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Einleitung

1. Einleitung

»Das gelbe Element und seine erstaunliche Vielfiltigkeit®, so schrieb Steudel (1996) tiber
den Schwefel. Kein anderes Element kommt in so unterschiedlichen Molekiilgroen vor
wie Elementarschwefel (Sp)— von S, iiber S¢, S7, Sg bis hin zu Makromolekiilen (S.,). Ele-
mentarschwefel ist in den meisten Umgebungen auch in Anwesenheit von Sauerstoff sta-
bil, er kann jedoch leicht von schwefeloxidierenden Bakterien zu Sulfat oxidiert werden
(Madigan, Martinko und Parker 2001). Sulfat wiederum wird durch sulfatreduzierende
Bakterien reduziert und es entsteht Sulfid, das in wissriger Losung als gasformiger Schwe-
felwasserstoff vorliegt.

Aus Sicht der menschlichen Gesundheit wird Sulfid meist als Gift eingestuft: es
hemmt die mitochondriale Atmungskette, indem es an Cytochrom aa; des Komplexes IV
bindet (Nicholls 1975). Enzyme wie zum Beispiel die Uricase, die Glutathionperoxidase
oder die Katalase werden ebenfalls durch Sulfid gehemmt. Es reduziert Disulfidbriicken
oder bindet an Proteine, bevorzugt an solche des Haim-Typs (Evans 1967; National Re-

search Council 1979; Beauchamp et al. 1983; Arp et al. 1987).

1.1 Bakterielle Sulfidoxidation

Fiir Prokaryoten ist Sulfid kein Gift, sondern eine wertvolle Energiequelle. Viele che-
motrophe (Kelly et al. 1997) und phototrophe (Brune 1995) Bakterien sind in der Lage,
mit Sulfid als einziger Elektronenquelle zu leben. Auch Vertreter der Archaeen besitzen
die Fahigkeit, Sulfid zu oxidieren (Stetter 1996). In Eubakterien wird Sulfid in der Regel
durch das Flavocytochrom ¢ (FCC), ein 16sliches periplasmatisches Enzym, das Elektronen
von Sulfid auf Cytochrom c iibertridgt (VanBeeumen et al. 1991), oder das Flavoprotein
Sulfid:Chinon Oxidoreduktase (SQR, auch als Sulfid Chinon Reduktase bezeichnet) oxi-
diert. Der Energiegewinn ist bei der SQR-Reaktion grofer als bei der FCC-Reaktion, da
sie am energetisch hoher gelegenen Ubichinon der Atmungskette ansetzt. SQR katalysiert

die folgende Reaktion:

H,S + Ubichinon <——> [S**]+ UbichinonH, (Griesbeck et al. 2002)

Die Biochemie der bakteriellen SQR wurde bereits eingehend untersucht (Reinartz
et al. 1998; Griesbeck, Hauska und Schiitz 2000). Die Enzyme aus Rhodobacter capsula-

tus (Schiitz et al. 1997) und Oscillatoria limnetica (Arieli et al. 1994) wurden gereinigt
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Einleitung

und kloniert. Aus Chlorobium limicola (Shahak et al. 1992), Rhodobacter capsulatus
(Shahak et al. 1994), Paracoccus denitrificans (Schiitz et al. 1998), Allochromatium vino-
sum (Reinartz et al. 1998) und Aquifex aeolicus (Niibel et al. 2000) (zusammengefasst in
Griesbeck, Hauska und Schiitz 2000) wurde die SQR biochemisch charakterisiert. Bei der
bakteriellen SQR handelt es sich um ein einzelnes, membran-assoziiertes Polypeptid mit
einem Molekulargewicht zwischen 48 und 55 kDa. Vermutlich ist es als Dimer aktiv und
gehort zur Glutathion Reduktase-Familie der Flavoproteine. Durch Chinon-Analoga wie
Antimycin A, Stigmatellin oder Myxothiazol in micro- oder nanomolaren Konzentrationen
wird die SQR aus Bakterien gehemmt (Arieli et al. 1994; Schiitz et al. 1997; Griesbeck et
al. 2002). In Chlorobium und Rhodobacter werden die Elektronen von Sulfid durch die
SQR in die Elektronentransportkette der anaeroben Photosynthese eingespeist (Griesbeck,
Hauska und Schiitz 2000; Griesbeck et al. 2002), bei dem nicht-photosynthetischen a-
Proteobakterium Paracoccus denitrificans (Schiitz et al. 1998) und in Aquifex aeolicus
(Niibel et al. 2000) leitet die SQR die Elektronen des Sulfids in die Atmungskette (Gries-
beck, Hauska und Schiitz 2000).

1.2 Sulfid in Lebensraumen von Eukaryoten

Fiir Bakterien scheint Sulfid ein ,,tégliches Brot*“ zu sein, doch auch Eukaryoten kénnen
den Kontakt mit dem potentiellen Gift nicht immer vermeiden.

Viele tausende Meter unter der Meeresoberfldche befinden sich dort, wo die Platten
der Erdkruste auseinanderspreizen, so genannte Hydrothermalquellen. Die Quellen sind
hdufig heil (350 °C), anoxisch und enthalten hohe Sulfidkonzentrationen. Hier ist kein
Leben moglich, doch etwas hoher, wo die Thermalfliissigkeiten auf das umgebende Was-
ser treffen, lebt z.B. Riftia pachyptila, ein riesiger R6hrenwurm ohne Verdauungstrakt. Die
Temperatur betrdgt hier nur noch weniger als 50 °C, doch die Sulfidkonzentrationen iiber-
steigen immer noch 300 uM (van Dover 2000).

Ebenfalls marin, jedoch im Kiistengewdsser, lebt der Wattwurm Arenicola marina
L (Abb.1.1). Der Polychaet lebt im Sand in U-férmigen Wohnrohren an den deutschen
Kiisten sowie an fast allen Kiisten des nordlichen Atlantiks, Pazifiks und des Mittelmeers.
Die Tiere erndhren sich als Substratfresser, indem sie den am Trichter in den Gang hinein-
fallenden ndhrstoffreichen Sand aufnehmen und die darin enthaltenen organischen Partikel
verdauen (Kriiger 1971). Als Bewohner der Gezeitenzone ist der Wattwurm durch den
Wechsel von Ebbe und Flut unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt. Bei

Ebbe wird die Wohnrohre nicht mehr mit frischem Wasser durchspiilt, als Folge sinkt der
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Sauerstoffgehalt ab (Watling 1991). Normale Respiration iiber die Atmungskette in den
Mitochondrien ist dann nicht mehr mdglich. Der Wattwurm besitzt jedoch fiir fakultative
Anaerobier typische Enzyme wie z.B. die mitochondriale Fumarat-Reduktase, die Fumarat
als alternativen Elektronenakzeptor zum Sauerstoff verwendet. Als typisches Endprodukt
der Anaerobiose entsteht Succinat (Schroff und Schottler 1977; Grieshaber et al. 1994;
Tielens et al. 2002).

Abb. 1.1: Der Wattwurm Arenicola marina L. Der Rumpfabschnitt des Tieres hebt sich
durch seine dunklere Firbung vom helleren Schwanzabschnitt ab, der auch keine Kiemen und
Borsten trigt. Der Kopf des Wurmes ist hier schon zum Teil im Sand vergraben.

Sauerstoffmangel ist die eine Herausforderung fiir den Wattwurm, dazu kommen
die vergleichsweise hohen Sulfidkonzentrationen, die in marinen Sedimenten vorherr-
schen. Das Sulfid ist hier mikrobieller Herkunft. In der oberen, nur wenige Millimeter di-
cken Schicht des marinen Sediments wird Sauerstoff, der aus der Atmosphére in das Sedi-
ment diffundiert, sofort von heterotrophen, aeroben Bakterien verbraucht. Diese obere
Schicht wird von der tieferen, sauerstoffarmen Schicht durch eine Sprungschicht (RPD-
Schicht, redox potential discontinuity) getrennt (Fenchel und Riedl 1970). In den sauer-
stoffarmen Schichten leben Mikroorganismen, die organischen Detritus zu niedermoleku-
laren Verbindungen wie Laktat oder Alkoholen fermentieren. Obligat anaerobe, sulfatre-
duzierende Bakterien, im wesentlichen Desulfovibrio und Desulfomaculatum, nutzen diese
Verbindungen als Elektronenquelle. Hierbei dient Sulfat als finaler Elektronenakzeptor und

wird zu Sulfid reduziert (Triiper 1984).
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So konnten zum Teil Sulfidkonzentrationen von 3 uM bis zu 2 mM (Fenchel und
Riedl 1970; Volkel und Grieshaber 1992; Volkel, Hauschild und Grieshaber 1995) oder
sogar 8,1 mM (Lee, Kraus und Doeller 1996) im Wattboden gemessen werden. Doch be-
reits Konzentrationen zwischen 10 und 50 uM fiihren zu einer Hemmung von Komplex IV
der mitochondrialen Atmungskette (Bagarinao und Vetter 1990; Grieshaber und Volkel
1998) und die Tiere miissen entweder auf eine anaerobe Energiegewinnung ausweichen

oder tiber einen Sulfidentgiftungsmechanismus verfiigen.

1.3 Die Entgiftung von Sulfid

Volkel und Grieshaber (1994) konnten zeigen, dass unter normoxischen Bedingungen in
Gegenwart von 1 mM Sulfid nach 8-stiindiger Inkubation der Succinatgehalt in der Coe-
lomfliissigkeit und im Gewebe von Wattwiirmern &hnliche Werte wie unter Hypoxie er-
reicht. Daraus schlossen sie, dass Komplex IV durch Sulfid gehemmt war und Sauerstoff
als Elektronenakzeptor nicht mehr zur Verfiigung stand. Weiterhin konnten sie zeigen,
dass die Succinatkonzentrationen nach Inkubation mit Sulfidkonzentrationen zwischen 390
und 760 uM kontinuierlich anstiegen, wohingegen bei Konzentrationen unter 330 uM Sul-
fid keine signifikante Zunahme von Succinat in der Coelomfliissigkeit und im Gewebe
messbar war. Obwohl die dulere Sulfidkonzentration hier iiber 300 uM betrug, konnten
Volkel und Grieshaber (1994) in der Coelomfliissigkeit der inkubierten Tiere nur bis zu
2 uM Sulfid nachweisen. Das deutete darauf hin, dass neben der sulfidinduzierten Anaero-
biose auch entgiftende Mechanismen zum Tragen kommen miissen, denn bereits 1924 fand
Beerman (1924) heraus, dass biologische Membranen permeabel fiir Sulfid sind.

Denkbar wiren Mechanismen, die das Eindringen von Sulfid verhindern. Bei
Miesmuscheln (Mytilus edulis) konnte z.B. beobachtet werden, wie sie sich durch Schlie-
Ben ihrer Schalen vor dem Eindringen von Sulfid schiitzen (Hergert 1998). Der Oligochaet
Tubificoides benedii schiitzt sich, indem in der duBeren Mucusschicht Sulfid als Eisensul-
fid prézipitiert. Dubilier, Giere und Grieshaber (1995) konnten eine Schwarzfirbung der
Wiirmer beobachten, wenn diese mit Sulfid inkubiert wurden.

Sulfid kann auch durch Epibakterien an der Korperoberfldche der Tiere abgefangen
werden. Die Bakterien oxidieren Sulfid und nutzen es fiir den eigenen Energiestoffwech-
sel. Beobachtet wurde dies z.B. bei dem Priapuliden Halicryptus spinulosus (Oeschger und
Schmaljohann 1988; Oeschger und Janssen 1991). Allein die duflere Abwehr diirfte aber
bei vielen sulfidexponierten Arten nicht ausreichen, und auch fiir Arenicola marina wurden

die oben aufgefiihrten Mechanismen nicht beschrieben.
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Einige sulfidtolerante Tiere profitieren von Endosymbionten: Die chemotrophen
Bakterien oxidieren Sulfid zu weniger toxischen Substanzen. Beschrieben wurde das z.B.
fiir die Muschel Solemya reidi oder den oben bereits erwdhnten Rohrenwurm Riftia pa-
chyptila (Anderson, Childress und Favuzzi 1987; Childress et al. 1991). In letzterem wurde
auch ein extrazelluldres Himoglobin nachgewiesen, das — vermutlich {iber freie Cysteine —
Sulfid zu binden vermag (Arp, Childress und Vetter 1987; Bailly et al. 2002).

Im Wattwurm scheint das Entgiftungsprodukt des Sulfids hauptséchlich Thiosulfat
zu sein. 1992 konnten Volkel und Grieshaber erstmals Thiosulfat in der Coelomfliissigkeit
von sulfidisch inkubierten Wattwiirmern nachweisen. Thiosulfat ist — im Gegensatz zu
Sulfid — nicht toxisch. Es hemmt die Cytochrom ¢ Oxidase nicht (Vetter et al. 1989) und
bindet nicht an Proteine (Cardozo und Edelmann 1952).

1.4 Die Mitochondrien des Wattwurms Arenicola marina als Ort der Sulfidentgiftung

Volkel und Grieshaber (1994) konnten zeigen, dass die stochiometrische Umsetzung von
Sulfid zu Thiosulfat in den Mitochondrien des Wattwurms stattfindet und die Elektronen
dabei auf Sauerstoff iibertragen werden. Studien mit verschiedenen Inhibitoren sowie die
Reduktion von extern zu einer Mitochondriensuspension gegebenem decyl-Ubichinon
fiihrten schlieBlich zu der Vermutung, dass ein der bakteriellen SQR dhnliches Enzym an
der Sulfidoxidation beteiligt sein konnte (Volkel und Grieshaber 1996, 1997; Klein 1998;
Leiers 1998). Bei Sulfidkonzentrationen, die 30 uM Sulfid nicht iiberschreiten, kdnnen die
Elektronen des Sulfids zur ATP-Synthese verwendet werden (Volkel und Grieshaber
1997). Diese Form der Energiegewinnung, Chemolithoheterotrophie, ist iiberaus selten bei
Mitochondrien und wurde 2001 erstmals fiir die ebenfalls in sulfidischen Habitaten leben-
de Gerippte Muschel Geukensia demissa von Doeller, Grieshaber und Kraus beschrieben.
Bei hoheren Sulfidkonzentrationen wird Sulfid zwar weiterhin unter Sauerstoffverbrauch
zu Thiosulfat oxidiert, jedoch ohne Energiegewinn. Vilkel und Grieshaber (1997) gingen
davon aus, dass die Cytochrom ¢ Oxidase des Watturms @hnlich sensitiv gegeniiber Sulfid
ist wie die nicht- sulfidadaptierter Organismen. Es wurde jedoch eine Cyanidresistente
Atmung in Gegenwart von Sulfid beobachtet, die wiederum durch Salicylhydroxamséure
(SHAM) hemmbar war (Volkel und Grieshaber 1996, 1997). SHAM ist ein spezifischer
Hemmstoff der bei Pflanzen, Pilzen und Protisten weit verbreiteten alternativen Oxidase
(AOX). Das Enzym iibertrdagt Elektronen auf Sauerstoff, ohne dabei Protonen zu pumpen
(Vanleberghe und Mclntosh 1997; Atteia et al. 2004). Unter der Annahme, dass bei Areni-

cola marina ein dhnliches Enzym beteiligt wire, so konnte man eine Atmungskette in den
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Mitochondrien des Wattwurmes wie in Abb. 1.2 dargestellt postulieren. Bis heute konnte
kein AOX-Gen oder -Protein aus Arenicola marina oder einem anderen sulfid-adaptierten
Invertebraten isoliert werden, jedoch wurden kiirzlich tierische AOX-Sequenzen verdffent-
licht, darunter z.B. das Gen der Pazifischen Auster Crassostrea gigas und des Nematoden
Meloidogyne hapla, wobei ein Funktionsnachweis der kodierten Genprodukte noch aus-
steht (McDonald und Vanleberghe 2004).

Matrix

Komplex |  Komplex Il SQR AOX Komplex Il Cytc  Komplex IV  ATPase

H' A
NADH NAD SHAM

2 . )
2HS +3 H?OS?O:! +8H ;i l Sulfid  1/2 0, H;O

Intermembranraum

Abb.1.2: Schema der mitochondrialen Atmungskette in der inneren Mitochondrienmembran von
Arenicola marina und ihre Verkniipfung mit der Sulfidoxidation, modifiziert nach V6lkel und Griesha-
ber (1997). Sulfid wird von der Sulfid:Chinon Oxidoreduktase (SQR) zu Thiosulfat oxidiert. Die Elektronen
des Sulfids werden auf Ubichinon tibertragen und folgen dem weiteren Verlauf der Atmungskette. Bei ge-
ringeren Sulfidkonzentrationen wird Komplex IV nicht gehemmt und die Sulfidelektronen kdnnen zur ATP-
Synthese genutzt werden. Bei hoheren Sulfidkonzentrationen wird Komplex IV gehemmt und die Elektro-
nen werden durch eine alternative Oxidase auf Sauerstoff iibertragen. AOX: Alternative Oxidase; Cyt c:
Cytochrom c¢; SHAM: Salicylhydroxamsdure; SQR: Sulfid:Chinon Oxidoreduktase; UQ: Ubichinon.

1.5 Die eukaryotische Sulfid:Chinon Oxidoreduktase

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass die Mitochondrien des Wattwurms und auch die
anderer sulfidtoleranter Arten Sulfid oxidieren konnen und bei niedrigen Konzentrationen
die Elektronen aus Sulfid zur ATP-Synthese nutzen koénnen. Es war bislang jedoch nicht
gelungen, ein SQR-dhnliches Protein aus einem dieser Organismen zu reinigen, eine Gen-
sequenz war ebenfalls nicht bekannt.

1999 konnten Vande Weghe und Ow zeigen, dass die Mitochondrien der Spalthefe
Schizosaccharomyces pombe in der Lage sind, Sulfid zu oxidieren. Sie beobachteten bei

einer Cadmium-hypersensitiven Mutante die Akkumulation von Sulfid und konnten das fiir
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diesen Defekt verantwortliche Gen (hmt2, heavy metal tolerance) aus Wildtyphefen isolie-
ren. Das in E. coli exprimierte und iiber einen His-Tag gereinigte Enzym oxidiert Sulfid
und tbertrdgt die Elektronen auf Coenzym Q,, ein Ubichinon-Analogon. Durch Sequenz-
vergleiche konnten Vande Weghe und Ow zeigen, dass hmt2 Homologien zu den bekann-
ten prokaryotischen SQR-Sequenzen aus z.B. Rhodobacter capsulatus aufweist. Sie fanden
auch Homologe in anderen eukaryotischen Genomen, wie z.B. Maus und Mensch. Das
legte die Vermutung nahe, dass die SQR weiter verbreitet ist, als zunidchst angenommen.

Die duBerst geringe Aktivitidt und Substrataffinitidt der SQR aus der Spalthefe im
Vergleich mit ihren bakteriellen Homologen lieBen jedoch Zweifel aufkommen, ob es sich
tatsdachlich um ein in vivo funktionelles Enzym handelt (Griesbeck et al. 2002). Die K-
Werte sowohl fiir Ubichinon als auch fiir Sulfid lagen mit 2 mM 1000-fach hoher als die
entsprechenden Werte fiir bakterielle SQRs. Nichtsdestotrotz lie jene Evidenz fiir das
Vorkommen einer eukaryotischen Sulfidoxidation in Mitochondrien aus nicht-
sulfidadaptierten Tieren dltere Arbeiten im neuen Licht erscheinen. Erstmals wurde diese
Fahigkeit 1972 bei Rattenmitochondrien entdeckt (Curtis et al. 1972; Bartholomew et al.
1980). Auch Fische scheinen in der Lage zu sein, in ihren Mitochondrien Sulfid zu oxidie-
ren (Bagarinao und Vetter 1990), und in Hithnermitochondrien wurde sogar eine Kopplung
der Sulfidoxidation mit der ATP-Synthese nachgewiesen (Yong und Searcy 2001).

