydrogenase-Aktivitdt in T. vaginalis zu
beschreiben.

Das Wachstum des Stamms TvT1/AhydG unter selektiven Bedingungen in mit G418
supplementiertem TYM-Medium und PCR-, Northern- und Southern-Analysen bestatigten die
Aufnahme des Neomycin-Resistenzgens. Allerdings konnten keine Unterschiede zu mit
ungeschnittenem Plasmid pAhydG transformierten T. vaginalis T1 festgestellt werden. Da
das Gen fur die Maturase HydG noch vorhanden war (s. Abb. 3.22), hat offensichtlich keine
homologe Rekombination mit Deletion von hydG stattgefunden. Auch die Hydrogenase-
Aktivitdt von TvT1/AhydG war vergleichbar mit der Aktivitat des Wildtyps T. vaginalis T1 und
TvT1/pAhydG (s. Abb. 3.27). Es ist unwahrscheinlich, dass das linearisierte Plasmid pAhydG
trotz Dephosphorylierung rezirkularisieren konnte oder die linearisierte DNA l&nger in der
T. vaginalis-Zelle persistent war. Auch die Insertion an anderer Stelle im Genom scheint
unwahrscheinlich. Die Kontamination mit ungeschnittener Plasmid-DNA ist trotz Reinigung
nicht auszuschlieRen. Auch die Deletion von hydF durch homologe Rekombination war nicht
erfolgreich. Obwohl Land et al. (2004) ein Ferredoxin-Gen durch homologe Rekombination
deletieren konnten, war diese Methode nicht fiir die Deletion der Maturase-Gene hydG und

hydF Ubertragbar. Allerdings handelt es sich bei Ferredoxin um eine Multigenfamilie mit
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sieben unterschiedlichen Genen (Carlton et al., 2007), die Deletion des einen Ferredoxin-
Gens wird vermutlich durch die anderen Genprodukte kompensiert. Hierflir spricht auch die
hohe Transformationseffizienz von 30 % (Land et al., 2004). Die Deletion der Maturase-Gene
hydF und hydG war trotz jeweils 60 unabhangiger Transformationen nicht méglich. Da es
sich bei dem Maturase-Gen hydF um ein Einzelgen handelt, wahrend von den beiden
mdglichen Genen fiir hydG nur eine Sequenz exprimiert wird (s. Abb. 3.7), kann hier keine
Kompensation stattfinden, sodass diese Gene vermutlich essentiell sind und eine Deletion

damit letal wére.

4.2.3 Evolution der [FeFe]-Hydrogenasen und Maturasen

HydE, HydG und HydF sowie [FeFe]-Hydrogenasen sind eindeutig eubakteriellen Ursprungs
(Putz et al., 2006). In einer Neighbor-Net-Analyse gruppierte die Maturase HydG in einer
Gruppe von prokaryotischen Proteinen, die an der Thiamin-Biosynthese beteiligt sind. HydE
gruppiert in einer unabhangigen Untergruppe von Biotin-Synthasen. Da alle Organismen
dieser Gruppe auch [FeFe]-Hydrogenasen besitzen, fungieren die als ThiH annotierten

Sequenzen in diesem Cluster vermutlich als Maturasen (Plitz et al., 2006; Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Neighbor-Net-Analyse der Maturasen HydG und HydE und verwandter prokaryotischer
Proteine. Die eukaryotischen HydG Sequenzen gruppieren in einer monophyletischen Gruppe von als
ThiH annotierten prokaryotischen Sequenzen wahrend HydE in einer hiervon entfernten Gruppe von
prokaryotischen Biotin-Synthasen zu finden ist (aus: Pitz et al., 2006).

Die Maturase HydF gehdrt zu einer Proteinfamilie méglicher GTPasen. In einer Neighbor-
Net-Analyse von HydF aus T. vaginalis gruppiert diese Sequenz zusammen mit
eubakteriellen GTPasen, in der auch HydF aus C. reinhardtii liegt. Eine weitere

eukaryotische Sequenz aus Guillardia theta ist in einer anderen Untergruppe des Netzwerks
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zu finden. Da von G. theta bisher keine [FeFe]-Hydrogenase bekannt ist, kann angenommen
werden, dass die GTPasen dieser Gruppe andere Funktionen besitzen als die GTPasen der

anderen im Netzwerk vorhandenen Gruppe (Putz et al., 2006; Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Neighbor-Net-Analyse von der Maturase HydF und verwandten GTPasen. Die HydF
Sequenzen von T. vaginalis und C. reinhardtii gruppieren in einer Gruppe von eubakteriellen
Sequenzen, bilden aber keine monophyletische Gruppe (aus: Pitz et al., 2006).