Diese Befunde gingen mit der Beobachtung einher, dass relativ hohe Sulfidkon-
zentrationen in den Gehirnen von Ratten, Menschen und Rindern gemessen werden konn-
ten (Goodwin et al. 1989; Warenycia et al. 1989; Savage und Gould 1990). Es wurde dabei
vermutet, dass Sulfid eine physiologische Rolle spielen konnte, doch erst seit 2001 findet
Sulfid als atypischer Neuromodulator neben den Gasen NO und CO grof3e Beachtung (Ba-
ranano, Ferris und Snyder 2001). Mittlerweile sind die Enzyme bekannt, die fiir die endo-
gene Sulfidproduktion in Sdugern verantwortlich sind (zusammengefasst in Kamoun
2004). Auch die anaeroben Bakterien, die im menschlichen Darm Sulfat reduzieren, pro-
duzieren dabei beachtliche Mengen Sulfid, die bereits im toxischen Bereich liegen (Mac-
Farlane, Gibson und Cummings 1992). Enzyme, die Sulfid entgiften kénnen, scheinen so-

mit nicht nur fiir Tiere, die exogen Sulfid aufnehmen, essentiell zu sein.

1.6 Die Bedeutung von Sulfid in der Erdgeschichte

Das Vorkommen von Sulfid und sulfidverarbeitenden Enzymen wie der SQR bei den Eu-
karyoten mag zunéchst liberraschen, doch in Hinblick auf die mittlere Erdgeschichte ist es

eigentlich zu erwarten wenn nicht zwingend zu fordern:
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Heute ist ndmlich bekannt, dass vor etwa 2 bis 0,6 Milliarden Jahren die biologi-
sche Sulfatreduktion, bei der Sulfid produziert wird, sehr aktiv und verbreitet war (Can-
field 1998; Shen, Buick und Canfield 2001; Anbar und Knoll 2002). Demnach miissen die
tieferen Gewésser der Erdozeane in dieser Zeit anoxisch und sulfidisch gewesen sein. Pri-
mitive, einzellige Eukaryoten sind mindestens 1,5 Billionen Jahre alt (Javaux, Knoll und
Walter 2001), so dass die Differenzierung der Eukaryoten in einer anoxischen und sulfidi-
schen Atmosphire stattgefunden haben muss. Somit wére die SQR ein {liberlebenswichti-
ges Enzym fiir die ersten Eukaryoten gewesen, das bis heute erhalten geblieben ist, Ahnli-
ches gilt fiir viele mitochondriale Enzyme des anaeroben Stoffwechsels, wie z.B. die Fu-
marat Reduktase (FRD), Acetat:Succinat CoA-Transferase (ASCT) oder Pyruvat:NADP"
Oxidoreduktase (PNO), die eubakteriellen Ursprungs sind (Tielens et al. 2002).

1.7 Ziele der vorliegenden Arbeit

Vor diesem Hintergund war es das Ziel, zundchst das sqr-Gen aus Arenicola marina zu
isolieren, denn eine Gensequenz fiir die SQR aus einem sulfidadaptierten Tier war noch
nicht bekannt. Durch heterologe Expression sollten ausreichende Mengen des Proteins
produziert und gereinigt werden, die eine biochemische Charakterisierung ermoglichen.
Die Substrataffinititen und die Endprodukte der Reaktion sollten ermittelt werden, aul3er-
dem war die Frage zu kldren, ob und welche Kosubstrate das Enzym bendtigt. Die gerich-
tete Mutation konservierter Aminosduren sollte Einblicke in den Reaktionsmechanismus
ermOglichen. SchlieBlich sollte die Verbreitung der SQR bei den Eukaryoten untersucht
werden, und durch phylogenetische Analysen die stammesgeschichtliche Herkunft des

eukaryotischen Enzyms geklart werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die verwendeteten Chemikalien wurden, wenn nicht gesondert aufgefiihrt, von den Firmen
J.T. Baker, Biomol, Bio-Rad, Biozym, Calbiochem, Difco, Fluka, GibcoBRL, ICN, Merck,
Riedel-de Haén, Roche, Roth, Serva und Sigma mindestens in Analysequalitdt (p.a.) gelie-

fert. Radiochemikalien wurden von der Firma Hartmann Analytic bezogen.

2.2 Reagenzsatze

First strand synthesis Kit for RT-PCR Invitrogen

Gigapack III Gold Stratagene

Lambda ZAP II Predigested EcoRI/CIAP-

Treated Vector Kit Stratagene

mRNA Purification Kit GE Healthcare Biosciences
Nucleospin Plasmid Kit (Mini, Midi, Maxi) Macherey-Nagel
Nucleospin RNA II Kit Macherey-Nagel
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

Spektroquant Sulfid-Test Merck

ThermaSequenase DYEnamic direct cycle

sequencing Kit GE Healthcare Biosciences
Time Saver cDNA Synthesis Kit GE Healthcare Biosciences
2.3 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIP) New England Biolabs
DNase I Roche

Klenow Fragment MBI Fermentas

Pfu DNA Polymerase Promega

Pfu Ultra DNA Polymerase Stratagene
Restriktionsendonukleasen MBI Fermentas, New England Biolabs
Rhodanase (aus Rind) Sigma

RNase A Serva

Tag DNA Polymerase Eppendorf

Thioredoxin (aus E. coli) Promega
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Thioredoxin-Reduktase (aus E. coli)
T4-DNA-Ligase

2.4 Organismen

2.4.1 Arenicola marina

Sigma

MBI Fermentas

Tiere der Art Arenicola marina L. wurden an der niederlandischen Kiiste gesammelt. Vor

Ort wurden Kopf und Schwanz der Tiere abgetrennt, der Hautmuskelschlauch von den

inneren Organen befreit und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Hautmuskel-

schlauchstiicke wurden bis zur RNA-Isolierung bei -80 °C aufbewabhrt.

2.4.2 Drosophila melanogaster

Fir die RNA-Isolierung aus der Fruchtfliege

Drosophila melanogaster wurden

freundlicherweise Tiere aus dem Institut fir Genetik der Heinrich-Heine-Universitit

Diisseldorf zur Verfiigung gestellt.

2.4.3 Escherichia coli

Folgende Stimme wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

XL1- Blue MRF"(Stratagene)

SOLR (Stratagene)

BL21 (DE3) (Invitrogen)
C41 (DE3) (Avidis)

C43 (DE3) (Avidis)

Origami (DE3) (Novagen)

Rosetta (DE3) (Novagen)

18

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 en-
dA1 supE44 thi-1 recAl gyrA96

relAl lac [F” proAB lacIqgZAM15 Tnl10 (Tet")]
el4’'(McrA-)A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171  sbcC
recB rec] uvrC umuC::Tn5 (Kanr) lac gyrA96
relAl thil endA1 AR[F proAB

lacIqZAM15] Su-

F ompT hsdSg (rg'mp’) gal dcm(DE3)

B F decm ompT hsdS(rgmgp) Gal A (DE3) + 1
nicht charakterisierte Mutation

B F dem ompT hsdS(rgmg) Gal A (DE3) + 2
nicht charakterisierte Mutationen

Aara-leu 7697 AlacX74 AphoAPvull phoR a-
raD139 galE galK rpsLF [lac” (lac)pro]
gor522::Tn10(Tc®) trxB::kan (DE3)

F" ompT hsdSB(rgmg’) gal dcm (DE3) pRA
RA (argU, argW, ileX, glyT, leuW, proL)
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2.4.4 Saccharomyces cerevisiae

Die Expression in der Backerhefe wurde mit folgendem Stamm durchgefiihrt:

INVScl (Invitrogen)

2.5 Vektoren

his3A1/his3A1 leu2/leu2 trpl1-289/trp1-289

ura3-52/ura3- 52

Nachfolgend aufgefiihrt sind die verwendeten Vektoren fiir E. coli und S. cerevisiae:

pBluescript SK+ (Stratagene)

pGEM-T Easy (Promega)

TOPO-TA (Invitrogen)

pET-24d (Novagen)

pET-28a (Novagen)

pET-32a (Novagen)

pYES2/CT (Invitrogen)

2.6 Oligonukleotide

E. coli Plasmidvektor mit Ampicillin- Re-
sistenz und Blau-Weiss Selektion

E. coli Plasmidvektor mit Ampicillin- Re-
sistenz und Blau-Weiss Selektion

E. coli Plasmidvektor mit Ampicillin- Re-
sistenz und Blau-Weiss Selektion

E. coli Expressionsvektor mit Kanamycin-
Resistenz und C-terminalem His-Tag

E. coli Expressionsvektor mit Kanamycin-
Resistenz und N- und C-terminalem His-
Tag

E. coli Expressionsvektor mit Ampicillin-
Resistenz und N- und C-terminalem His-
Tag sowie einer N-terminalen Thioredoxin-
Fusion

S. cerevisiae Expressionsvektor mit C-

terminalem His-Tag

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

sierten Oligonukleotide aufgefiihrt.

Folgende fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide wurden fiir die Sequenzierung von DNA-

Fragmenten in den verschiedenen Vektoren eingesetzt:
M13(24)for  5-IRD700-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3" Tm= 67,8 °C
M13(24)rev  5°-IRD800-AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA-3° Tm= 59,3 °C
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T7proext 5°-IRD700-CGC GAA ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGG-3° Tm=61,9 °C

T7term 5"-IRD800-ATG CTA GTT ATT GCT CAG CGG-3° Tm= 57,9 °C
T7Promotor  5°-IRD700-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3° Tm=53,2 °C
CYClreverse 5'-IRD800-GCG TGA ATG TAA GCG TGA C-3° Tm=56,7 °C

Fiir die Amplifikation von Hybridisierungssonden wurden folgende Oligonukleotide ver-
wendet:

Drosoforw 5'-ATG AAC CGT CGC CTT CCA GGA ACC-3° Tm=66,1 °C
Drosorev 5'-GCA CTG AGA AAATTT TCC GCA TTA GTG CC-3° Tm=65,3 °C

Amarfor 5'-TCG TGG ATT TTG GGT GTC C-3° Tm=56,7 °C
Amarre 5'-CGG TGA CAG CTT CCA TGG-3" Tm=58,2 °C

Fiir die Sequenzierung der positiven SQR-Klone durch ,,Primer Walking* wurden folgende

Oligonukleotidpaare gewéhlt:

clonA22-700 5°-CTT TCC ACC CGT CCA GCG-3® Tm=60,5 °C
clonA22-800 5°-GCC ATG GAA GCT GTC ACC G-3° Tm=61,0 °C
22m-700 5'-GGC CAT GCC CTT GGG TAT GAG-3° Tm=63,7 °C
22m-800 5'-ACG GCC TGA CAT TAC CGG GAT AC-3° Tm=64,2 °C
23-700 5"-GAC GGC CAG CCC TCG AAG ACC-3° Tm=67,6 °C
23-800 5'-ACC CGT CCA GCG AAT TCA CTA CTG G-3° Tm=66,3 °C
23-2-700 5'-CGA AAA CAA TGG CTT TAT GTC-3° Tm=54,0 °C
23-2-800 5'-CAC AGA CGA CTT GAT GCA TAC-3° Tm=57,9 °C
25-700 5'-CCA GAC AAC AAC ACC GTC TTC-3" Tm=59,8 °C
25-800 5'-GCA CGC AAG CAG ATA TAA CTC AAC-3° Tm=61,0 °C
25-2-700 5'-CTG TGA TCA TGG CGG AG-3° Tm=55,2 °C
25-2-800 5'-TCT TCT TCT TAC CGT ACA GTG AAC-3° Tm=59,3 °C

Fir die Klonierung in Expressionsvektoren wurden Oligonukleotide mit Restriktions-

schnittstellen synthetisiert, die somit eine gerichtete Klonierung erlaubten:
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SQR- 5'-GTT GGT GGA TCC ATG GCC TCA CGC AAG GTT TC-3®
BamHI Tm= 72,1 °C
BamHI

SQR-  5-GGT GGT AAG CTT CTA CCG ACT CAT ACC CAA GGG-3°

_ HindlIl Tm=71,9°C
HindIII
SQR- 5-ATT GGA TCC ATG ATC GAG CCG GCC GAC ACC-3°
BamHI Tm= 72,2 °C
BamHI

kurz
SQR- 5'-GGT GGT CGT CTC ACA TGG CCT CAC GCA AGG TTIT

BsmBl CCC3 BsmBl Tm= 81,2 °C

SQR- " 5" GAT GTT GCG GCC GCC CGA CTC ATA CCC AAG TGC
Notl ATT GC-3° Notl Tm= 82,1 °C

SQR-  5°-GGT GGT AAG CTT ATG GCC TCA CGC AAG GTT TCC-3°

HindIII Hindlll Tm=72,1 °C
SQR- Tm=72,7 °C
Xbal 5-GGT GGT TCT AGA CCG ACT CAT ACC CAA GTG CAT ’

TGC-3 Xbal

Fiir die gerichtete Mutagenese von 6 Aminosduren wurden die nachfolgend aufgefiihrten
Oligonukleotidpaare verwendet. Gegeniiber der Wildtypsequenz verdnderte Nukleotide

sind unterstrichen.
Asp342Val 5°-GTC TTC GGC ATC GGT GTC AAC ACG GAT ATA CCG-3°
3'-CAG AAG CCG TAG CCA CAGTTG TGC CTA TAT GGC-5° Tm=76,4 °C

Cys208Ser  5°-GCC CAT CAA ATC TGC AGG CGC GCC GC-3°
3'-CG GGT AGT TTA GAC GIC CGC GCG GCG-5° Tm=72,7 °C

Cys386Ser 5°-CGG CTA CAC GTCITC CCC CCT GGT GAC G-3°
3'-G CCG ATG TGC AGA AGG GGG GAC CAC TGC-5 Tm=73,9 °C

His86Ala 5'-GCC GAC ACG GCC TAC TAT CAG-3°
3'-CGG CTG TGC CGG ATG ATA GTC-5° Tm=63,7 °C
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His299Ala  5°-GCC ATG CTG GCC GTG GTG CCT-3"
3"-CGG TAC GAC CGG CAC CAC GGA-5° Tm=67,6 °C

Glul59Ala  5°-GGG CTG CCT GCA GCC TTC-3°
3"-CCC GAC GGA CGT CGG AAG-5° Tm=62,8 °C

2.7 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 Nukleinsduren aus wissrigen Losungen
durch Ethanol- oder Isopropanolextraktion

e Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

e Trennung von Nukleinsduren oder DNA-Fragmenten und deren GroBen- bestim-
mung durch Agarosegelelektrophorese

e Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

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

e Dephosphorylierung von Vektoren mit der alkalischen Phosphatase

e Ausplattierung von cDNA-Banken

2.7.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Arenicola marina

Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurden zunédchst 10 g gefrorenes Hautmuskelschlauch-
gewebe unter fliissigem Stickstoff pulverisiert. Das Pulver wurde mit 100 ml Aufnahme-
puffer (50 mM Tris/HCI, pH 9,0; 100 mM NaCl; 10 mM EDTA; 30 mM 2-
Mercaptoethanol; 2 % (w/v) SDS; 4 M Guanidiniumthiocyanat; 5 % (w/v) Polyklar; Prote-
inase K) versetzt und die Mischung einige Minuten geschiittelt. Es wurden 100 ml Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) hinzugegeben und erneut 2-3 min geschiittelt.
Die Phasentrennung erfolgte durch eine Zentrifugation fiir 10 min bei 5000 rpm (20 °C,
Rotor SLA-1500, Sorvall RC 5B Plus). Die wissrige Phase wurde abgenommen und erneut
phenolisiert. Die Fillung der Nukleinsduren erfolgte nach Zugabe von 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat, pH 6,5 und 1 Volumen Isopropanol fiir 1 h bei -20 °C. Darauf folgte eine
Zentrifugation bei 10000 rpm und 4 °C (Rotor SLA-1500, Sorvall RC 5B Plus). Das Pellet
wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und anschlieBend in 10 ml TE mit 100 pg Prote-
inase K und 30 mM Mercaptoethanol gelost. Die Fillung der RNA erfolgte iiber Nacht bei
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0 °C mit 2,5 ml 10 mM LiCl. Durch Zentrifugation bei 10000 rpm fiir 30 min (4 °C, SS 34,
Sorvall RC 5B Plus) wurde die RNA pelletiert, das Pellet mit 70 % Ethanol (v/v) gewa-
schen und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurde die RNA in 1,5 ml TE mit 15 pg Pro-
teinase K und 30 mM 2-Mercaptoethanol aufgenommen. Die Konzentration wurde photo-

metrisch bestimmt und die RNA bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewabhrt.

2.7.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Drosophila melanogaster und anschlieBende
cDNA-Synthese

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Drosophila melanogaster wurde das Nucleospin
RNA II Kit (Macherey-Nagel) verwendet. Etwa 30 gefrorene Fliegen wurden unter fliissi-
gem Stickstoff gemdrsert und das Pulver nach Herstellerangaben weiterverarbeitet. Die
RNA wurde in 60 pl RNase-freiem Wasser aufgenommen und bis zur Weiterverarbeitung
bei -80 °C gelagert. Es wurde cDNA nach Herstellerangaben mit Hilfe des ,,First strand
Synthesis Kit for RT-PCR* (Invitrogen) synthetisiert. Hierzu wurden 1,3 ng der Gesamt-
RNA eingesetzt. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.7.3 Reinigung von poly(A)+ - RNA aus Gesamt-RNA von Arenicola marina

Die Reinigung von poly(A)’-RNA (mRNA) aus Gesamt-RNA des Wattwurms Arenicola
marina erfolgte mit Hilfe des ,,mRNA Purification Kits“ (GE Healthcare Biosciences)
nach Herstellerangaben. Es wurden 1,25 mg Gesamt-RNA eingesetzt und das mRNA-
Pellet in 75 pl TE aufgenommen.

2.7.4 Herstellung einer cDNA-Bank aus Arenicola marina

Die cDNA-Synthese erfolgte nach der RNase H Methode aus poly(A)" RNA (siehe 2.7.3)
unter Verwendung des ,,Time Saver cDNA Synthesis Kits*“ (GE Healthcare Biosciences)
nach Herstellerangaben. Es wurden 5 pg mRNA zur Erststrangsynthese eingesetzt. Hierbei
wurden Oligo(dT);,.1s Oligonukleotide und eine Reverse Transkriptase aus dem Moloney
Murine Leukemia Virus verwendet. Die Zweitstrangsynthese erfolgte mit Hilfe von RNa-
se H und DNA Polymerase 1. Die synthetisierte cDNA wurde einer Phenol/Chloro- form
Extraktion unterzogen und iiber eine Sepharose CL-4B Séule gereinigt. Es folgte eine Li-
gation von ECORI/Notl Adaptoren an die cDNA. Die Adaptoren bestehen aus zwei Oligo-
nukleotiden, die eine Heteroduplex bilden, so dass ein phoshoryliertes glattes Ende, ein
nicht phosphorylierter ECORI Uberhang und eine interne Notl Schnittstelle enstehen. Die
EcoRI Enden wurden phosphoryliert und iiberschiissige dimerisierte Adaptoren iiber eine
CL-4B Siule entfernt. Die cDNA wurde in den mit ECORI geschnittenen und dephosphory-
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lierten Vektor Lambda ZAP II (Stratagene) ligiert. Nach der Ligation erfolgte die Verpa-
ckung mit Hilfe des Gigapack III Gold Verpackungsextrakts der Firma Stratagene. Der
Titer und die Insertionsrate der erhaltenen cDNA-Bank wurden bestimmt und die Bank
amplifiziert. Nach erneuter Titerbestimmung wurde die cDNA Bank zur Identifizierung
von rekombinanten Klonen eingesetzt. Fiir die Hybridisierung mit einer homologen Sonde

wurde eine weitere cDNA-Bank angelegt, die nicht amplifiziert wurde.

2.7.5 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung von Sonden fiir die Plaque-Hybridisierung erfolgte nach
Sambrook et al. (1989). Die DNA wurde denaturiert und anschlieend mit 1x Oligo-Mix
(5 OD2g0 p(dN)s (GE Healthcare Biosciences); 10 mM MgCly; 50 mM Tris-HCI, pH 7,0; je
50 uM dATP, dGTP, dTTP; 7 mM 2-Mercaptoethanol) 5 pg BSA, 2,5 U Klenow-
Fragment und 3 pl einer o> PdCTP-Suspension (1,1 MBq) fiir 2-3 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nicht eingebaute Nukleotide wurden anschlieBend iiber eine Sephadex GS50-

Sédule entfernt und die Sonde sofort fiir die Hybridisierung eingesetzt.

2.7.6 Identifizierung rekombinanter Klone

Fiir die Herstellung von Nitrozellulose-Replikafiltern und die Plaque-Hybridisierung wur-
den Standardprotokolle verwendet (Sambrook et al. 1989). Es wurden etwa 25000 Klone
der cDNA-Bank (sieche 2.9.3) mit E. coli XL1-Blue auf 40 Platten ausplattiert und {iber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden von diesen Platten Replikafilter (Porablot
Nitrozellulose Rundfilter, Macherey-Nagel) erstellt. Bei Verwendung einer heterologen
Sonde aus Drosophila melanogaster wurden die Filter fiir 3 Stunden bei 55 °C in 6x SSPE
(900 mM NaCl; 60 mM NaH,PO4; 7,5 mM EDTA, pH 8,0) mit 0,1 % (w/v) SDS, 0,02 %
(w/v) PVP, 0,02 % (w/v) Ficoll 400 und 1/1000 Volumen PolyA (50 pg/ul, GE Healthcare
Biosciences) vorhybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 55 °C in 3x SSPE
mit 0,1 % (w/v) SDS, 0,02 % (w/v) PVP, 0,02 % (w/v) Ficoll 400 und 1/1000 Volumen
PolyA sowie 1,5 pg Hybridisierungssonde. Gewaschen wurde fiir 2x 15 min in 3x SSPE
mit 0,1 % (w/v) SDS. Bei Verwendung einer homologen Sonde aus Arenicola marina
wurde bei 68 °C vorhybridisiert, hybridisiert und 3 x gewaschen. Nach dem Waschen wur-
den die Filter getrocknet und auf XAR-Filmen (Kodak) {iber Nacht bei -80 °C mit Verstér-
kerfolie exponiert. Plaques, die ein positives Signal zeigten, wurden mit dem stumpfen
Ende einer sterilen Pasteurpipette ausgestochen und flir mindestens 1 h bei RT in SM-

Puffer (50 mM Tris-HCL pH 7,5; 100 mM NaCl; 8 mM MgSOy; 0,01 % (w/v) Gelatine)

24



Material und Methoden

inkubiert. Zur Vereinzelung wurde eine geeignete Verdiinnung dieser Phagensuspension
ausplattiert und nach der Herstellung von Replikafiltern mit der gleichen Sonde wie zuvor

hybridisiert.
2.7.7 In vivo Ausschleusung von Einzelklonen einer cDNA-Bank

Die Ausschleusung von Einzelklonen erfolgte nach Herstellerangaben des ,,Lambda ZAP
II Predigested ECORI/CIAP-Treated Vector Kits* (Stratagene). Ein einzelner positiver Pla-
que wurde ausgestochen und 3 h bei Raumtemperatur in 500 pl SM-Puffer mit 25 pl Chlo-
roform inkubiert. Ein 250 pl-Aliquot wurde mit E.coli XL1-Blue-MRF’-Zellen und 1 pl
des ExAssist Helferphagen (Stratagene) fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Durch Lyse der
Bakterien wurden pBluescript-Phagemide in fl1-Phagenpartikeln freigesetzt und konnten

von E. coli SOLR-Zellen aufgenommen werden.

2.7.8 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe des
Nucleospin Plasmid Kit (Mini, Midi, Maxi; Macherey-Nagel). Die Konzentration der
Plasmid-DNA wurde photometrisch bestimmt. Mit passenden Enzymen wurde eine Re-
striktionsspaltung durchgefiihrt und der Ansatz anschlieBend zur GroBeniiberpriifung der

Insertion auf ein Agarosegel aufgetragen.

2.7.9 Sequenzierung nach Sanger

Mit Ausnahme der Mutationsklone, die von der Firma AGOWA (Berlin) sequenziert wur-
den, erfolgte die Sequenzierung nach der Didesoxymethode von Sanger et al. (1977). Es
wurde eine Laserfluoreszenz-Sequenzierung mit Hilfe eines DNA Sequencer Long ReadIR
4200 (Licor) durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierung wurden 2-3 pg Plasmid-DNA in einem
Volumen von 20 pl H,O eingesetzt. Die Sequenzierreaktionen wurden mit Hilfe des
,» ThermoSequenase DY Enamic direct cycle sequencing Kits* (GE Healthcare Biosciences)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die PCR-Reaktion erfolgte in einem Primus 96 Plus
Thermocycler der Firma MWG Biotech. Nach einmaliger Denaturierung bei 98 °C fiir
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 Ab-
schluss der PCR wurden die Proben mit 7 pul Formamid-Ladepuffer (200 ul 0,5 M EDTA,
pH 8,0; 100 ml Paraosanilin 100 mg/ml; 9,5 ml Formamid) versetzt und fiir 3 min bei

70 °C denaturiert. Die Proben wurden auf Eis abgekiihlt und jeweils 1,5 pul jeder Reaktion
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auf ein Sequenzgel aufgetragen. Die Zusammensetzung und der Aufbau des Gels erfolgten

nach Herstellerangaben.

2.7.10 Polymerase-Kettenreaktion

Sofern nicht anders angegeben, wurde ein PCR-Ansatz in einem Volumen von 25 oder
50 pl durchgefiihrt. Dieser Ansatz enthielt einen Polymerase-spezifischen Puffer in einfa-
cher Konzentration, 0,2 mM je dNTP, 1 uM je Primer und 1 U Tag- oder Pfu-Polymerase.
Es wurden 10-100 ng Plasmid-DNA, cDNA oder eine Bakterienkolonie als Matrize einge-
setzt. In einem Thermocycler der Firma MWG wurden nach einer anfanglichen Denaturie-
rung von 2 min bei 95 °C 25-30 Zyklen von 30 s bei 95 °C, 30 s bei 3-8 °C unter der jewei-
ligen Schmelztemperatur der eingesetzten Primer und 45 s bis 2,5 min bei 72 °C pro-
grammiert. Es folgten weitere 5 min bei 72 °C. Nach Beendigung der Reaktion wurde der

Ansatz auf einem Agarosegel analysiert.

2.7.11 Klonierung von PCR-Fragmenten

Fiir die Klonierung von PCR-Fragmenten wurden diese zunéchst auf einem Agarosegel
aufgetrennt und die entsprechende Bande aus dem Gel ausgeschnitten. Die Elution des
DNA-Fragments erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction
Kits (Qiagen). Es folgte eine Ligation in die Vektoren TOPO-TA (Invitrogen) oder pGEM-
T Easy (Promega) nach Herstellerangaben.

2.8 Arbeiten mit Escherichia coli

Die folgenden Arbeiten mit E. coli Stimmen wurden nach Standardprotokollen nach
Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt:
e Herstellung der Kulturmedien LB, LB mit 1 M Sorbitol und 2,5 mM Betain sowie
YPD
e Anzucht der Bakterien auf Fest- und in Fliissigmedien
e Herstellung von CaCl,-kompetenten E. coli Zellen
e Transformation von CaCl,-kompetenten Zellen durch Hitzeschock mit Plasmid-
DNA
e Transfektion von E. coli Zellen mit A-Phagen und die Vermehrung der A-Phagen

e Uberpriifung rekombinanter Plasmid-DNA durch Blau-Weiss-Selektion
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2.8.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli- Zellen

200 ml einer E. coli XL1-Blue-Kultur wurden nach Erreichen einer ODgy von 0,6 bei
4000 rpm und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert (Megafuge 1.0 R, Heraeus). Das Pellet wurde
viermal mit 25 ml eiskaltem H,O gewaschen und wie oben zentrifugiert. Dann wurde das

Pellet in 400 pl 10 % (v/v) Glyzerin (eiskalt) geldst und in Aliquots bei -80 °C eingefroren.

2.8.2 Elektroporation von E. coli- Zellen

In eisgekiihlte 2 mm Elektroporationskiivetten (Bio-Rad) wurden 30 pl elektrokompetente
Zellen mit Plasmid DNA vermischt. Es wurde ein Impuls von 2,5 kV fiir 5 s gegeben (Ge-
ne Pulser XCell, Bio-Rad) und sofort 1 ml warmes LB-Medium zu den Zellen pipettiert.
Die Zellen wurden fiir 1 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert und anschlieBend auf Selek-

tivmedium ausplattiert.

2.8.3 E. coli- Expressionskulturen

Es wurden verschiedene Bedingungen getestet, um eine erfolgreiche Expression der SQR
in E. coli zu erreichen:

Das umfasste Variationen der Inkubationstemperatur (16 °C, 30 °C und 37 °C), der
Dauer der Induktion (I h bis UN), der Konzentration des Induktors IPTG (0,01 mM -
1 mM) sowie der verwendeten Stimme (BL21(DE3), C41(DE3), C43(DE3), Rosetta(DE3)
und Origami(DE3)) und Vektoren (pET-24d, pET-28a und pET-32a). Es wurden sowohl
LB, LB mit 1 M Sorbitol und 2,5 mM Betain als auch YPD-Medium eingesetzt. Es wurde
sowohl der komplette SQR-kodierende Bereich exprimiert, als auch ein Teil der Sequenz,

der das vorhergesagte Transitpeptid von 80 Aminoséduren nicht enthielt.

2.8.4 Aufschluss von E. coli- Expressionskulturen

Bei einem typischen Aufschluss einer E. coli- Expressionskultur (siche 2.8.3) wurden die
Zellen zunéchst fiir 10 min bei 4000 rpm und 4 °C pelletiert (Megafuge 1.0 R, Heraeus).
Das Pellet wurde in Lysis-Puffer (50 mM NaH,POs, pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 mM Imi-
dazol) aufgenommen. Es wurden 1 mg/ml Lysozym hinzugegeben und die Probe 30 min
auf Eis inkubiert. Der Aufschluss erfolgte auf Eis durch Ultraschall in 6 Intervallen von je
10 s und je 10 s Pause bei 50 % Intensitdt. AnschlieBend wurden die Proben mit RNase A
(10 pg/ml) und DNase I (5 pg/ml) versetzt und fiir 10 min bei 4 °C inkubiert. Die Zell-

triimmer wurden durch Zentrifugation bei 13000 rpm und 4 °C fiir 30 min (Biofuge Fresco,
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Heraeus) abgetrennt und der Uberstand fiir die Aktivititsbestimmung und Analyse durch
SDS-PAGE, das Pellet nur fiir die Analyse durch SDS-PAGE, aufgehoben.

Alternativ zu diesem Aufschluss wurden andere Methoden angewandt. Es wurden
Lysis-Puffer mit einem pH von 6,5 sowie 9,0 verwendet, und es wurden die Detergenzien
Natrium-Cholat (1,2 % (v/v)), Thesit (0,2 % (v/v)) oder Triton X-100 (0,5 % (v/v)) zuge-
setzt. Als Aufschlusspuffer wurde auBBerdem das Reagenz BugBuster der Firma Novagen
eingesetzt, und die Zellen anstelle von Ultraschall mit einer French Pressure Cell aufge-

schlossen.

2.9 Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae

2.9.1 Hefe-Medien

A. YPD-Vollmedium (Yeast Extract Peptone Dextrose-Medium)
1 % (w/v) Hefeextrakt
2 % (w/v) Pepton
2 % (w/v) D-Glukose

B. SC-Minimalmedium (Selektivmedium)
0,67 % (w/v) Yeast Nitrogen Base w/o amino acids (Sigma)
2 % (w/v) Glukose oder zur Induktion 1 % (w/v) Raffinose und 2 % (w/v) Galakto-
se
Eine synthetische Aminosduremischung (Yeast Synthetic Dropout mix w/o uracil,
Sigma) mit folgender Zusammensetzung:
0,01 % (Adenin, Arginin, Cystein, Leucin, Lysin, Threonin, Tryptophan)
0,005 % (Asparaginsdure, Histidin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Prolin,

Serin, Tyrosin, Valin)
2.9.2 Herstellung kompetenter Hefezellen

5 ml Vorkulturen wurden in YPD-Medium UN bei 30 °C und 200 rpm inkubiert und am
nichsten Morgen 40 ml YPD mit der Vorkultur angeimpft. Die Kultur wurde bei 30 °C
und 200 rpm bis zu einer ODgyp von 0,4 inkubiert. AnschlieBend wurde die Kultur in ein
steriles Zentrifugengefdl iiberfiihrt und die Zellen bei 3000 rpm fiir 5 min in einer Mega-
fuge 1.0 R (Heraeus) pelletiert. Das Zellpellet wurde in 2 ml Puffer 1 (0,6 M KCI; 10 mM
Bicin, pH 8,35; 3 % (w/v) Ethylenglykol) resuspendiert, und Aliquots von 200 ul wurden

bei -80 °C eingefroren.
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2.9.3 Hefetransformation

50 pg Trager-DNA (DNA aus Heringssperma, Roche) wurden fiir 10 min bei 95 °C dena-
turiert. Auf die noch gefrorenen kompetenten Zellen (siche 2.11.2) wurde zundchst die
Trager-DNA, dann 1-4 pg Plasmid-DNA gegeben und die Zellen anschlieend fiir 60 s bei
37 °C in einem Schiittelthermostat (Thermomixer compact, Eppendorf) bei 300 rpm inku-
biert. Es wurden 15 pl 100 mM CacCl, hinzugegeben und die Mischung fiir weitere 3 min
geschiittelt. Dann wurden 75 pl 100 mM CaCl, und 1 ml Puffer 2 (40 % (w/v) PEG 1000;
200 mM Bicin, pH 8,35) hinzugegeben und das Reaktionsgefdll 2-3 mal vorsichtig gewen-
det. Es folgte eine einstiindige Inkubation ohne Schiitteln bei 30 °C. Anschlieend wurden
die Zellen fiir 1 min bei 3000 rpm in einer Tischzentrifuge (Biofuge Fresco, Heraeus) pel-
letiert, mit 500 pl Puffer 3 (150 mM NaCl; 10 mM Bicin, pH 8,35) gewaschen und in
200 pl Puffer 3 resuspendiert. Die Zellen wurden auf Selektivmedium ausplattiert und fiir

2 Tage bei 30 °C inkubiert.

2.9.4 Hefe-Expressionskulturen

Die SQR aus Arenicola marina wurde in der Hefe heterolog exprimiert. Fiir eine Reini-
gung des exprimierten Proteins aus 4 Litern wurden zundchst 50 ml SC-Minimalmedium
mit Glukose mit einer Kolonie angeimpft und diese fiir 2 Tage bei 30 °C und 200 rpm in-
kubiert. AnschlieBend wurden 200 ml SC-Minimalmedium mit Raffinose/Galaktose zu
einer ODgop von 0,4 angeimpft. Hierzu wurde das entsprechende Volumen der Vorkultur
bei 2700 rpm (Megafuge 1.0 R, Heraeus) und RT pelletiert und in wenig SC-Medium mit
Raffinose/Galaktose resuspendiert. Durch die im Medium enthaltene Galaktose wurde die
Expression eingeleitet. Die Kultur wurde UN bei 30 °C und 200 rpm inkubiert. Von dieser
Kultur wurden 4 Liter SC-Medium mit Raffinose/Galaktose zu einer ODgy9 von 0,1 ange-

impft und erneut UN bei 200 rpm und 30 °C inkubiert.

2.9.5 Isolierung von Hefemitochondrien

Da die SQR des Wattwurms ein mitochondriales Enzym ist, sollte es in der Hefe ebenfalls
in den Mitochondrien akkumuliert werden. Daher bestand der erste Reinigungsschritt aus
der Isolierung dieser Organellen. Hierzu wurden die Zellen aus 4 Litern Expressionskultur
bei 3000 rpm und RT fiir 5 min pelletiert (SLA 3000, Sorvall RC 5B Plus). Das Pellet
wurde mit 100 ml H;O gewaschen und wie oben zentrifugiert. Dann wurden die Zellen
erneut mit 100 ml Waschpuffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,4; 50 mM NaCl; 0,6 M Sorbitol)

gewaschen und zentrifugiert. Das gewaschene Pellet wurde in 60 ml Waschpuffer re-
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suspendiert und mit 1 pl/ml Yeast/Fungal Protease Inhibitor Cocktail (Sigma) versetzt. Die
Zellsuspension wurde auf sechs 50 ml Sarstedt-Gefdle verteilt und jeweils 2 Volumen
Glasperlen (@ 0,4 — 0,6 mm, sduregewaschen) hinzugegeben. Nach einer Inkubation auf
Eis fiir 5 min wurden die Zellen durch 4x vortexen (Reax Top, Heidolph) bei Maximalge-
schwindigkeit und 4 °C fiir 1 min aufgeschlossen. Zwischen den einzelnen Vortexschritten
wurden die Zellen fiir jeweils 1 min auf Eis belassen. Die auf- geschlossenen Zellen wur-
den fiir 10 min bei 4 °C und 4000 rpm zentrifugiert (Megafuge 1.0 R, Heraeus), um
Zelltrimmer und Glasperlen abzutrennen. Der Uberstand wurde in ein 30 ml
Zentrifugengefal (Nalgene) tiberfiihrt und bei 9000 rpm und 4 °C fiir 20 min zentrifugiert
(SS 34, Sorvall RC 5B Plus). Der Uberstand (PMS = Post mitochondrial supernatant)
wurde verworfen und das Pellet (= Mitochondrien) in 30 ml Waschpuffer mit 1 pl/ml

Protease Inhibitor Cocktail resuspendiert.