Da die Aktivitdt der Hydrogenase von der der Maturasen abhéangig ist und Homologe
dieser Gene in Eubakterien haufig in Operons organisiert sind (Posewitz et al., 2004; Meyer,
2007), ist anzunehmen, dass [FeFe]-Hydrogenasen zusammen mit den Maturase-Genen in
der eukaryotischen Evolution gemeinsam erworben wurden. [FeFe]-Hydrogenasen sind aus
anaerob lebenden Prokaryoten, wie z.B. Clostridien oder sulfatreduzierende Bakterien
(Adams, 1990; Atta und Meyer, 2000; Meyer, 2000) bekannt. Sie sind zudem die einzigen
auch aus Eukaryoten bekannten Hydrogenasen. Dort sind die Enzyme ausschlielich in
Organellen (Chloroplasten oder Hydrogenosomen) lokalisiert. Im Gegensatz zu den [FeFe]-
Hydrogenasen sind die hierzu nah verwandten sog. Narf-(,nuclear prelamin A recognition
factor*) Proteine bei Eukaryoten sehr verbreitet. Diese besitzen keine Hydrogenase-Aktivitat
mehr, da im H-Cluster ein konserviertes Cystein fehlt (s. Abb. 1.6, Barton und Worman,
1999; Balk et al., 2004). Vermutlich sind die Narf-Gene durch Duplikation der [FeFe]-
Hydrogenase-Gene entstanden. Ein anschlieRender Verlust der hyd-Gene erklart den
Verlust der Hydrogenase-Aktivitat dieser Proteine und das Fehlen von Homologen zu den
Maturase-Genen hydE, hydG und hydF (s. Abb. 4.5; rot dargestellte Organismen). Nur bei
Organismen mit [FeFe]-Hydrogenasen konnten auch die Maturase-Gene hydE, hydG und

hydF identifiziert werden (Abb. 4.5; dunkelblau dargestellte Organismen). In anderen
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anaeroben Protisten mit [FeFe]-Hydrogenasen wie z. B. Neocallimastix oder Nyctotherus
werden Maturase-Gene bisher nur vermutet (in Abb. 4.5 hellblau dargestellte Organismen).
Maturase-Gene sind also scheinbar nur notwendig, wenn auch eine aktive Hydrogenase
vorhanden ist.

Allerdings konnten [FeFe]-Hydrogenasen und eine Wasserstoffproduktion auch in den
anaeroben Eukaryoten E. histolytica (Nixon et al., 2003) und G. intestinalis (Lloyd et al.,
2002) nachgewiesen werden, obwohl diese Organismen keine Hydrogenosomen besitzen.
Homologe Sequenzen von hydE, hydG oder hydF sind jedoch nicht bekannt. Eine heterolog
in E. coli exprimierte [FeFe]-Hydrogenase aus E. histolytica war jedoch ohne Co-Expression
mit zusatzlichen Proteinen aktiv (Nixon et al., 2003). Die Reifung dieser [FeFe]-Hydro-
genasen scheint daher von den aus anderen Eukaryoten bekannten Enzymen verschieden
zu sein. Zusatzlich gestitzt wird diese Annahme durch eine Gruppierung der E. histolytica-
und G. intestinalis-Hydrogenasen abseits von den anderen im Netzwerk befindlichen
eukaryotischen Enzymen (s. Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Neighbor-Net-Analyse von [FeFe]-Hydrogenasen und den sog. Narf-Proteinen. Dunkelblau:
Homologe zu hydG, hydE und hydF im Genom vorhanden; hellblau: Homologe zu hydG, hydE und
hydF im Genom vermutet; rot: Homologe zu hydG, hydE und hydF nicht im Genom vorhanden
(Netzwerk freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von PD Dr. Katrin Henze, Disseldorf).