2.9.6 Isolierung der Hefemitochondrienmembranen

Die Mitochondrien wurden zunéchst durch Ultraschallbehandlung (Sonoplus HD 60, Ban-
delin) aufgeschlossen. Es wurden 5 x 10 Impulse mit einer Intensitit von 50 % gegeben.
Die Probe wurde wihrenddessen auf Eis gekiihlt und zwischen den Impulseinheiten fiir
10 s auf Eis belassen. Darauf folgte eine Ultrazentrifugation bei 30000 rpm und 4 °C fiir
1 h (T-865, Sorvall Ultra Pro 80). Der Uberstand (= 16sliche Mitochondrienproteine) wurde
verworfen und das Membranpellet in 5 ml Solubilisierungspuffer (50 mM Natriumphos-
phat, pH 7,2; 5 % (v/v) Glycerin; 320 mM NacCl; 0,5 % (v/v) Triton X-100; 20 mM Imida-

zol) und 1 pl/ml Protease Inhibitor Cocktail resuspendiert.

2.10 Reinigung der SQR/His aus der Hefemitochondrienmembran

Um membrangebundene SQR fiir die NINTA-Matrix zu solubilisieren, wurde sie zunéchst
durch Riihren fiir 1 h auf Eis durch das im Puffer enthaltene Detergenz Triton X-100 von
der Membran geldst. Dieser Schritt ist besonders kritisch, denn solange das Protein noch in
oder an der Membran gebunden vorliegt, ist es am besten stabilisiert und auch vor Angrif-
fen durch Proteasen geschiitzt (von Jagow, Link und Schéigger 1994). Bei der Arbeit mit
Hefe war es zwingend erforderlich, Protease Inhibitoren zuzugeben, um das exprimierte
Protein vor Abbau zu schiitzen. Die Béckerhefe besitzt eine Vielzahl verschiedener Protea-
sen in sdmtlichen Kompartimenten, einschlielich der Mitochondrien (Jones 1991).

Dann erfolgte eine sdulenchromatographische Reinigung mit Hilfe einer 1,5 ml

NiNTA-Druckséule (Qiagen, die Sdule wurde nach Herstellerangaben gepackt) in Verbin-
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dung mit einem FPLC System (GE Healthcare Biosciences). Die NiNTA-Matrix wurde vor
jedem Gebrauch mit 6 M Guanidiniumthiocyanat gewaschen. Durch 100 mM EDTA wur-
de Nickel von der Siule gewaschen und durch anschlieBendes Aquilibrieren mit 100 mM
Nickelsulfat wieder neu gebunden. Die verwendeten Puffer wurden vor ihrer Verwendung
durch eine 0,45 pm Nitrozellulosemembran (Millipore) filtriert und entgast. Alle Arbeiten
erfolgten bei 4 °C. Die Membransuspension wurde mit einer Flussrate von 0,2 ml/min auf
die mit Solubilisierungspuffer (50 mM Natriumphosphat, pH 7,2; 5 % (v/v) Glyzerin; 320
mM NacCl; 0,5 % (v/v) Triton X-100; 10 mM Imidazol) dquilibrierte Séule gepumpt. An-
schlieBend wurde mit 10 ml Waschpuffer (50 mM Natriumphosphat, pH 7,2; 5 % (v/v)
Glyzerin; 320 mM NaCl; 0,5 % (v/v) Triton X-100; 20 mM Imidazol) bei einer Flussrate
von 0,5 ml/min gewaschen. Die Elution der SQR/His erfolgte {iber einen 20 ml Gradienten
von 20-250 mM Imidazol bei einer Flussrate von 0,5 ml/min. Die Fraktionen, die Aktivitét
enthielten, wurden vereinigt und iiber eine Amicon Ultra Ultrafiltrationseinheit mit einer
Ausschlussgrofle von 15 kDa (Millipore) konzentriert und umgepuffert. Gereinigte
SQR/His lag anschlieBend in etwa 1 ml Solubilisierungspuffer ohne Imidazol mit 50 %
(v/v) Glyzerin vor. Die SQR/His konnte so bei -20 °C gelagert werden.

2.11 Biochemische Methoden

2.11.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte nach der Methode von Bradford
(1976). Es wurden jeweils 0,5-20 ul der Probe mit 200 pl Bradfordreagenz (Bio-Rad Pro-
tein Assay) versetzt, der Ansatz mit H,O auf 1 ml aufgefiillt und fiir 10 min inkubiert. An-
schlieBend wurde die Extinktion bei 595 nm gegen einen Nullwert bestimmt. Die Erstel-

lung der Kalibrierungsgeraden erfolgte mit Rinderserumalbumin als Standard.

2.11.2 SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte durch eine
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli
(1970). Die Herstellung der Losungen, das GieBen der Gele und die elektrophoretische
Trennung erfolgten nach Sambrook et al. (1989). Die SDS-PAGE wurde mit 12 % Trenn-
gelen in PerfectBlue Twin S oder M Systemen (Peqlab) nach Herstellerangaben durchge-
fithrt. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 1/5 Volumen Probenpuffer (50 mM Tris-
HCIL, 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. Pro-
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ben, die aus einer Hefereinigung stammten, wurden zusitzlich mit 0,5 pl Protease Inhibitor

Cocktail (Sigma) versetzt und 3 min bei 85 °C denaturiert.

2.11.3 Farbung von Proteingelen

2.11.3.1 Coomassiefarbung

Die Coomassiefirbung 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 gelost. Nach Zugabe von 120 ml Methanol
wurde die Losung filtriert und bei 4 °C gelagert. Unmittelbar vor Gebrauch wurde eine
1:10 Verdiinnung der Losung mit 10 % (v/v) Essigsdure angefertigt und auf 90 °C erhitzt.
Die Losung wurde heil} auf das Gel gegeben und 60 min geschiittelt. AnschlieBend wurde
der Hintergrund mit 10 % (v/v) Essigsédure entfarbt.

2.11.3.2 Silberfarbung

Die Silberfiarbung von Proteingelen erfolgte nach einer modifizierten Methode von Blum
et al. (1987). Die Gele wurden fiir mindestens 1 h fixiert (30 % (v/v) Methanol; 12 % (v/v)
Essigsdure) und anschlieBend zundchst zweimal 30 min in H;O, anschlieBend dreimal
20 min in 30 % (v/v) Ethanol gewaschen. Es folgte eine Inkubation fiir I min in 0,02 %
(W/v) Na,S,03, anschlieend wurde dreimal fiir jeweils 20 s in H,O gewaschen. Danach
wurden die Gele fiir 30 min imprégniert (0,2 % (w/v) AgNOs; 0,075 % (v/v) Formaldehyd)
und fiir zweimal 2 min in H,O gewaschen. Nach der Entwicklung in 6 % (w/v) Na,COs;
0,4 %o (W/v) NayS,0s3; 0,05 % Formaldehyd bis zur gewiinschten Farbung wurden die Gele
abschlieBend fiir mindestens 10 min in Stoppldsung (50 % (v/v) Methanol; 12 % (v/v) Es-

sigsdure) inkubiert.
2.11.4 Western Blot

Fiir einen immunologischen Nachweis der SQR/His wurden die Proteine aus der SDS-
PAGE mittels elektrophoretischen Transfers auf eine Nitrozellulosemembran {ibertragen
(nach Gershoni und Palade 1983). Der Transfer erfolgte in einer Halbtrockenzelle (Nova
Blot Multiphor II, GE Healthcare Biosciences). Die Nitrozellulosemembran (Hybond C
Extra, GE Healthcare Biosciences) wurde vor Verwendung 5 min in H,O &quilibriert. Die
Anode der Halbtrockenzelle wurde mit H,O befeuchtet und anschlieBend 3 Lagen What-
man-Papier luftblasenfrei aufgelegt, die zuvor mit Transferpuffer (39 mM Glycin; 48 mM
Tris; 0,037 % (w/v) SDS; 20 % (v/v) Methanol) getrankt wurden. Auf das Whatman-
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Papier wurde luftblasenfrei die Nitrozellulosemembran gelegt, gefolgt von dem in H,O
gewaschenen Polyacrylamidgel. Zum Schluss wurden 3 weitere mit Transferpuffer ge-
trankte Lagen Whatman-Papier aufgelegt. Der Transfer erfolgte fiir 1 h bei 0,8 mA/cm’.
Zur Kontrolle des Proteintransfers wurden die Proteine auf der Membran mit Ponceau S

(0,2 % (w/v) Ponceau S; 3 % (v/v) Essigsdure) reversibel gefarbt.

2.11.5 Immunodetektion

Zum Nachweis der rekombinanten SQR/His diente ein monoklonaler Maus IgG His-Tag
Antikorper der Firma Novagen. Die Nitrozellulosemembran (siehe 2.13.4) wurde fiir 1 h in
Blockingpuffer (3 % (w/v) BSA in TBS [10 mM Tris-HCI, pH 7.5; 150 mM NacCl]) ge-
schwenkt und anschliefend 2 x 10 min in TBS-T (20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 500 mM
NaCl; 0,05 % (v/v) Tween 20; 0,2 % (v/v) Triton X-100) sowie 1 x 10 min in TBS inku-
biert. Die Inkubation mit dem Erstantikorper (0,1 pg/ml in Blockingpuffer) erfolgte fiir 1 h
bei RT oder UN bei 4 °C auf einem 3D-Taumelschiittler (Multi 3D-Shaker, Peqlab). An-
schlieend wurde die Membran 2 x 10 min mit TBS-T und 1 x 10 min mit TBS gewa-
schen. Der Zweitantikorper (ImmunoPure Goat Anti-Mouse IgG, (H + L) Peroxidase Con-
jugated, Pierce) wurde in einer 1:30000 Verdiinnung in TBS und 1,5 % (w/v) Magermilch-
pulver eingesetzt. 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 Losung A
(0,1 M Tris-HCI, pH 8,6; 1,25 mM Luminol), 300 pul Losung B (6 mM para-
Hydroxycoumarinsdure in DMSO) und 0,9 ul 30 % (v/v) H,O,. Das Gemisch wurde auf
die Membran gegeben und fiir 2 min dort belassen. Je nach Signalstiarke wurde die Memb-

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

2.11.6 Enzymatische Tests zur Bestimmung der SQR-Aktivitit

Die Bestimmung der SQR-Aktivitdt erfolgte nach modifizierten Methoden von Vande
Weghe und Ow (1999) und Shahak et al. (1994).

2.11.6.1 Cyanid-abhangiger SQR-Aktivitatstest

Ein typischer 1-ml Reaktionsansatz enthielt 20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 2 mM KCN;
100 uM decyl-Ubichinon (Sigma) und 1-100 ug Protein. Gestartet wurde mit 100-200 pM
Sulfid und die Abnahme der Extinktion wurde bei 275 nm fiir 3 min verfolgt. Decyl-

Ubichinon hat bei dieser Wellenlidnge ein Absorptionsmaximum. Der millimolare Extink-
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tionskoeffizient betrigt bei 275 nm 15 I'mmol™-cm™ (Morton 1965). Die Reaktion fand in
Gegenwart von Sauerstoff statt.

Fiir die biochemische Charakterisierung der SQR/His wurden die Konzentrationen
der Substrate Sulfid, Cyanid und decyl-Ubichinon variiert. AuBBerdem wurde das pH-
Optimum durch Bestimmung der Aktivitdt bei verschiedenen pH-Werten in unterschiedli-

chen Puffern und die Wirkung des Hemmstoffes Antimycin A (Sigma) bestimmt.

2.11.6.2 Thioredoxin-abhangiger SQR-Aktivitatstest

In Anwesenheit von Thioredoxin und Sulfit konnte SQR-Aktivitidt ohne Cyanid gemessen
werden. Ein 1-ml Reaktionsansatz enthielt 50 mM Kaliumphosphat, pH 8,2; 100 uM de-
cyl-Ubichinon; 20 mM Sulfit (die Stammldsung wurde tiglich frisch in N,-begastem Was-
ser angesetzt); 15 uM Thioredoxin und 3-100 pg Protein. Um das oxidiert vorliegende
Thioredoxin zu reduzieren, wurden auflerdem 0,2 U Thioredoxin-Reduktase und 1 mM
NADPH hinzugegeben. Die Reaktion wurde mit 20 uM Sulfid gestartet und die Abnahme
der Extinktion bei 275 nm fiir 5-10 min verfolgt.

Fiir die biochemische Charakterisierung wurden die Konzentrationen von Sulfid

und Sulfit variiert.

2.11.7 Arbeiten mit Sulfid

In wissrigen Losungen reagiert Sulfid (Na,S, HNaS, H,S) sehr leicht mit Sauerstoff
(Millero et al. 1987), so dass zur Vermeidung einer chemischen Oxidation die Sulfid-
stammlOsungen stets frisch am Versuchstag in lichtgeschiitzten Flaschen angesetzt wurden.
Hierzu wurde deionisiertes Wasser etwa 30 min mit Stickstoff 4.0 (Messer Griesheim)
begast. Je nach gewlinschter Konzentration wurden einige Sulfidkristalle gelost und die
genaue Konzentration der Losung anschlieBend photometrisch bestimmt. Hierzu wurde der
Spektroquant Sulfidtest (Merck) nach Herstellerangaben verwendet. Die Reaktion basiert
auf einer im Jahr 1877 von Caro patentierten Methode zur Herstellung des Farbstoffs Me-
thylenblau. Hierbei reagiert Sulfid mit N, N'-Dimethyl-1,4-phenylendiamin zu farblosem
Leukomethylenblau, welches dann durch Eisen(Ill)-sulfat zu Methylenblau oxidiert wird.
Da Sulfid in Gegenwart von Sauerstoff rasch oxidiert, wurde es zundchst als Zinksulfid
fixiert. Hierzu wurden 50 mM Zinkacetat in 0,15 M NaOH in Sarstedtrohrchen vorgelegt.
Es wurden 900 pl H,O sowie 100 pl der Sulfidlosung hinzugegeben. Die Mischung wurde
gut geschiittelt und anschlieBend wurden die Losungen des Spektroquant Sulfidtests nach

Herstellerangaben hinzugegeben. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte bei 665 nm.
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Fiir die Erstellung einer Kalibrierungsgeraden wurde die Konzentration der
eingesetzten Sulfidlosung zuvor iodometrisch bestimmt (Poethke 1973). Die Iodometrie
beruht auf der Reduktion von I, zu I' durch Sulfid und der darauffolgenden Reduktion des
L-Uberschusses durch Na,S,0s.

S*+, —» 21 +S

L+28,0" —>2TI +S,06"

5 ml einer 0,1 N I,-Lésung wurden in einem Becherglas unter Rithren mit 50 ml Sulfid-
stammlosung vermischt. Die Mischung wurde mit Titrisol (0,1 N Thiosulfat, Merck) bis
kurz vor dem Endpunkt titriert. Die Zugabe von 1 ml 1 % Stirke erleichterte die Erken-
nung des Endpunktes durch den Farbumschlag von blau nach farblos. Mit Hilfe der Menge

der verbrauchten Thiosulfatlosung lie§3 sich die Konzentration der Sulfidlosung berechnen.

2.11.8 Bestimmung von Sulfid, Sulfit und Thiosulfat mittels HPLC

Um mogliche Endprodukte der SQR-Reaktion zu identifizieren, wurden Thiosulfat, Sulfid
und Sulfit mit einer nach Newton et al. (1981) und Vetter et al. (1989) modifizierten Me-
thode mittels HPLC gemessen. 50 ul des Aktivitidtsansatzes (siehe 2.13.6) wurden mit
10 ul Monobromobimane (Sigma), 50 ul HEPES/EDTA (160 mM HEPES; 16 mM EDTA,
pH 8,0) und 50 pl Acetonitril (Baker) versetzt und 30 min bei Raum- temperatur dunkel
inkubiert. Durch Zugabe von 100 ul 65 mM Methansulfonsdure wurde die Reaktion ge-
stoppt und die Proben konnten bei -20 °C bis zur Analyse aufbewahrt werden.

Die Thioladdukte wurden in einem 2,5 % Essigsdure/Methanol-Gradienten aufge-
trennt und fluorimetrisch detektiert (F-1050 Fluorescence Spectrophotometer, Merck/ Hi-
tachi). Als Trennsédule diente eine 12,5 cm lange RP select B (5 um) Chromatographieséule
(LiChrospher 60, LiChroCART 125-4, Merck). Druck und Gradienten erzeugte ein Nie-
derdruckpumpensystem L-6200 Intelligent Pump mit LC Organizer der Firma
Merck/Hitachi. Die Substanzen wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min bei einer Tempe-
ratur von 20 °C eluiert. Zur Fluoreszenzdetektion wurde eine anregende Wellenldnge von

380 nm eingestellt und das emittierte Licht bei 480 nm gemessen.

2.11.9 Bestimmung von Thiocyanat

Thiocyanat wurde nach einer modifizierten Methode des Rhodanase-Aktivititstests be-

stimmt, wie er von Aminlari und Gilanpour (1991), basierend auf den Arbeiten von Sorbo
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(1953,1957), beschrieben wurde. Thiocyanat bildet mit Eisennitrat einen farbigen Ferri-
thiocyanat-Komplex. Die Absorption kann bei 460 nm gemessen werden. Fiir die Konzen-
trationsberechnung wurde ein Extinktionskoeffizient von 3,17 I'mmol'-cm™ verwendet.

Zu einem Reaktionsansatz wie unter 2.13.6.1 beschrieben wurden zunichst 250 ul
Formaldehyd (37 %) und anschlieend 1,25 ml Eisennitrat (410 mM in 14 % (w/v) Sal-
petersidure) hinzugeben. Bei Kontrollproben wurde das Enzym erst nach Formaldehyd-

zugabe pipettiert.
2.12 Sequenzspezifische Mutagenese

Um Einblicke in den Reaktionsmechanismus der SQR des Wattwurms zu erhalten, wurden
6 Aminosduren durch sequenzspezifische Mutagenese ausgetauscht.

Es wurden Primer gemiB Turchin und Lawler (1998) mit dem Programm ,,The
Primer Generator* (http://www.med.jhu.edu/medcenter/primer/primer.cgi) erstellt, die es
erlaubten, positive Mutationsklone anhand von neu eingefiigten Schnittstellen bereits vor
der Sequenzierung zu identifizieren.

Fiir die Mutations-PCR diente die Wildtyp-SQR mit den Schnittstellen HindIII und
Xbal in dem Vektor pPGEM-T Easy als Matrize. Fiir diese Reaktionen wurde die Pfu-Ultra
Polymerase (Stratagene) nach Herstellerangaben verwendet. Zunidchst wurden 2 Ansédtze
mit 25 pl Endvolumen angefertigt, die jeweils nur einen der beiden Primer enthielten. In
einem Thermocycler der Firma MWG Biotech (Primus 25) wurde folgendes Programm

angewandt (nach Wang und Malcolm 1999).

95°C &5’

95°C 30s

60°C 1’ 5x
72°C 5

72°C 107

AnschlieBend wurden die Ansdtze vereinigt und das gleiche Programm mit 20 Zyklen
gestartet.

10 pl des PCR-Ansatzes wurden in einem 1 % Agarosegel mit Ethidiumbromid
analysiert, der Rest wurde fiir 3 h bei 37 °C mit dem Enzym Dpnl gespalten. Hierdurch
wurde das Matrizenplasmid aus dem Ansatz entfernt, da Dpnl nur methylierte DNA spal-

tet. Elektrokompetente E. coli XL1-Blue Zellen wurden mit 1-3 pl des Ansatzes transfor-

36



Material und Methoden

miert und auf LB/Amp-Selektivmedium ausplattiert. Die Kolonien wurden einer Kolonie-
PCR mit den Primern SQR-HindIII und SQR-Xbal unterzogen. Das PCR-Produkt wurde
mit den bei der Primererstellung ausgewéhlten Restriktionsenzymen gespalten. Von den
Kolonien, deren PCR-Produkt nach der Spaltung ein zum Wildtyp unterschiedliches Ban-
denmuster im Agarosegel zeigte, wurden Plasmide isoliert und diese sequenziert. An-
schlieBend wurde das mutierte sqr-Gen in den Hefevektor pYES2/CT kloniert und expri-
miert. Es wurden 1 Liter Expressionskulturen angefertigt, von denen Mitochondrienmemb-
ranen (2.9.6) isoliert wurden. Die Aktivitdt wurde gemil3 2.11.6 iiberpriift, ebenso wie der

Erfolg der Expression mittels Western-Blot (2.11.4/5).

2.13 Bioinformatische Methoden

2.13.1 Sequenzanalyse

Zur Eingabe, Analyse und Bearbeitung von Sequenzen wurde das GCG Programmpaket
(Version 10.3) der Genetics Computer Group, University of Wisconsin, verwendet (Deve-

reux et al. 1984).

2.13.2 Datenbankvergleiche

Die Suche nach homologen Sequenzen in GenBank erfolgte mit Hilfe der Programme
BLASTn, BLASTx und BLASTp des BLAST-Pakets am NCBI (Altschul et al. 1990). Ein
Alignment wurde mit dem Programm ClustalW (Thompson, Higgins und Gibson 1994)

erstellt und anschlieBend iiberpriift und manuell korrigiert.

2.13.3 Phylogenetische Analysen

Es wurde ein globales, multiples Alignment mit dem Programm Clustal W erstellt
(Thompson, Higgins und Gibson 1994). Basierend auf dem Alignment wurde, nachdem die
Liicken des Alignments mit dem Skript ,,sortal3* entfernt worden waren, mit Hilfe der
Programme LogDet (Thollesson 2004) und Neighbor-Net (Bryant und Moulton 2004) eine
phylogenetische Analyse der molekularen Daten durchgefiihrt. Mit einer Variante des
Neighbor-joining-Algorithmus (Saitou et al. 1987) wurde ein Netzwerk berechnet, das mit
dem Programm SplitsTree4 (Huson et al. 1998) dargestellt und mit Hilfe des Grafikpro-
gramms CorelDraw 11 nachbearbeitet wurde.

Fiir die Maximum-Likelihood Analyse eines Proteinalignments wurden zunichst
die Liicken mit dem Skript ,,sortal3* entfernt und das Alignment anschlieBend in das

PHYLIP-Format umgeschrieben (Felsenstein 1980). Maximum-Likelihood Analysen wur-
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den mit dem Programm PROTML (Adachi und Hasegawa 1996) durchgefiihrt. Der phylo-
genetische Baum wurde anhand der berechneten Daten mit dem Programm TreeView dar-

gestellt und mit dem Grafikprogramm CorelDraw 11 nachbearbeitet.

2.13.4 Voraussagen iiber mogliche Transitpeptide

Mogliche  Signalpeptide ~ wurden mit Hilfe des Programms  MitoProtll
(http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) (Claros und Vincens 1996) und iPSORT
(http://hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT/) (Bannai et al. 2001, Bannai et al. 2002) untersucht.

2.13.5 Berechnung des Molekulargewichts und des isoelektrischen Punkts

Das Molekulargewicht und der isoelektrische Punkt wurden mit Hilfe des Online-Tools
,»Compute pI/Mw* (http://www.expasy.ch/cgi-bin/pi-tool) berechnet.

2.14 Auswertung der kinetischen Daten

Die Auswertung und Darstellung der kinetischen Daten erfolgte computergestiitzt mit dem
,»Enzyme Kinetics Module* des Programms Sigma Plot 9.0 (Jandel Scientific). Bei Reakti-
onen, die einer Michaelis-Menten Kinetik entsprachen, erfolgte die Berechnung von K,

und V.« nach der Formel

V= Vmax : ([S]/([S] + Km))
Wurde eine Substrathemmung angenommen, wurden K, Vm. und K; nach folgender
Formel berechnet:

V= Vna/(1+(Kw/[S]) + ([SVK))).

Die graphische Darstellung der kinetischen Daten als nicht-lineare Regression erfolgte mit

Hilfe des Programms Sigma Plot 9.0 (Jandel Scientific).
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3. Ergebnisse

3.1 Isolierung des sqr-Gens von Arenicola marina aus einer cDNA-Bank

Eine BLASTp-Suche mit dem sqr-Gen der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe
(NP_596067, vande Weghe und Ow 1999) erbrachte Treffer in vielen damals sequenzier-
ten eukaryotischen Genomen (Theissen et al. 2003). Aus cDNA der Fruchtfliege Drosphila
melanogaster wurde das sqr-Gen (NP_647877) mit den Primern ,,Drosoforw* und ,,Droso-
rev* (siehe 2.6) amplifiziert und als Sonde fiir eine Plaque-Hybridisierung eingesetzt. Es
konnten zwei positive Klone identifiziert werden (A22-1 und A25-1), die sich als identisch
erwiesen (Sequenz ist im Anhang dargestellt). Ausgehend von der Sequenz des Klons
A22-1 wurde eine homologe sqr-Sonde mit den Primern ,,Amarfor und ,,Amarre* ampli-
fiziert und diese in einer erneuten Plaque-Hybridisierung mit einer nicht amplifizierten
cDNA-Bank eingesetzt. Es konnten zwei unterschiedliche Klone identifiziert werden, die
jedoch kein vollstindiges offenes Leseraster fiir die SQR kodierten. Die vollstindige Se-
quenzierung der drei Klone erfolgte durch ,,Primerwalking* mit den unter 2.6 aufgefiihrten
Oligonukleotiden.

Klon A22-1 hat eine Linge von 3317 bp und kodiert ein vollstindiges offenes Le-
seraster von 1377 bp. Fiir die restlichen Basenpaare konnte mit BLASTx kein weiteres
offenes Leseraster identifiziert werden- Das Leseraster mit der abgeleiteten Aminosdurese-
quenz ist in Abb. 3.1 gezeigt. Das Protein mit 458 Aminoséduren hat ein errechnetes Mole-
kulargewicht von 51 kDa und ist mit einem errechneten isoelektrischen Punkt von 9,1 ba-
sisch. Das Programm iPSORT sagt ein Signalpeptid von 30 Aminosiduren mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 95 % voraus. MitoProtll sagt voraus, dass das Protein mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 97 % in die Mitochondrien importiert wird und die Transitsequenz eine
Lénge von 80 Aminoséuren hat.

Die BLASTp-Suche ergab eine Aminosiure-Ubereinstimmung von 35 % mit der
Sequenz aus S. pombe bei einem E-Wert von 4-¢*®. Mit der SQR aus Rhodobacter capsu-
latus wies die Sequenz 23 % Aminosiureidentitit bei einem E-Wert von 2-¢* auf. Treffer
fanden sich auch zu Sulfid-Dehydrogenasen (Flavocytochrom ¢, FCC). Mit der Sequenz
der Flavoprotein-Untereinheit des FCCs aus Allochromatium vinosum (AAB86576) war

die Wattwurm-SQR Aminosiuresequenz 23 % identisch, der E-Wert betrug hier 2-¢™".
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GCAGCCGCTCGTGGATTTTGGGTGTCCTTTCCTTCCAAGGCGCAAGGACGTCCCGCAACC
GGCAGAGCGTTACGTTAACAGTTCTCCACTCCATCGCAACGAGTAATTGTCAGCATGGCC

TCACGCAAGGTTTCCCTGGTCCTCACGGGCCGGGTGTTGATGTGCCAGCAGCTCCCCGCC

CAGGCGGCCAGGGCTGCCGTGGCCCCCCACGTCGCTTCCTTCAGCAGCTCGGCCCCGCTG

GAGACCGCCAAGAAGATGAACTACAAGATGGTGGTGGTTGGCGGCGGCACGGGAGGATGC

GCTGCTGCTCACATGTTCTCCAGGAAGCTCGGCAAGGGCAACGTGGCCGTCATCGAGCCG
E P

GCCGACACCCACTACTATCAGCCTCTGTGGACGTTGGTCGGTGGCGGCCTGCGCAAGCTG
A DTHY Y QP L WTULVG G G L R KL

GATCAGTCGGCCCAGCCCATGAACAAGGTCCTGCCCGGCGCCTGTGACTGGATCAAGGAC
b Q S AQPMNIKWVLZPGATCTDWTI KD

TCAGCCGTCCAGTTTGATCCAGACAACAACACCGTCTTCACCAAACATGGATACGAGGTG
S AV Q FDUPDNNTVFTIKWHGY EV

AAATACGACTTCCTTGTATGCGCCATGGGGTTACAGCTCAACTACCACTTGATAAAGGGG
K'Yy b rF L VCAMSGLOQLNYHL 1 KG

CTGCCAGAAGCCTTCGACGTCGACCCAAGTCTGTGTTCAAACTACTGGGACAAGACCGTG
L P EAFDVDZPSULICSNYWDKTV

ATCAAGACGAGGCCAGCCATGGAAGCTGTCACCGAGGGGAATGTCATCTTCACCTTCCCT
Il K T R P AMEAVTESGNV I FTFP

AACTCGCCCATCAAATGTGCCGGCGCGCCGCAAAAAATCATGTATCTGACAGAAGAGTAC
NS P I KCAGAPO QKT MY L TEE Y

CTGAGACAGTCCGGTAAGAGGGACAAGACCAACGTGATCTATAACACTTCCCTTGGCGTT
LR QS G K RDIKTNWVI1IYNTSL GV

GTCTTCGGAGTGAAGAAGTACGCTGAAGCTCTTACCAAAATCGTCCAAGAAAGAAATATT
vV F 6V KKY A EALTIKTI V Q E R NI

CAGGTGAACTTTCGACACAACCTCATTGAAGTAAGGCCAGACAAGAAGGAGGCAGTCTTT
Q VN F R HNUL 11 EV R P D KK E AV F

GAGCATCTGGACACGAAGGAACAGAAAGTATTCGATTACGCCATGCTGCACGTGGTGCCT
E HLDTIKEU QI KVFDYAMLUHVVP

CCCATGTCGACGCCCGAGGCGCTGTGGAACAGCCCGCTGGTGAACGAGAGTGGTTACGTC
P M STPEALWNSUZPLVNESG YV

ACCGTCAAGAGGGAGACCCTGCAGCACACCAAGTACCCTAATGTCTTCGGCATCGGTGAC
T VX RETULOQHTIKY PNV F G 1 G D

AACACGGATATACCGACGGCCAAGACAGCCGCCGCTGTGGCATCTCAAACTGGCATCCTC
NT D I P TAKTAAAVASOQTG 1 L

AAGAAAAACCTTGCCGCTGCCATGAACGGCCATGAAATAGCTGGAAAGCAATACGACGGC
K K NL AAAMNSGUHTET AGK QY DG

TACACGTCCTGCCCCCTGGTGACGAGTAAGAATACTGTGATCATGGCGGAGTTTGACTGG
Yy T s ¢cPL VTSI KNTV I MATEFD W
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GACGGCCAGCCCCTCGAGACCTTCCCGATCAACCAGGCCAAGGAGAGGCGAACGATGTTC
b G Q PL ETZFZPI1IT NQAIKERIRTWMF

CACTTCAAGGCTGATATCTTCCCCCAGATGTACTGGCACATGCTTATCAAGGGCTATTGG
H F K ADI F P QMY WWHWML 1 K G Y W

CATGGACCCGGTCTGTTCCGGAAGGCAATGCACTTGGGTATGAGTCGGTAGGCGGCGCTG
H G P G L FRKAMMHILG GMS R

TCACAGGACCCGGAATCCTTGTCTGCACTATCGTTCACCAGAAGGCGCTGATGCTGTTCA
TGGAGATGTAAAGACGTCATTTCCGGTTCGTCCCAGCTGGATACAAGCAGTTGTTGGTGA
TAGCATGTGGTTAAATGCAGTTTTGCTTTAATTAATGTCATCATCATTTGTTGTACATGT
TTCTGGTCTCTGGACAAGGAAACGAAAACAATGGCTTTATGTCAATGCAGGAATCATGCA
ACATACAATTTATATGTAAAGAATATGCGAAAACATTTACCCAGTATATATAACATATTG
GTCGGACTATCCCGGTAATGTCACGCCATGTAATTTGAAAGAGTATTGATGCTTTACCAT
CACATGTATGTGTAAATGTCTTATTGTGTAACCAATAACGGAGTGTTGCATTATTTGGTG
AGATGCCTGCTTTGGTGGCCTTGAGTTTTGCATAACCATACTGTTGATTTACTCATTCAT
CGCGGCTTGCAAAGCACCTGATGACGTGATTTAGCGAACTGATATGTATTTGTTACTGTA
CCATAAGAATAAGAATATTATACCCACTCTTGATATTTGTTTCGTGATTGTTGTCCATTG
CGGTTGAAACCAGCCATGTGTACGCGATATACGCCATTAGATTGTGACGTGTGCAGTTTA
ACAATGAATGTGTTTGTACTTGGTATTCGTCTACCTTTCTGTTTATTCTAAGAAATGGTT
CAATATGATGTAATGGGGGAGTCAATCACAAGTAATGATTTGTTGTATGCATCAAGTCGT
CTGTGGAGGTGTATGCTCGTTCTGACATTAAACGTTAATCTGTAAATCTGCATCTATGTA
GATTATGTTGAAATGTCCTTCTGGCCTACATGAAATCCTGGCTTTTTGCTTTACTGAGAC
TTCGATTCATTTCATATCAGCCCCCATAGGTGATGAGTCTGTCATGGTTGTGAAAGCTAG
ATACGAGACTCACAGTTTGATATGAATTGCTATAAATATGGCAGGGTTCTCGTCATCTGT
TTAATATATGTATCTATTGCTATTGTGAACTCTGTAAAAAGGACGACGCGGTATATCTGT
ATGACTAAACTGGAATAGTGAGCCAGTAGTGAATTCGCTGGACGGGTGGAAAGTAACGAC
ATGGAATTCCGTTGCCGGGTTTATTGAAAGTTAAGTACATTTCGAATATACGGCGTTCAA
ATGAACTGTCACACAGACCGTAGACGGCTAAAGGTTTTATGTCTATTTGAAGTGCCAAGA
CGTCGCATCGTTCTAGTGCAGTTGCTCAAAATTATATTTGATTATTTGCTATACATTTGT
TGAGTTATATCTGCTTGCGTGCTGTGGAGTTTTACTGAAAATTTACTCTACTTTTCGATC
GTTGAACGTTGAACTATTACAGGGATGTTCCTGCCAAGCAAGGTGTTGCATACGTGATGA
CCTTTTGATATTGTACCATCGGTCACGGAATTTTATACTGCTTCTTATGGTATGTTGACA
TAAGCAGTTGGACATAGACAATGAGTAAGTGATGGAGATTTCGTTTTTTCTTTGTAATGC
ATGTCCTGCGATATGCGCCTGAATTGCGCGCAGTTACGTTACCAGGGCAAATACTTTGTT
TAGTTTTATGCAAACTATATTGAGATACATATTTTCCGCTGCATCAAACGCATCAAATGC
ATTTTTTTAGGGAACTGGTGTCATATACATAACAGACAATAGACGTTGTCAGTTGTATAA
GATAGCTTTCATGCCTGTAGATTTAATACATTTAGAATAAATATGAAAACAATGTAACCA
AAAAAAAAAAAAAAAAA 3317

1380

1440

1500

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

Abb. 3.1: Sequenz der cDNA fiir die SQR aus Arenicola marina (A22-1). Fiir den kodierenden
Bereich ist unterhalb der Nukleotidsequenz die abgeleitete Aminosduresequenz (grau unterlegt)

dargestellt. Die vorhergesagte Transitsequenz von 80 Aminosduren ist dunkelgrau markiert.

3.2 ldentifizierung von SQR-Fingerprints und konservierten Bereichen

Durch Blastsuche konnten SQR-Homologe in Genomen von Eubakterien, Archaebakterien

und Eukaryoten identifiziert werden. Das ClustalW-Alignment musste aufgrund der gerin-

gen Konservierung der Sequenzen manuell bearbeitet werden. Vergleiche der Wattwurm-

sequenz mit einer anderen eukaryotischen SQR, z.B. aus Homo sapiens, zeigten, dass die

Sequenzen zu 54 % identisch waren. Ein dhnliches Bild ergab sich beim

Vergleich von

zwei eubakteriellen SQRs, z.B. Rhodobacter und Aquifex, die 41 % Sequenzenidentitt

aufweisen.
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Rhodobacter c.
Rhodobacter s.
Magnetococcus sp.
Thiobacillus d.
Nostoc sp.
Oscillatoria 1.
Aphanothece h.
Thermosyn. e.
Aquifex a.

Ralstonia m.
Burkholderia f.
Pseudomonas s.
Ralstonia s.
Pseudomonas a.
Pseudomonas F.
Nitrosomonas e.
Synechocystis sp.
Schizosacch. p.
Aspergillus f.
Homo sapiens

Bos taurus

Canis familiaris
Mus musculus
Xenopus t.
Xenopus 1.
Gallus gallus
Danio rerio
Arenicola marina
Drosophila m.
Anopheles g.
Apis mellifera
Staphylococcus a.
Dictyostelium d.
Chloroflexus a.
Pasteurella m.
Rhodospirillum r.

Desulfovibrio d.
Chlorobium t.
Archaeoglobus f.
Magnetospir. m.
Sulfolobus s.
Pyrobaculum a.
Ferroplasma a.
Sulfolobus t.
Thermoplasma v.