Die eukaryotischen [FeFe]-Hydrogenasen enthalten haufig zusatzlich zur katalytisch
aktiven Domane, welche das H-Cluster enthélt, noch akzessorische Domé&nen. Aus den

Griinalgen C. reinhardtii, Scenedesmus obliquus und Chlorella fusca sind [FeFe]-
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Hydrogenasen bekannt, die nur aus der den H-Cluster enthaltenden Doméne bestehen
(Erbes et al.,, 1979; Happe und Naber, 1993; Florin et al., 2001; Winkler et al., 2002),
wahrend bei T. vaginalis akzessorische Domanen an [FeFe]-Hydrogenasen haufig zu finden
sind (Tachezy und Dolezal, 2007). Diese Domanen enthalten zusatzliche FeS-Cluster
(Horner et al. 2000, 2002; Hackstein 2005). In den Hydrogensosomen konnten ein zu
Mitochondrien homologes System der FeS-Cluster-Synthese (IscS; .ron sulfur cluster
synthesis®; Tachezy et al., 2001) identifiziert werden - Proteine des IscS-Systems sind an der
Bildung des FeS-Clusters von Ferredoxin beteiligt (Sutak et al., 2004). Da die nur aus einer
das H-Cluster enthaltenden Doméane bestehenden [FeFe]-Hydrogenasen aus C. reinhardltii
auch auf die Anwesenheit der Maturasen HydE, HydG und HydF fur die Reifung einer
aktiven Hydrogenase angewiesen sind (Posewitz et al., 2004), ist anzunehmen, dass diese
Maturasen spezifisch fir die Assemblierung des FeS-Zentrums im H-Cluster verantwortlich
sind, wahrend das IscS-System fur die Bildung der anderen FeS-Cluster, wie z. B. bei
Ferredoxin (Sutak et al., 2004), zustandig ist. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die
Maturase und GTPase HydF in der Lage ist, FeS-Cluster zu binden (Brazolotto et al., 2007).
Das mit den beiden anderen Maturasen HydE und HydG co-exprimierte und anschliellend
gereinigte Enzym ist in der Lage, die gereinigte und allein exprimierte [FeFe]-Hydrogenase
HydA aus C. saccharobutylicum zu aktivieren (McGlynn et al., 2008). Wurde HydF alleine in
E. coli exprimiert und mit der gereinigten Hydrogenase zusammen gebracht, so konnte keine
Hydrogenase-Aktivitdt hergestellt werden. Es wird vermutet, dass die beiden SAM-
abhdngigen Enzyme HydE und HydG einen Cluster-Vorlaufer generieren und dieser dann
von HydF auf die Hydrogenase tbertragen wird (McGlynn et al., 2008). Fur T. vaginalis muf}
dies an Hydrogenase-Aktivitatstests mit gereinigter Hydrogenase in Kombination mit
gereinigter Maturase HydF mit und ohne Co-Expression von HydE und HydG noch Uberprift

werden, der Reifungs-Mechanismus ist vermutlich aber vergleichbar.

4.2 4 [FeFe]-Hydrogenase-Maturasen — ein mégliches ,,drug target“?

Eine Deletion der Maturase-Gene filhrt evtl. zum Zusammenbruch des hydrogenosomalen
Pyruvatstoffwechsels, da die Elektronenweiterleitung durch inaktive Hydrogenasen
verhindert wird. Es gibt jedoch T. vaginalis-Stdmme, die ohne den hydrogenosomalen
Pyruvat-Stoffwechsel Uberleben. Diese Stamme sind resistent gegen das Medikament
Metronidazol (Kulda, 1999). 5-Nitroimidazole (z. B. Metronidazol) sind die einzigen gegen
Trichomonas-Infektionen bekannten Medikamente. Diese Substanzen werden durch das
Schlisselenzym des hydrogenosomalen Pyruvat-Stoffwechsels, die Pyruvat:Ferredoxin-
Oxidoreduktase (PFO), und den Elektroneniibertrager Ferredoxin aktiviert, indem Elektronen
auf die Nitrogruppe des Medikaments Ubertragen werden und so freie Radikale entstehen
(Edwards, 1993). In Metronidazol-resistenten T. vaginalis-Stammen ist der hydrogenosomale
Stoffwechsel durch das Fehlen von PFO und einer reduzierten Expression von Ferredoxin

stark eingeschrankt. Metronidazol-resistente Stamme besitzen keine Hydrogenase-Aktivitat
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mehr (Lloyd und Kristensen, 1985). Stattdessen ist die Glykolyserate im Cytosol stark erhéht
(Kulda et al., 1988) und T. vaginalis geht Uber zur Laktat-Fermentation, um den
Energieverlust des fehlenden hydrogenosomalen Stoffwechsels so gering wie mdoglich zu
halten (Cerkasovova et al., 1988; Kulda, 1999). Dies bedeutet, dass Trichomonaden
grundsatzlich in der Lage sind, auf die hydrogenosomale Energiegewinnung zu verzichten,
da cytosolische, fermentative Stoffwechselwege dies ausgleichen kdnnen. Eine Deletion der
Hydrogenase-Maturasen sollte in inaktive Hydrogenasen und dadurch auch zu einer
Reduktion bzw. zum Verlust der Wasserstoffproduktion in diesen Stdmmen flhren, da
hierdurch die Hydrogenasen als terminale Elektronen-ibertragende Enzyme ausgeschaltet
werden sollten.

Die Hydrogenase-Maturasen HydE, HydG und HydF sind vermutlich fur die Bildung eines
Dithiolat-gebundenen [2Fe2S]-Clusters und fir die Insertion der CO- und CN-Liganden in
das FeS-Cluster der aktiven Doméane, das H-Cluster, verantwortlich. Das Dithiolat-
gebundene [2Fe2S]-Cluster bleibt hierbei an eines der SAM-abhangigen Enzyme HydE oder
HydG gebunden, wahrend das andere ein Aminosaure-Radikal (z. B. Glycin) bildet, das
direkt mit dem vorher gebildeten [2Fe2S]-Cluster reagieren und damit in einer Reaktion CO-
und CN-Liganden in das H-Cluster einbringen kann (Peters et al., 2006), ohne das freies CO
oder CN die Zelle schadigen. Die GTPase HydF scheint dann fiir die Translokation und
Insertion des FeS-Clusters in das Hydrogenase-Apoenzym verantwortlich zu sein (Peters et
al., 2006; McGlynn et al., 2008). Die Biosynthese der anderen [4Fe4S]-Cluster allerdings
geht vermutlich durch den auch in Mitochondrien bekannten FeS-Cluster-Syntheseweg
(IscS) und vor der Insertion der [2Fe2S]-Zentren vonstatten (Johnson et al., 2005).

Fallt die Synthese der Komponenten des H-Clusters durch Deletion eines der beteiligten
Proteine aus, scheint dies fiir T. vaginalis nicht kompensierbar zu sein, die Deletion von
hydG bzw. hydF scheint letal zu sein. Anders als z.B. bei Metronidazol-resistenten
T. vaginalis-Stdmmen, wo der hydrogenosomale Pyruvat-Stoffwechsel reduziert wird, fehlt
bei Inaktivierung der Hydrogenase der terminale Elektronenubertréger und die Elektronen
kénnen nicht weitergeleitet bzw. durch Ubertragung auf H" aus der Zelle entfernt werden.
Deshalb sind die Maturase-Gene fur die Reifung einer aktiven Hydrogenase vermutlich
essentiell und kénnten als Ziel fir Arzneimittel dienen zumal sie nur in niederen Eukaryoten

zu finden sind.
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4.3 Ausblick

Die Aktivierung von [FeFe]-Hydrogenasen aus T. vaginalis durch Kombination mit den
heterolog co-exprimierten Maturasen HydE, HydG und HydF in E. coli konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden. Da die Aktivitditsmessungen aus Rohextrakten hohen Schwankungen
unterlagen, sollte versucht werden, die anaerobe Aufarbeitung der Proteine zu optimieren
und zuséatzlich die Proteine vor der Aktivitdtsmessung Uber Affinititschromatographie zu
konzentrieren.

Die Rolle von HydF fiur die Insertion des FeS-Clusters in das Hydrogenase-Apoenzym
wurde kirzlich fur Clostridien-Hydrogenasen geklart (McGlynn et al., 2008). Die H-Cluster-
Biosynthese der Trichomonas-[FeFe]-Hydrogenase verlduft vermutlich &hnlich und sollte mit
dem Clostridien-System verglichen werden.