Cystein 159

*

AAQGASCFGPAYEF
AAQGASCFGPAYEF
AVQGASCFGPAYEF
AVQGASCYGPAYEF
ALPKTSCLGPAYEF
AVPGASCFGPAYEF
AVPGASCMGPAYEF
AAPGASCFGPAYEF
AIPGVSCFGPAYEF

PPMP IKCAGAPQKA
PPMP IKCAGAPQKA
PPMP IKCAGAPQKA
PAMP IKCAGAPQKA
PAMP IKCAGAPQKA
PP 1P IKCAGAPQKA
PPMP IKCAGAPQKA
PATP IKCAGAPQKI
PSGVLKCAGAPQKI
PAGV IKCAGAPQKVY
PNTPVKCAGAPQKI
PNTPVKCAGAPQKI
PNTPVKCAGAPQKI
PNTPVKCAGAPQKI
PNTPVKCAGAPQKI
PNSPVKCAGAPQKI
PNTPVKCAGAPQKI
PNTPVKCAGAPQKI
PNSP IKCAGAPQK 1
PNCP IKCAGAPQKI
PNSPVKCPGAPQKY
PNSPVKCPGAPQKI
PNTP IKCGGAPMKI
PTTGVKCGGAPQKI
PSTPIKCGGAPQKI
PATEMKCAGAPLKY
PITEMKCAGAPLKY

CESPIKCPVAPLEF
AELPFKCPVAPIEF
MGIPHKCPVAPIEV
N-APHKCPVAPLEV
AKLPHRCPVAPLEV
TSTPYKCPVAPYEF
ASTPFQCPVAPGEF
F-G11KCPMAPFEF
SSQWYKCPPVPWEM

159
201
160
160
158
159
160
156
156

307
303
166
174
168
169
334
163
204
203
201
201
201
201
200
195
201
195
208
203
172
172
164
204
178
211
213

159
159
160
160
164
160
157
145
155

FAD-Bindedoméne 111 Glycin 299

*

GFVIVDQHQQNPTFKNVFAVGVCVAIP
GFTLVDPHQRNPTFPNIFAVGVCVAIP
GFVKVDKHQRNTVWPNIYSAGVCVAIP
GFITIDPYQRNPKYPNVYSVGVCVAIP
GFIPVLPTYRHPEYASIYAVGVVVEIK
GFVPVTNTYQHPKYESVYSAGVIVEIN
GFLPVLDTYQHPDYPSIYSAGVITQLA
GFLPLLPTLQHPNYPEIYGVGISVHLP
KMVIVNRCFQNPTYKNIFGVGVVTAIP

WVDVDPSSLRHKKYANVFALGDCTNAK
WVDVDQTTLRHKRFHNVYGLGDVTNAK
WVDVDPATLKHRQFANVHGLGDATNAK
WCEVDPATLQHVRHADVFSLGDACSAK
WCEVDPATLQHVRHGE I FALGDVCGAK
WCEVNPHTLQHPRYPEVFALGD I CGAK
YCEVNPKTLQHTRFANIFSLGDACSTK
WVDVDKFTLQHNRYDNVFSLGDASSSR
FVAVDQSTTQSTKFPNVFAIGDCSGSK
FVDVDDNTTRHKKYGNVWSAGDASSSK
WVDVDKETLQHRRYPNVFG IGDCTNSK
WVDVDKDTLQHKRYPNVFG IGDCTNSK
WVDVDKETLQHKKYPNVFG IGDCTNSK
WVDVDKETLQHKKYPNVFG IGDCTNSK
WVDVSKDTLQHKKYPNVFG IGDCTNSK
WVDVSKDNLQHKKYPNVFG IGDCTNSK
WVDVNKETLQHKKYPNIFGIGDCTNSR
WLDVNKNTLQHKTYDNVFG IGDCTNSK
YVTVKRETLQHTKYPNVFG IGDNTDAK
FVDVDQLTLQHNKYSNVFAIGDSASSK
FVDVNKDTLQHQKFSNVFAIGDCSSSK
FLSVDPKTLRHTKYSNIYGIGDCISSK
WVDVNPTTLQHKSYSNVFALGDASNSK
FVNVDKGTLQHVKYDNVFSLGDTSNSK
WVEVDKHTLQHVRYPNVFSLGDCSNSK
WVEVEKHTLRHRRYANVFAVGDVAGGK
WMEVDKASLRHRRYPN I FGVGDVAGGK

TDKGTLKSKRW---ENMY ILGDGTNVP
THHNTLKALKH---DGVYVIGDATNVP
TDRYTLKAEGL---ENVYVVGDATNLP
TNTKTLHREGS---TNVFVVGDTTNIP
TDKFTLRMKDH---SNVYVMGDATDLP
VDRHTLQIQAQGATGAEYAIGDATNLP
VDKFTLEYSDY---DNVFAVGDAANFP
VDKEKLNYKDY---SDVFVVGDATNIT
TNLKDFRNPKY---DDIFAIGDVIAPT

299
340
301
300
289
292
293
286
295

443
439
302
310
304
305
470
296
339
341
335
335
335
335
334
329
335
329
341
338
307
307
297
326
311
348
350

287
287
288
287
292
287
285
266
286

Cystein 353

*

SWNAVCLADFGDK
TWNAVCLADFGDR
TWNAICLADMGDT
TWNAICLADFGDT
TLDAICFADFGNS
TLEAICIADFGDT
SLEAICMADFGDT
TLDALCFADFGNT
RLSAICIADFGED

DGYGSCPLTVERG
DGYGSCPLTVERG
DGYGSCPLTVEKG
DGYGGCPLTVERG
DGYGGCPLTVERG
DGYGSCPLTVEKG
DGYGACPLTVENG
GGYTCCPLVTGYG
NGYTSCPLLTGYG
DGYTSCPLLTEYG
DGYTSCPLVTGYN
DGYTSCPLVTGYN
DGYTSCPLVTGYN
DGYTSCPLVTGYN
DGYTSCPLVTGYR
DGYTSCPLVTGYR
DGYTSCPLVTSYN
DGYTSCPLVTSYN
DGYTSCPLVTSKN
DGYSSCPIVTGYS
DGYASCPLVTGYN
NGYSSCPLVTGYK
DGYTSCPIVTGYN
DGYTSCPITTSYS
DGYTSCPLVTGYG
NGYTSCPLITQLG
NGYTSCPLITKLG

DGHSTCFILTGYE
DGHSTCFIVYSKG
FGKAMCFIETGFS
DGKVFCFVETGLG
GGDVLCYIATGTD
DGRVICFILTGFE
DGFMGCSS1YAEQ
DGKAMCAGYAGYN
NKNAVCIIATG-S

353
394
355
355
344
345
346
341
348

487
483
346
354
348
349
514
340
383
385
379
379
379
379
378
373
379
373
386
382
351
351
341
380
355
392
394

331
331
332
331
336
331
328
310
331

Abb. 3.2: Konservierte Bereiche aus dem Alignment der SQR-Sequenzen. Die konservierten Aminosiu-
ren entsprechen Cys 159, der FAD-Bindedoméne III mit Gly 299 und Cys 353 nach der Nummerierung von
Griesbeck et al. (2002). Die Position der fettgedruckten Cysteine und des Glycins ist fiir jede Sequenz ange-
geben. Die Gruppen I, II und III sind durch Leerzeilen voneinander getrennt und die SQR-Sequenz aus Are-
nicola marina (Gruppe 1II) ist rot hervorgehoben. Liicken im Alignment sind durch Gedankenstriche ge-

kennzeichnet. Die Zugangsnummern der Sequenzen sind im Anhang angegeben.

Nachdem das Alignment manuell angepasst wurde, konnten drei der von Griesbeck

et al. (2002) beschriebenen SQR-Fingerprints identifiziert werden. Cystein 159 (die Positi-

onen beziehen sich auf die Sequenz aus Rhodobacter) und Cystein 353 sowie Glycin 299
aus der FAD-Bindedoméne III sind in allen SQRs zu finden (Abb. 3.2), wohingegen die

von Griesbeck et al. (2002) beschriebenen Fingerprints Cys 127 und His 196 nicht in allen

Sequenzen konserviert waren. Die umgebenden Aminosduren der 3 Fingerprints Cys 159,

Gly 299 und Cys 353 zeigten jeweils bestimmte Muster, die eine Aufteilung der Sequenzen

in drei verschiedene Gruppen erlaubte (Abb. 3.2): Gruppe I umfasst Proteobakterien und

Cyanobakterien, darunter auch Rhodobacter, Aquifex, Oscillatoria und Aphanothece. Die

SQRs aus diesen Bakterien wurden bereits ausfiihrlich charakterisiert (Reinartz et al. 1998;
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Griesbeck, Hauska und Schiitz 2000). Zu Gruppe II gehoren alle Homologen aus Eukaryo-
ten sowie aus einigen Proteobakterien und Cyanobakterien. Gruppe III umfasst im Wesent-
lichen Homologe aus Archaebakterien und einigen Proteobakterien. Aus dieser Gruppe
wurde noch keine SQR biochemisch charakterisiert. Paarweise Alignments von SQRs ver-

schiedener Gruppen zeigten eine durchschnittliche Aminosédureidentitit von etwa 25 %.

3.3 Heterologe Uberexpression der Sulfid:Chinon Oxidoreduktase aus Arenicola ma-
rina in E.coli

Zur Uberexpression der SQR in E. coli wurde zuniichst das komplette offene Leseraster der
SQR im Klon A22-1 gewihlt. Das Gen wurde in die Expressionsvektoren pET-28a und
pET-32a so kloniert, dass jeweils am N-terminalen Ende eine Fusion von 6 Histidinen
(His-Tag) angefiigt wurde, beim Vektor pET-32a zusétzlich noch eine N-terminale Thiore-
doxin-Fusion. Erste Expressionsversuche in dem Stamm BL21(DE3) in LB-Medium mit
1 mM IPTG fiir 3 h bei 37 °C zeigten, dass die SQR exprimiert wurde, was an deutlichen
Banden im Coomassie-gefirbten Gel bzw. Western Blot mit Immunodetektion bei etwa
50 kDa zu erkennen war. Das Protein befand sich aber ausschlieBlich in der Pelletfraktion
mit Zelltrimmern und unléslichen Proteinen als ,,inclusion bodies* (engl. EinschluBkor-
perchen).

Variation der IPTG-Konzentration und Inkubationstemperatur sowie der Dauer der
Induktion brachten keine Verdnderung, so dass auf die Stimme Rosetta(DE3) und Origa-
mi(DE3) ausgewichen wurde. Auch mit diesen Stimmen wurde die SQR ausschlieflich in
Form von ,,inclusion bodies* exprimiert. Es wurde ein SQR-Konstrukt in dem Vektor pET-
28a angefertigt, bei dem nur der Bereich ab AS 80 des offenen Leserasters bis zum Stopp-
kodon kloniert wurde. Auch hier war eine Expression in der 16slichen Fraktion auch nach
Verdanderung der Bedingungen nicht moglich. Es wurde zusitzlich eine Expression in
YPD- und LB-Medium mit 1 M Sorbitol und 2,5 mM Betain durchgefiihrt, die jedoch auch
ohne Erfolg blieb.

Die Stimme C41(DE3) und C43(DE3) eignen sich besonders gut fiir die Expressi-
on von Membranproteinen, da sie in der Lage sind, ein internes Membransystem auszubil-
den, das Platz fiir das exprimierte Protein bietet (Miroux und Walker 1996; Arechaga et al.
2000). Mit diesen Stimmen konnte eine Expression in der 19slichen Fraktion erreicht wer-
den, jedoch war hier keine SQR-Aktivitidt messbar (Aktivitit bedeutet hier die Reduktion
von decyl-Ubichinon in Gegenwart von Sulfid und 2 mM Cyanid; siehe 2.11.6.1). Da auch
die Mdglichkeit bestand, dass sich die Fusion mit 6 Histidinen am N-Terminus negativ auf

die Aktivitdt auswirkt, wurde das vollstandige sqr-Gen mit Hilfe der Primer SQR-BsmBI
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und SQR-Notl (siehe 2.6) in den Vektor pET-24d kloniert, durch welchen ein His-Tag am
C-terminalen Ende anfiigt werden kann. Hier war auch in BL21(DE3)-Zellen ein Anteil
der exprimierten SQR mit einer Grofle von 50 kDa in der 1slichen Fraktion durch Western
Blot mit Immunodetektion des His-Tags nachweisbar (siehe Abb.3.3, Spur 6). Eine Aktivi-
tit war jedoch nicht messbar. Durch Ultrazentrifugation unter den angegebenen Bedingun-
gen konnte das Protein nicht pelletiert werden, was zeigte, dass das Protein nicht an der

Membran gebunden vorlag.
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Abb. 3.3: 12 % SDS-PAGE nach Coomassiefarbung und Western Blot mit Immunodetektion des
His-Tags von Pellets und Uberstinden eines Aufschlusses von E. coli BL21 (DE3)-Kulturen in 50 ml LB-
Medium mit 1 M Sorbitol und 2,5 mM Betain nach Induktion mit 1 mM IPTG fiir 2 %2 h bei 30 °C. Die
Zellen waren mit dem Vektor pET-24d bzw. pET-24d + SQR (vollstindiges Gen) transformiert. M: Gro-
Benstandard [kDa], 1: Pellet mit Zelltrimmern und unldslichen Proteinen des leeren pET-24d-Vektors, 2:
16sliche Fraktion des leeren pET-24d-Vektors, 3: Pellet mit Zelltriimmern und unléslichen Proteinen des
Vektors pET24-d + SQR, 4: 16sliche Fraktion des Vektors pET-24d + SQR, 5: Immunonachweis des His-
Tags im Pellet des Vektors pET24-d + SQR, 6: Immunonachweis des His-Tags in der 16slichen Fraktion
des Vektors pET-24d + SQR.

Es wurden erneut Expressionsversuche mit den Stimmen C41(DE3) und C34(DE3) zu-
sammen mit dem Konstrukt pET-24d+SQR durchgefiihrt und es konnte gezeigt werden,
dass ein Teil des Proteins mit der erwarteten Grof3e von 50 kDa in der Membran lokalisiert
war (Abb.3.4, Spur 3). Mit den Detergenzien Triton X-100 oder Thesit lieB3 sich das Prote-
in aus der Membran herauslésen und iiber eine NiNTA-Affinitdtsmatrix reinigen, jedoch

war auch hier keine Aktivitit nachweisbar.
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Abb. 3.4: Western Blot mit Immunodetektion des His-Tags der SQR in pET-24d
exprimiert in C43(DE3). Induziert wurde mit 0,1 mM IPTG UN bei 16 °C in LB-
Medium mit 1 M Sorbitol und 2,5 mM Betain. 1: Pellet mit Zelltriimmern und unldslichen
Proteinen, 2: 16sliche Proteine und Membranen, 3: Membranen.

3.4 Heterologe Expression der Sulfid:Chinon Oxidoreduktase aus Arenicola marina in
Saccharomyces cerevisiae und Reinigung Gber eine NiNTA-Affinitatsmatrix

3.4.1 Expression der SQR/His in S. cerevisiae

Zur Expression der SQR in S. cerevisiae wurde das gesamte offene Leseraster mit Hilfe
der in 2.6 aufgefiihrten Primer SQR-HindIII und SQR-Xbal in den Expressionsvektor pY-
ES2/CT kloniert. Der Vektor ermdglichte das Anhédngen eines His-Tags am C-terminalen
Ende der SQR. Als Expressionsstamm diente INVScl, der Uracil als Selektionsmarker
besitzt und so mit dem Vektor pYES2/CT, der das fiir die Uracilsynthese bendtigte Gen
ura3 kodiert, kombiniert werden kann. Als Negativkontrollen wurden Hefezellen mit un-
modifiziertem pYES2/CT-Vektor transformiert. Es wurden zunichst Expressionskulturen
von 200 ml angefertigt, die Zellen aufgeschlossen und die Expression iiber einen Western
Blot mit Immunodetektion des His-Tags tiberpriift. In den Kontrollen war kein Signal
nachweisbar, wohingegen in den pYES2/CT + SQR Proben eine Bande bei 50 kDa zu er-
kennen war, was dem erwarteten Molekulargewicht der SQR von Arenicola marina ent-
spricht.

Um den Zielort der SQR in der Hefe zu iiberpriifen, wurden Mitochondrien isoliert
und diese durch Ultraschall aufgeschlossen, damit anschlieBend durch Ultrazentrifugation
die Membranen isoliert werden konnten. In Arenicola marina liegt die SQR an der Mito-
chondrienmembran gebunden vor, so dass sie auch in der Hefe dort zu erwarten war. Abb.
3.5 zeigt einen Western Blot mit Immunodetektion des His-Tags. Es ist ein Signal sowohl
in der Mitochondrienfraktion als auch in der Mitochondrienmembranfraktion zu erkennen,
nicht jedoch im post-mitochondrialen Uberstand und in der Fraktion der 15slichen Mito-
chondrienproteine.

Die Mitochondrien- und Membranfraktion wurden wie unter 2.11.6.1 beschrieben
auf SQR-spezifische Aktivitét iiberpriift. Kontrollversuche wurden mit Mitochondrien und
Mitochondrienmembranen aus Hefen durchgefiihrt, die mit dem leeren pYES2/CT-Vektor

transformiert worden waren. Wéhrend bei den Kontrollproben keine Aktivitdt nachweisbar
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war, konnten in den Mitochondrien und den Membranen der Hefen, die SQR/His expri-
miert hatten, Aktivititen gemessen werden. Abb. 3.6 zeigt die spezifischen Aktivititen
einer Priparation. Die spezifische Aktivitit in den Mitochondrien betrug 0,14 pmol-min’

"'mg" und in den Membranen 0,22 pmol'min™mg™.

Abb. 3.5: Western Blot mit
Immunodetektion des His-
Tags des SQR-Konstrukts in
PYES2/CT mit INVScl als
Expressionsstamm. M: Mar-
ker, 1: Post-mitochondrialer
Uberstand, 2: Mitochondrien,
3: 16sliche Mitochondrienprote-
ine, 4: Mitochondrienmembra-
nen

0,25

0,20

0,15 A

0,10 A

0,05 A

spezifische Aktivitat [umol min™ mg™]

0,00 T T
Mitochondrien Mitochondrienmembranen

Abb. 3.6: Spezifische Aktivitaten der SQR in Mitochondrien und Mito-
chondrienmembranen isoliert aus Hefezellen INVScl, die den Vektor
PYES2/CT+SQR trugen. Die Aktivititsmessung erfolgte in 20 mM Tris-
HCI, pH 8,8 mit 2 mM KCN und 100 uM decyl-Ubichinon. Gestartet wurde
die Reaktion durch Zugabe von 100 uM Sulfid. In entsprechenden Kontrol-
len mit Mitochondrien und Mitochondrienmembranen aus Hefezellen mit
leerem pYES2/CT war keine Aktivitidt messbar.

46



Ergebnisse

3.4.2 Reinigung der SQR/His iiber eine NiNTA-Affinitdtsmatrix

Da die Ausbeuten bei der Expression in S. cerevisiae deutlich geringer waren als bei
E. coli, waren grolere Kulturvolumina nétig, um ausreichende Mengen SQR/His fiir die
biochemische Charakterisierung zu erhalten. Eine typische Reinigung ging von 4 Litern
Expressionskultur aus, nach deren Aufschluss zunédchst die Mitochondrien und anschlie-
Bend die Membranen isoliert wurden. Durch Zugabe von 0,5 % (v/v) Triton X-100 konnte
die SQR/His von der Membran gelost und iiber den His-Tag von einer NiNTA-

Affinitétssdule gebunden werden.

300 - 0,22 - 0,25
250
0,21 - 0,20
200 - =3
5 - >
020 © 015 =
£, 150 - & g
= =
S S g
S 1001 o s
IS 019 S 010 O
= 2 5
< ke
50 >
- 0,18 - 0,05
O -
. . 900000 (17 L 0,00
0 10 20 30
Elutionsvolumen [ml]

Abb. 3.7: Elutionsprofil der 1,5 ml NiNTA-S&aule. Es wurden 5 ml solubilisierte Membranproteine aus 4
Litern Hefe mit einer Flussrate von 0,2 ml/min auf die Séule geladen. Es folgte ein Waschschritt mit einer
Flussrate von 0,5 ml/min und 20 mM Imidazol iiber 10 ml. Die Elution erfolgte mit einem Gradienten von 20
- 250 mM Imidazol tiber 20 ml und einer Flussrate von 0,5 ml/min. Es wurden Fraktionen von je 1 ml ge-
sammelt.