Davon ausgehend, dass die Methode der gerichteten Deletion eines Gens in T. vaginalis
grundsatzlich funktioniert, sollte trotzdem die bereits von Land et al. (2004) beschriebene
Deletion des Gens fur Ferredoxin wiederholt werden. Hiermit soll sichergestellt werden, dass
die Deletion von hydG und hydF tatsachlich letal fur T. vaginalis und nicht auf einen internen
Fehler zurlckzufihren ist, obwohl die Transformation mit ungeschnittenen Plasmiden
erfolgreich durchgefuhrt wurde. Alternativ zur Deletion der Maturase-Gene kdnnte durch
Einsatz von siRNAs durch RNA Interferenz (RNAI) die Expression der Zielgene verringert

und damit eine Auswirkung auf die Hydrogenase-Aktivitat getestet werden.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin, Ampere

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar(e)

BSA Rinderserumalbumin

C Cytosin

°C Grad Celsius

cm Zentimeter

cpm Impulse pro Minute (counts per minute)
Da Dalton

ddNTP Didesoxyribonukleotid-5"-triphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinséure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleotid-5-triphosphat
ds DNA doppelstrangige DNA

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendinitrilotetraessigsaure

et al. und andere

g Erdbeschleunigung (9,81 m * s)

g Gramm

g/l Gramm pro Liter

G Guanin

h Stunde

IPTG Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranosid
IRD700/800 Infrarotfarbstoffe; Anregung bei 700 bzw. 800 nm
k kilo- (10°)

kbp Kilobasenpaare

I Liter

m milli- (107%)

U mikro- (10°®)

M molar (mol/l)

MBq Megabequerel

min Minute

MOPS 3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure
n nano- (10°)

NAD(P)* Nicotinamidadenindinucleotid(phosphat); oxidierte Form
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

NAD(P)H Nicotinamidadenindinucleotid(phosphat); reduzierte Form

NCBI National Center for Biotechnology Information
oD scheinbare optische Dichte

ORF ~open reading frame*®, offenes Leseraster
PCR Polymerase-Kettenreaktion

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

] Sekunde

S. siehe

S.u. siehe unten

SDS Natriumdodecylsulfat

T Thymin

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TE Tris-EDTA-Puffer

Temed N,N,N",N’-Tetramethyldiamin

Tm Schmelztemperatur von dsDNA

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

U Uracil

Vv Volt

Vol. Volumen

vgl. vergleiche

viv Volumenprozent

w Watt

wiv Gewichtsprozent

84



Danke...

an Frau Dr. Katrin Henze fur die Bereitstellung des Themas und die Betreuung dieser
Arbeit. Vielen herzlichen Dank fur die zahlreichen Diskussionen und Hilfestellungen

auch wenn es aus rdumlicher Distanz nicht immer einfach war.

an Herrn Prof. Martin fur die Aufnahme in seinem Institut, fir seine
Diskussionsbereitschaft und das Interesse an dieser Arbeit und fir die Ubernahme

des Korreferats.

an Claudia Kirberich und Margarete Stracke fir ihre unermudliche Unterstiutzung und

Hilfe bei allen technischen Fragen des Laboralltags.

an das gesamte Institut fir die nette Arbeitsatmosphéare. Besonderer Dank geht an
Sara Tucci fur die vielen Diskussionen und Gespréche nicht nur an der Laborbank.
Danke auch an die ehemaligen Mit-Doktoranden Ursula Miller-Theissen und Simone
Patz, die die Anfange dieser Arbeit mitverfolgt haben und mir auch heute noch
freundschaftlich mit Rat und Tat zur Seite stehen. Herzlichen Dank an Verena
Zimorski fur's Korrekturlesen dieser Arbeit und an Christian Esser und Ovidiu Popa
fur die Hilfe beim Kampf gegen die Tucken von ,word®“. Danke an Britta Delvos fur die

angenehme Blroatmosphare.

an Marianne Limpert und Doris Matthée fir ihre hilfsbereite Unterstiitzung bei der

Erledigung aller birokratischen Vorgénge.

an meine Familie und Schwiegerfamilie fir die seelische Unterstitzung durch alle

,Hochs und Tiefs“ wahrend der letzten Jahre.

an Jens Schweitzer - Du hast mit dem gré3ten Anteil an Motivation und liebevoller

Unterstiitzung zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen. Jetzt ist es endlich geschafft!!




Die hier vorgelegte Dissertation habe ich eigenstdndig und ohne unerlaubte Hilfe
angefertigt. Die Dissertation wurde in der vorgelegten oder in &hnlicher Form noch
bei keiner anderen Institution eingereicht. Ich habe bisher keine erfolglosen

Promotionsversuche unternommen.

Dusseldorf, 06.11.2008