Abb. 3.7 zeigt ein typisches Elutionsprofil einer Reinigung der SQR/His iiber eine
NiNTA-Séule. Die Hauptaktivitdt sammelt sich in 7 Fraktionen. Aufgrund der geringen
Proteinmenge und der Absorption des Imidazols bei 280 nm sind keine deutlichen Protein-
peaks in diesen Fraktionen zu erkennen. Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt, liber
eine Filtrationseinheit konzentriert und in einen Solubilisierungspuffer ohne Imidazol um-
gepuffert. Es wurde 2 Volumen Glyzerin hinzugegeben, so dass die SQR/His bei -20 °C
gelagert werden konnte. War im Durchfluss noch eine ausreichend hohe Volumenaktivitét

messbar (>0,3 U/ml in 5 ml), wurde dieser erneut auf die NiNTA-Séule geladen. Der Er-
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folg der Reinigung wurde durch SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie- bzw. Silber-
farbung, sowie durch einen Western Blot mit Immunodetektion des His-Tags iiberpriift.
Abb. 3.8 zeigt eine 12 % SDS-PAGE nach Coomassie-Fiarbung. In Spur 6 und 7 ist eine
SQR/His Bande bei 50 kDa zu erkennen. Es sind noch Verunreingungen mit anderen Pro-
teinen vorhanden. Da das Protein jedoch nur in geringen Mengen exprimiert wurde, und
dariiber hinaus schnell degradierte, wurde von weiteren Reinigungsschritten abgesehen.
Auch in Abb. 3.9 ist eine deutliche SQR/His Bande bei 50 kDa in den Spuren 3 und 4 nach
einer Silberfarbung zu erkennen. Nur in den Fraktionen nach der NiNTA-Reinigung war
die SQR/His durch Coomassie- oder Silberfarbung nachweisbar. In den Mitochondrien und
deren Membranen war ein Nachweis des His-Tags durch Immunodetektion erforderlich

(Abb. 3.9, Spur 6 + 8).
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Abb. 3.8: 12 % SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung. Aufgetragen sind die verschiedenen
Fraktionen (jeweils 10 pg) einer SQR/His-Reinigung aus S. cerevisiae INVScl transformiert
mit pYES2/CT +SQR. M: Marker, 1: Rohextrakt, 2: PMS, 3: Mitochondrien, 4: 16sliche Mito-
chondrienproteine, 5: Mitochondrienmembranproteine, 6: SQR/His nach 1. NiNTA, 7:
SQR/His nach 2. NiNTA; der Pfeil kennzeichnet die SQR/His-Bande bei 50 kDa.

Die Proteinausbeuten sowie die spezifischen Aktivititen verschiedener Pripa-
rationen unterlagen deutlichen Schwankungen. Abb.3.10 zeigt die spezifischen Aktivititen
von SQR/His gereinigt aus sechs unterschiedlichen Préparationen in pmol'min™-mg™, ge-

messen unmittelbar nach Konzentrierung der SQR/His iiber eine Filtrationseinheit und
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Aufnahme in Solubilisierungspuffer ohne Imidazol und 50 % (v/v) Glyzerin. Die spezifi-

schen Aktivititen lagen zwischen 1,5 pmol'minmg™ bis 5,2 pmol'min™-mg™".

kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Abb. 3.9: 12 % SDS-PAGE nach Silberfarbung (1-4) sowie Western Blot (5-9) mit Im-
munodetektion des His-Tags. Aufgetragen sind jeweils 10 pg Protein verschiedener Frak-
tionen einer SQR/His-Reinigung aus S. cerevisiae INVScl transformiert mit pY-
ES2/Ct+SQR. M: Marker, 1: Mitochondrien, 2: Mitochondrienmembranen, 3: SQR/His nach
1.NINTA, 4: SQR/His nach 2. NiNTA, 5: PMS, 6: Mitochondrien, 7: 16sliche Mitochond-
rienproteine, 8: Mitochondrienmembranen, 9: SQR/His nach NiNTA. Die Pfeile kennzeich-
nen jeweils die SQR/His-Bande bei 50 kDa.

spezifische Aktivitat [umol min™ mg™]

0 T T T T T T 1
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Abb. 3.10: Spezifische Aktivitaten [umol-min™-mg™] NiNTA-gereinigter SQR/His
aus sechs verschiedenen Préparationen (1-6). Die gereinigte SQR lag in Solubilisie-
rungspuffer ohne Imidazol mit 50 % (v/v) Glyzerin vor.
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3.5 Biochemische Charakterisierung der SQR/His
3.5.1 Cyanid-abhdngige Aktivititsmessung

3.5.1.1 K,-Wert fir Sulfid

Unter den eukaryotischen SQR-Enzymen wurde bislang nur die Susbstrataffinitit der SQR
aus der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe veroffentlicht (Vande Weghe und Ow
1999). Mit 2 mM Sulfid liegt dieser Wert um den Faktor 1000 hoher als die fiir bakterielle
SQRs veroffentlichten K-Werte (Griesbeck et al. 2000). Die Messungen der gereinigten
SQR/His aus Arenicola marina exprimiert in S. cerevisiae ergaben einen K,-Wert von
22,9 uM Sulfid. Es zeigte sich, dass die Aktivitit der SQR/His durch Sulfidkonzentratio-
nen hoher als 200 uM deutlich gechemmt wurde. Der errechnete K;-Wert lag bei 476,5 uM
fir Sulfid. Es wurde eine maximale Aktivitdt V., von 5,3 ;,tmol‘min'lmg'1 errechnet. Die
Berechnungen erfolgten mit Hilfe des ,,Enzyme Kinetics Module* des Programms Sigma
Plot unter Annahme einer nicht-kompetitiven Substrathemmung. Die graphische Darstel-

lung nach Michaelis-Menten erfolgte ebenfalls mit diesem Programm (Abb. 3.11).

5 1 Kn=22,9 uM
K;=476,5 uM
Vimax= 5,3 umol'min'l-mg'1

spezifische Aktivitat [umol min™ mg™]

0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Sulfid [uM]

Abb. 3.11: Substrataffinitat der SQR/His gegenuiber Sulfid. Die Auftragung erfolgte mit Hilfe des ,,En-
zyme Kinetic Module® des Programmes Sigma Plot nach Michaelis-Menten unter Annahme einer nicht-

kompetitiven Substrathemmung. Angegeben ist die spezifische Aktivitit in umol'min™'mg™ + SD bei ver-
schiedenen Sulfidkonzentrationen in pM. n=3, die Messungen erfolgten bei RT.
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3.5.1.2 K-Wert fiir decyl-Ubichinon

Fiir die Aktivitdtsbestimmungen der SQR/His wurde decyl-Ubichinon als exogener Elek-
tronenakzeptor verwendet. Es besitzt im Gegensatz zu dem natiirlich vorkommenden Ubi-
chinon eine hohere Loslichkeit in Wasser. Vande Weghe und Ow (1999) verwendeten als
Elektronenakzeptor Coenzym Q,, das auch von der SQR/His aus Arenicola marina als
Substrat angenommen wurde (Daten nicht gezeigt), aufgrund der ebenfalls geringen Los-
lichkeit in Wasser jedoch nicht weiter verwendet wurde. Fiir Coenzym Q, konnten Vande
Weghe und Ow (1999) einen K, von 2 mM bestimmen. Bakterielle Sulfid:Chinon Oxido-
reduktasen weisen hier einen K;;, im mikromolaren Bereich auf (Griesbeck et al. 2000).
Fir die SQR/His aus Arenicola marina wurde ein K,-Wert von 6,4 uM fiir decyl-
Ubichinon ermittelt. Mit Hilfe des ,,Enzyme Kinetics Module* des Programms Sigma Plot.

wurde eine maximale Aktivitit Via, von 3,7 pmol'min™-mg™ errechnet (Abb. 3.12).

3.5.1.3 Ky-Wert fiir Cyanid
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Abb. 3.12: Substrataffinitat der SQR/His gegentiber decyl-Ubichinon. Die Auftragung erfolgte mit Hilfe
des ,,Enzyme Kinetic Module* des Programms Sigma Plot nach Michaelis-Menten. Angegeben ist die spezifi-

sche Aktivitit in pmol'min™*mg™” + SD bei verschiedenen dUQ-Konzentrationen in pM. n=3, die Messungen
erfolgten bei RT.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die SQR/His des Wattwurms Cya-
nid als Cosubstrat verwendet. Ohne Cyanid war keine Aktivitdt nachweisbar. Aus diesem
Grund wurde auch der K,,-Wert fiir Cyanid bestimmt. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe
des ,,Enzyme Kinetics Module* des Programms Sigma Plot unter Annahme einer nicht-
kompetitiven Substrathemmung. Es ergab sich ein K,-Wert fiir Cyanid von 2,6 mM, die
halbmaximale Hemmung der Aktivitdt wurde durch einen K; von 0,7 mM angegeben. Es
wurde eine theoretische maximale Aktivitit V. von 15,6 ],Lmol-min'l-mg'l berechnet

(Abb. 3.13).

Kn=2,6 mM
Ki = 0,7 mM
Vinax = 15,6 pmol-min”-mg’

spezifische Aktivitat [pmol min™ mg™]

0 I T T T T 1
0 5 10 15 20 25

KCN [mM]

Abb. 3.13: Substrataffinitat der SQR/His gegeniiber Cyanid. Die Auftragung erfolgte mit Hilfe des ,,En-
zyme Kinetics Module* des Programms Sigma Plot nach Michaelis-Menten unter Annahme einer nicht-

kompetitiven Substrathemmung. Angegeben ist die spezifische Aktivitit in pmol'min™*mg™ + SD bei ver-
schiedenen Cyanid-Konzentrationen in mM. n=3, die Messungen erfolgten bei RT.

3.5.1.4 pH-Abhangigkeit der SQR/His-Aktivitat

Fiir die Messung der pH-Abhéngigkeit der Aktivitdt wurden sechs verschiedene Puffer
ausgewdhlt, die einen pH-Bereich von 5,8 bis 11,1 abdeckten. Die Messungen erfolgten

temperiert bei 22,5 °C. Bei dieser Temperatur wurde auch der pH-Wert der Puffer einge-
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stellt. In Abb. 3.14 ist zu erkennen, dass sie SQR/His-Aktivitdt ein Optimum bei einem
pH-Wert von 9,0 aufweist. Bei einem pH-Wert unter 6 bzw. iiber 11 war keine Aktivitit
mehr messbar. Eine Abhédngigkeit der Aktivitdt vom Puffer konnte bei den hier verwende-

ten Puffersubstanzen nicht beobachtet werden.

100 4 ® Nq-Phosphat
B Tris .
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Abb. 3.14: pH-Abhéngigkeit der Aktivitat der SQR/His. Aufgetragen wurde die relative Aktivitit bezogen
auf die maximale Aktivitit beim pH-Optimum bei verschiedenden pH-Werten in unterschiedlichen Puffern. Es
wurde der Mittelwert aus drei Messungen + SD aufgetragen. Die maximale spezifische Aktivitdt bei pH = 9
betrug 5,6 pmol'min™'mg”. Die Messung erfolgte bei 22,5 °C. Die Puffer lagen in einer Konzentration von
20 mM vor, Start der Reaktion erfolgte mit 200 uM Sulfid.

3.5.1.5 Hemmung der SQR/His-Aktivitat durch Antimycin A

Antimycin A ist ein Chinon-Analogon und inhibiert Komplex III der mitochondrialen At-
mungskette. Es wurde auch als Hemmstoff bakterieller Sulfid:Chinon Oxidoreduktasen
beschrieben (Griesbeck et al. 2000). Abb. 3.15 ist zu entnehmen, dass Antimycin A auch
die Aktivitit der SQR/His des Wattwurms kompetitiv hemmt. Der K,,-Wert fiir dUQ bei
einer ungehemmten Reaktion liegt bei 6,4 uM (siehe 3.4.1.2). In Gegenwart von 10 uM

Antiymcin A erhoht er sich auf 8 uM, bei einer Hemmstoffkonzentration von 50 uM liegt

er bei 12,8 pM.
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Abb. 3.15: Hemmung der SQR/His Aktivitdt durch Antimycin A. Aufgetragen ist nach Michaelis-

Menten die spezifische Aktivitit [wmol'min'-mg"'] = SD bei verschiedenen dUQ-Konzentrationen [uM]
ohne, mit 10 uM und 50 uM Antimycin A. n=3, die Messungen erfolgten bei RT.

3.5.2 Thioredoxin-abhéngige Aktivititsmessung

Bei der Cyanid-abhéngigen Aktivitdtsmessung muss Cyanid in millimolaren Konzentratio-
nen eingesetzt werden. Da Cyanid wie Sulfid als Atmungskettenhemmstoff wirkt, ist eine
in vivo Funktion als SQR-Kosubstrat eher unwahrscheinlich. Aus diesem Grund wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nach einem moglichen Ersatz-Kosubstrat fiir Cyanid ge-
sucht. Es wurden verschiedene Substanzen getestet, darunter Glutathion red./ox., Sulfat,
Sulfit, Thiosulfat, NO/HNO, Cystein und Cystein-S-Sulfat. Mit jedem dieser Substrate
ohne weitere Zugaben aufler Puffer, Ubichinon und Sulfid konnte jeweils keine Aktivitét
gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Das mitochondriale Enzym Rhodanase katalysiert
die Ubertragung eines Schwefelatoms von Thiosulfat auf Cyanid (Mintel und Westley
1966). Nandi, Horowitz und Westley (2000) berichteten iiber eine Thioredoxin-Reduktase-
Aktivitdt der Rhodanase. Hierbei iibernimmt reduziertes Thioredoxin die Rolle des Cya-

nids. In der vorliegenden Arbeit brachte nur die Zugabe von reduziertem Thioredoxin an-
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stelle von Cyanid zum Reaktionsansatz zur Messung der SQR/His-Aktivitdt keinen Erfolg.
Wurde zusidtzlich Sulfit in millimolaren Konzentrationen zugefiigt, war eine Aktivitét
messbar, die zwar nur 1/10 der Aktivitit ausmachte, die mit Cyanid messbar war, sich aber
als ,,echte Enzymaktivitdt herausstellte. Versuche ohne SQR/His, dUQ, Sulfid, Thioredo-
xin oder Sulfit zeigten, dass bei Fehlen einer dieser Substanzen keine Aktivitdt messbar
war. In dem Reaktionsansatz waren auflerdem noch Thioredoxin-Reduktase und NADPH
zur Reduktion des Thioredoxins enthalten. Diese Substanzen waren nicht essentiell, stei-

gerten die Aktivitét jedoch geringfiigig.
3.5.2.1 K-Wert fiir Sulfid

Die Affinitit gegeniiber Sulfid liegt bei der Thioredoxin-abhdngigen Aktivitdtsmessung
mit einem K, von 23,3 uM in der gleichen GroBenordnung wie der Ky, fiir Sulfid bei der

Cyanid-abhingigen Aktivitdtsmessung (22,9 uM, siche 3.4.1.1).

0,18 ~ Km =233 uM
Ki = 3,8 MM
0,16 A Vinax = 0,66 pmol'min™-mg

0,14 ~
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Abb. 3.16: Substrataffinitat der SQR/His gegenliber Sulfid. Die Auftragung erfolgte mit Hilfe des ,,En-
zyme Kinetic Module® des Programms Sigma Plot nach Michaelis-Menten unter Annahme einer nicht-

kompetitiven Substrathemmung. Angegeben ist die spezifische Aktivitit in pmol'min™*mg™ + SD bei ver-
schiedenen Sulfidkonzentrationen in uM. n=3, die Messungen erfolgten bei RT. Im Ansatz enthalten waren
50 mM K-P;, pH 8,2; 15 uM TRX; 0,2 U TRX-Red; 1 mM NADPH; 20 mM Sulfit.
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Auffallend ist die stiarkere Substrathemmung: Bereits bei einer Sulfidkonzentration
von 3,8 uM ist die Reaktion halbmaximal gehemmt. Auch die errechnete maximale spezi-
fische Aktivitit Vi ist mit 0,66 pmol'min™mg™” um 1/10 geringer als V. in Gegenwart
von Cyanid. Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe des ,,Enyzme Kinetics Module* des
Programms Sigma Plot unter Annahme einer nicht-kompetitiven Substrathemmung (Abb.

3.16).

3.5.2.2 K-Wert fur Sulfit

Bei der Thioredoxin-abhdngigen Aktivitdtsmessung war nur bei Zugabe von Thioredoxin
und Sulfit eine Aktivitdt messbar. Aus diesem Grund wurde iiberpriift, ob eine Konzentra-
tionsabhdngigkeit besteht und der K,,-Wert fiir Sulfit des ,,Enzyme Kinetic Module* des

Programms Sigma Plot berechnet.
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Abb. 3.17: Substrataffinitat der SQR/His gegentiber Sulfit. Die Auftragung erfolgte mit Hilfe des ,,Enzyme
Kinetics Module*“ des Programms Sigma Plot nach Michaelis-Menten. Angegeben ist die spezifische Aktivitit
in pmol'min”mg" + SD bei verschiedenen Sulfitkonzentrationen in mM. n=3, die Messungen erfolgten bei
RT. Im Ansatz enthalten waren 50 mM K-P;, pH 8,2; 15 uM TRX; 0,2 U TRX-Red; 1 mM NADPH; 20 uM
Sulfid.
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Nur wenn Sulfit in millimolaren Konzentrationen eingesetzt wurde, konnte Aktivi-
tit gemessen werden. Da die spezifische Aktivitdt in Abhédngigkeit von Thioredoxin ohne-
hin schon nur 1/10 der Cyanidaktivitit betrug und an der Grenze des Messbaren lag, konn-
ten keine Sulfitkonzentrationen geringer als 10 mM eingesetzt werden. Es wurde ein theo-
retischer K, fiir Sulfit von 6,5 mM errechnet. Die maximale Aktivitdit Vi, betrug

0,058 pmol'min*mg™.

3.6 Bestimmung von Endprodukten

3.6.1 Messung von Thiosulfat, Sulfit und Sulfid mittels HPLC

Bereits seit 1992 wurde Thiosulfat als das Hauptprodukt der Entgiftung von Sulfid beim
Wattwurm Arenicola marina diskutiert (Volkel und Grieshaber 1992; 1994). Es wurde
postuliert, dass ein Sulfid-oxidierendes Enzym dhnlich der bakteriellen SQR Sulfid in Ge-
genwart von Sauerstoff zu Thiosulfat oxidiert (Vilkel und Grieshaber 1996). Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Elektronen des Sulfids in die mitochondriale Atmungs-
kette einflieBen und zur ATP-Synthese genutzt werden (Volkel und Grieshaber 1997). Um
nachzuweisen, ob Thiosulfat tatsdchlich das Endprodukt der SQR des Wattwurms ist, wur-
den Reaktionsansédtze (2.11.6.1) mittels HPLC auf Thiosulfat untersucht. Ein weiteres
mogliches Oxidationsprodukt von Sulfid wére Sulfit, welches auch durch HPLC nachge-
wiesen werden sollte. Zusétzlich wurde der Verbrauch von Sulfid mit dieser Methode un-
tersucht.

Abb. 3.18 zeigt die Thiosulfatkonzentration, die in Ansdtzen mit und ohne SQR/His
drei Minuten nach Zugabe verschiedener Sulfidkonzentrationen gemessen wurde. Es konn-
te sowohl im Ansatz mit SQR/His als auch im Kontrollansatz ohne Enzym Thiosulfat
nachgewiesen werden. Nach Zugabe von 50 uM Sulfid betrug die Thiosulfatkonzentration
nach 3 Minuten im Ansatz mit SQR/His 7,8 £ 0,8 uM, im Kontrollansatz 7,8 = 1,5 uM.
Wurden 100 uM Sulfid hinzugegeben, lagen die Konzentrationen bei 17,2 + 4,2 uM im
Ansatz mit Enzym bzw. 16,7 £ 2,1 uM im Kontrollansatz. Thiosulfatkonzentrationen von
25,1 £ 0,4uM im SQR/His-Ansatz und 25,6 £ 8,6 uM im Kontrollansatz konnten
3 Minuten nach Zugabe von 200 uM Sulfid nachgewiesen werden. Es sind keine signifi-
kanten Unterschiede in der Thiosulfatkonzentration zwischen Kontrollen und Anséitzen mit

SQR/His erkennbar.
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Abb. 3.18: Aufgetragen ist die Thiosulfatkonzentration [UM] £ SD im Reaktions-
ansatz nach 3-minutiger Inkubation mit 50, 150 und 200 uM Sulfid. Der Kon-
trollansatz (griin) enthielt keine SQR/His. n=3.

Die gemessenen Sulfitkonzentrationen sind in Abb. 3.19 dargestellt. Bei einer Zu-
gabe von 50 uM Sulfid konnte nach 3 Minuten eine Sulfitkonzentration von 12,2 + 0,4 uM
im Ansatz mit SQR/His und 13,9 + 1,5 uM im Kontrollansatz gemessen werden. Wurde
die Reaktion mit 150 uM Sulfid gestartet, lagen die Konzentrationen bei 29,9 + 2,1 uM im
SQR/His-Ansatz und 29,8 = 2,1 uM im Kontrollansatz. Bei einer Inkubation mit 200 uM
Sulfid lagen die gemessenen Konzentrationen von Sulfit bei 42,9 + 0,04 uM im Ansatz mit
Enzym und 43,6 £ 5 uM im Kontrollansatz. Auch hier sind keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Proben mit SQR/His und den Kontrollen erkennbar.

In Abb. 3.20 ist die Sulfidkonzentration in Ansidtzen mit SQR/His und den Kontrol-
len aufgetragen. Nach 3 Minuten und Zugabe von 50 uM Sulfid waren im Ansatz mit En-
zym 0,5 + 0,7 uM Sulfid nachweisbar, wohingegen es im Kontrollansatz 48 + 9,3 uM wa-
ren. Wurden 150 pM Sulfid hinzugegeben, so lag die Sulfidkonzentration im SQR/His-
Ansatz nach 3 Minuten bei 37 + 9 uM und in den Kontrollproben bei 138 + 21 uM. Bei
einer Substratmenge von 200 uM Sulfid konnten nach 3 Minuten noch 100 £+ 15 uM Sulfid
im Enzymansatz nachgewiesen werden, wiahrend im Kontrollansatz eine Konzentration

von 167 + 24 uM Sulfid gemessen wurde.
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Abb. 3.19: Aufgetragen ist die Sulfitkonzentration [uM] £ SD im Reaktionsan-
satz nach 3-mindtiger Inkubation mit 50, 150 und 200 uM Sulfid. Der Kontrollan-
satz (griin) enthielt keine SQR/His. n=3.
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Abb. 3.20: Aufgetragen ist die Sulfidkonzentration [uM] + SD im Reaktionsan-
satz nach 3-minutiger Inkubation mit 50, 150 und 200 uM Sulfid. Der Kontrollan-
satz (griin) enthielt keine SQR/His. n=3.

Bei den Sulfidkonzentrationen ist ein deutlicher Unterschied zwischen den Ansét-

zen mit Enzym und den Kontrollansitzen zu erkennen.
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3.6.2 Nachweis von Thiocyanat

Ein mogliches Endprodukt der SQR/His-Reaktion in Gegenwart von Cyanid war in Analo-

gie zur Rhodanase-katalysierten Reaktion Thiocyanat.
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Abb. 3.21: Thiocyanat [nmol] in 1 ml Reaktionsansatz nach 5 min Inkubation mit
50 uM Sulfid in Gegenwart von 100 und 200 uM dUQ. n=3, angeben ist jeweils die
Differenz aus Versuchs- und Kontrollansatz.

Dieses Produkt entsteht durch Ubertragung eines Schwefelatoms auf Cyanid.
SQR/His-Reaktionsansatze (siehe 2.6.11.1) wurden wie unter 2.11.9 beschrieben behandelt
und der Thiocyanatgehalt [nmol] photometrisch bestimmt. Es wurden Kontrollansitze
(siehe 2.11.9) hergestellt und ebenfalls der Thiocyanatgehalt photometrisch bestimmt. Die
Differenz aus Kontroll- und Versuchsansatz ist in Abb. 3.21 dargestellt. In Gegenwart von
100 uM dUQ konnten 5 min nach Zugabe von 50 uM Sulfid 43,2 + 7,2 nmol Thiocyanat

nachgewiesen werden, in Gegenwart von 200 uM dUQ waren es 60,2 £+ 5 nmol.
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3.7 Sequenzspezifische Mutagenese

Der Mechanismus der bakteriellen SQR aus Rhodobacter capsulatus wurde von Griesbeck
et al. (2002) beschrieben. Mutationen der fiinf ,,Fingerpint“-Aminosduren Cys127Ser,
Cys159Ser, Cys353Ser, His131Ala, His196Ala und Val300Asp flihrte zum Verlust oder
deutlicher Verringerung der spezifischen Aktivitit und zu Anderungen in der Substrataffi-
nitdt. Drei dieser ,,Fingerprints* konnten auch in eukaryotischen SQRs identifiziert werden
(sieche 3.2). Die beiden konservierten Cysteine befinden sich bei der SQR aus Arenicola
marina an den Positionen 208 und 386. Sie wurden jeweils gegen ein Serin ausgetauscht.
In Abb. 3.22 sind weitere unter eukaryotischen SQRs konservierte Aminosduren darge-
stellt. Darunter sind die beiden Histidine 86 und 299, die, wie auch das konservierte Glu-

tamat an Position 159, jeweils zu Alanin mutiert wurden.

His86Ala Glul59Ala Cys208Ser
Maus HFYQPIWT  GLPEGF--AYPK  PVKCAGAPQKIM
Mensch HFYQPIWT  GLPEGF--AHPK  PVKCAGAPQKIM
Arenicola HYYQPLWT  GLPEAFD-VDPS  PIKCAGAPQKIM
Drosophila HYYQPMFT  GLVEALETPDSN  PIKCAGAPQKIA
Anopheles HYYQPMFT  GLLEALSIPNGK  PVKCPGAPQKVL
Pombe HYYQPGWT  GLTEALDDPNTP  VLKCAGAPQKIM
*=kkk =% * *_: :**_*****
His299Ala Asp342Vval Cys386Ser
Maus LHVTPPMSAP GIGDCTNLPTSK  TSCPLVTGYNR
Mensch LHVTPPMSPP GIGDCTNLPTSK  TSCPLVTGYNR
Arenicola LHVVPPMSTP GIGDNTDIPTAK  TSCPLVTSKNT
Drosophi la LHVTPPMSTP AIGDSASSPNSK  SSCPIVTGYSS
Anopheles LHVTPPMGAP AIGDCSSSPNSK ~ ASCPLVTGYNT
Pombe LHAVPSMRSH AIGDCSGLPTSK  TSCPLLTGYGK
** * _:** . *_:* :***::__

Abb. 3.22: Alignments der Bereiche um die sechs konservierten Aminosauren, die mutiert wurden.
Dargestellt ist ein Auszug aus dem kompletten Alignment. Die Positionen der konservierten Aminoséduren
beziehen sich auf die Position in der SQR aus Arenicola marina. Maus: Mus musculus; Mensch: Homo
sapiens; Arenicola: Arenicola marina; Drosophila: Drosophila melanogaster; Anopheles: Anopheles gam-
biae; Pombe: Schizosaccharomyces pombe.

Das in allen eukaryotischen SQRs konservierte Aspartat 342 in der FAD-
Bindedoméne wurde gegen Valin ausgetauscht, da bei den bakteriellen SQRs diese Ami-

nosédure an der entsprechenden Position vorliegt.
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Die Mutationen wurden wie unter 2.12 beschrieben durchgefiihrt. Es wurden 1 Li-
ter Hefe-Expressionskulturen angezogen und wie unter 2.9.5 und 2.9.6 beschrieben Mito-
chondrien und Membranen isoliert. Die Aktivitit wurde in den Mitochondrien und den
Membranen sowohl in Gegenwart von Cyanid (2.6.11.1) als auch mit Thioredoxin
(2.6.11.2) bestimmt. Es war bei allen mutierten SQRs keine Aktivitit messbar. Um den
Erfolg der Expression zu iiberpriifen, wurden Western Blots mit Immunonachweis des His-
Tags durchgefiihrt (Abb. 3.23). Wie in der Abbildung zu erkennen ist, wurden alle mutier-

ten SQRs vollstindig in der Hefemitochondrienmembran exprimiert.

45 kDa—» 45 kDa

6 7 8 9 10 11

45 kDa-» <+ 45kDa

Abb. 3.23: Western Blot mit Immunonachweis des His-Tags der mutierten SQRs in pYES2/CT
exprimiert in INVScl. Asp342Val: 1: Mitochondrien; 2: Mitochondrienmembranen; Glul59Ala: 3:
Mitochondrien, 4: 16sliche Mitochondrienproteine, 5: Mitochondrienmembranen; Cys386Ser: 6: Mito-
chondrienmembranen; Cys208Ser: 7: Mitochondrienmembranen; His86Ala: 8: Mitochondrien, 9: Mito-
chondrienmembranen; His299Ala: 10: Mitochondrien, 11: Mitochondrienmembranen. Die Pfeile kenn-
zeichnen die 45 kDa-Bande des Markers.

3.8 Phylogenetische Analyse der SQR

Die phylogenetische Analyse wurde mit 45 OTUs (Operational taxonomical units; Sequen-
zen) durchgefiihrt. Die im ClustalW-Alignment identifizierten SQR-Familien I, II und III
(3.2) lassen sich auch im NeighborNet (NNet) Netzwerk (Abb. 3.24) erkennen. Die euka-
ryotischen Sequenzen fallen mit Ausnahme der Pilze Aspergillus fumigatus und Schizosac-
charomyces pombe sowie des Schleimpilzes Dictyostelium discoideum zusammen. In der
NNet-Analyse spiegelt sich die geringe Konservierung der SQR-Sequenzen wider (3.2):
Im Gegensatz zu baumartigen Darstellungen phylogenetischer Beziehungen, in denen je-
weils nur das stirkste Signal wiedergegeben wird, zeigen Netzwerke auch alternative To-
pologien auf. So werden widerspriichliche Signale als ,,Splits* durch parallele Linien dar-

gestellt.
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Abb. 3.24: Phylogenetische NeighborNet (NNet)-Analyse der SQR-Sequenzen. Die auf Sequenzéhnlichkei-
ten basierenden SQR-Familien I, IT und III sind gekennzeichnet. Fiir mit ,,SQR* bezeichnete Sequenzen wurde

biochemisch SQR-Aktivitit nachgewiesen. Fiir Eubakterien ist die Taxonbezeichnung angegeben: a, B, v, o-
Proteobakterien; cy: Cyanobakterien; G+: Gram-positiv. Archaebakterien sind mit A gekennzeichnet. Der

Skalierungsbalken steht fiir 0,1 Austausche pro Aminosdure. Die Zugangsnummern der Sequenzen sind im

Anhang angegeben.
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Abb. 3.25: Phylogenetische ProtML-Baume fiir ausgewahlte SQR-Sequenzen. Oben: ProtML-Baum mit
Angabe von Bootstrap-Werten fiir einige Vertreter der SQR-Familien I-III. Unten: ProtML-Baum mit
Bootstrap-Werten fiir SQR-Sequenzen der Gruppe II. Fiir mit ,,SQR* bezeichnete Sequenzen wurde bio-
chemisch SQR-Aktivitit nachgewiesen. Fiir Eubakterien ist die Taxonbezeichnung angegeben: a, B, v,
d-Proteobakterien; cy: Cyanobakterien; G+: Gram-positiv. Archaebakterien sind mit A gekennzeichnet.
Der Skalierungsbalken steht fiir 0,1 Austausche pro Aminosiure. Die Zugangsnummern der Sequenzen sind

im Anhang angegeben.
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Zusitzlich zu der NNet-Analyse wurden ProtML-Béaume erstellt. Abb. 3.25 zeigt
oben die Phylogenie einiger SQR-Sequenzen der Gruppen I-III. Die Gruppen I und III ha-
ben jeweils eine Bootstrapunterstiitzung von 100 %, wéahrend Gruppe II zu 98 % unter-
stiitzt wird. Der untere Baum in Abb. 3.25 zeigt die Phylogenie der Gruppe II. Die gepunk-
tete Linie trennt die eukaryotischen SQR-Sequenzen von den prokaryotischen dieser Grup-
pe. Die Bootstrapunterstiitzung fiir diese Trennung betrigt 73 %. Die SQR-Sequenz des
Schleimpilzes Dictyostelium fallt hier nicht mit den anderen eukaryotischen Sequenzen
zusammen, mit einem Bootstrapwert von 53 % gruppiert sie mit Chloroflexus. Hiervon
getrennt wird die Sequenz aus Staphylococcus mit einer Bootstrapunterstiitzung von 52 %.
Von den Proteobakterien werden die eukaryotischen Sequenzen zusammen mit Chlorofle-

xus und Staphylococcus bei einem Bootstrapwert von 83 % getrennt.
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4. Diskussion

Die Sulfidtoleranz verschiedener mariner Invertebraten ist schon seit vielen Jahren Ge-
genstand biologischer Untersuchungen. Bereits 1970 wurde von Fenchel und Riedl eine
Reihe von Tiergruppen beschrieben, die im sulfidischen Milieu leben. Physiologische Un-
tersuchungen deuteten immer mehr darauf hin, dass ein der bakteriellen Sulfid:Chinon O-
xidoreduktase (SQR) dhnliches Enzym an der Entgiftung beteiligt sein konnte. Es gelang
jedoch nicht, eine Gensequenz oder ein Protein aus einem sulfidadaptierten Invertebraten
zu isolieren. 1999 wurde die erste eukaryotische SQR-Sequenz aus der Spalthefe Schizo-
saccharomyces pombe bekannt (Vande Weghe und Ow), und es konnte gezeigt werden,

dass das Enzym auch in anderen nicht sulfid-adaptierten Organismen vorkommt.

4.1 Isolierung des sqr-Gens aus Arenicola marina, heterologe Expression und Reini-
gung der SQR

4.1.1 Isolierung des sqr-Gens

Das Gen fiir die Sulfid:Chinon Oxidoreduktase aus Arenicola marina konnte durch hetero-
loge Plaque-Hybridisierung mit einer Sonde aus Drosophila melanogaster isoliert werden.
Der cDNA-Klon (A22-1), der das vollstindige offene Leseraster enthielt, hatte eine Lange
von 3317 Basenpaaren. Nur 1377 Basenpaare kodierten das Leseraster fiir die SQR, den
verbleibenden 1940 Basenpaaren konnte kein offenes Leseraster zugeordnet werden. Das
theoretische Molekulargewicht der Wattwurm-SQR von 51 kDa entspricht den fiir bakteri-
elle SQRs ermittelten Molekulargewichten von 48 bis 55 kDa tiberein (zusammengefasst
in Griesbeck, Hauska und Schiitz 2000). Der theoretische isoelektrische Punkt betrédgt 9,1.
Membrangebundene Proteine sind typischerweise aufgrund ihrer hydrophoben Umgebung
eher basisch.

Volkel und Grieshaber (1994) konnten zeigen, dass die Sulfidoxidation beim
Wattwurm in den Mitochondrien stattfindet. Ebenso konnten Vande Weghe und Ow
(1999) zeigen, dass das Sulfid-oxidierende Hmt2 der Spalthefe mitochondriell ist. So war
zu erwarten, dass die SQR ebenfalls in den Mitochondrien lokalisiert ist und ein entspre-
chendes Transitpeptid besitzt. Die vorhergesagte Linge von 80 Aminosduren ist nicht un-
gewOhnlich fiir Transitpeptide: In Sdugern wurden Transitpeptide von bis zu 68, in Hefen

sogar 121 Aminosduren nachgewiesen (Schneider et al. 1998).
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4.1.2 Heterologe Expression der SQR in E. coli und S. cerevisiae

Um zu iiberpriifen, ob die isolierte Sequenz eine funktionelle Sulfid:Chinon Oxidoredukta-
se kodiert, wurde das Protein zunidchst in E. coli heterolog exprimiert. Im Rahmen dieser
Arbeit ist es jedoch nicht gelungen, aktive SQR (Aktivitdt bedeutet hier die Reduktion von
decyl-Ubichinon in Gegenwart von Sulfid und 2 mM Cyanid; siehe 2.11.6.1) in E. coli zu
exprimieren. Es wurde folglich die Expression in der Béckerhefe S. cerevisiae untersucht.
Die Expression der SQR aus dem Wattwurm erfolgte in der Hefe mit Hilfe des
Vektors pYES2/CT, der das Anhédngen von 6 Histidinen am C-Terminus ermoglichte. Die
SQR konnte erfolgreich in S. cerevisiae exprimiert werden. Die isolierten Mitochondrien
einer Préparation reduzierten decyl-Ubichinon nach Sulfidzugabe in Gegenwart von 2 mM
KCN mit einer spezifischen Aktivitit von 0,14 pmol'min"-mg', wihrend die Mitochond-
rien aus Hefen mit unmodifiziertem Vektor keine Aktivitit zeigten. Nach Aufschluss der
Mitochondrien durch Ultraschallbehandlung und anschlieBender Ultrazentrifugation wur-
den die Membranen von den 16slichen Mitochondrienproteinen getrennt. Die 16sliche Pro-
teinfraktion zeigte keine SQR-Aktivitdt, wohingegen sich die spezifische Aktivitdt in den

Membranen auf 0,22 pmol'min™-mg™ steigerte.

4.1.3 Reinigung der SQR/His aus S. cerevisiae

Der C-terminale His-Tag der in Hefe exprimierten Wattwurm-SQR erlaubte eine einfache
Reinigung der SQR/His iiber eine NiNTA-Affinitdtschromatographie. Damit die Bindung
an das Sdulenmaterial erfolgen konnte, musste das Protein zundchst mit dem Detergens
Triton X-100 von der Membran geldst werden. Dabei waren deutliche Proteinverluste im
Verlauf einer Reinigung zu erkennen, die auf Abbau durch Proteasen zuriickzufiihren sind.
Die teilweise schlechte Nachweisbarkeit der SQR/His in Western Blots ist wahrscheinlich
ebenfalls auf Proteasen zuriickzufiihren, die durch SDS aktiviert werden (Jones 1991; von
Jagow, Link und Schégger 1994).

Aufgrund der Empfindlichkeit der SQR/His gegeniiber Proteasen und/oder Abbau
im Allgemeinen wurde auch trotz der Verunreinigungen, die sowohl durch Coomassie- als
auch durch Silberfarbung im Gel in den Endprodukten noch zu erkennen waren (Abb. 3.8
und 3.9) von weiteren Reinigungsschritten abgesehen, die zu weiterem oder vollstindigem
Verlust des Proteins gefiihrt hitten. Daher sind die in dieser Arbeit angegebenen spezifi-
schen Aktivitéten fiir die gereinigte SQR/His niedrig und die tatsdchliche spezifische Akti-

vitdt liegt vermutlich flir das reine Enzym hoher.
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4.2 Spezifische Aktivitat, Substrate, Substrataffinitdten und Sequenzvergleiche

4.2.1 Die Cyanid-abhdngige Aktivitdt — wahrscheinlich ein Artefakt?

Um die Aktivitit der SQR in Hefemitochondrien zu messen, wurden zur Hemmung der
Cytochrom ¢ Oxidase 2 mM Cyanid zum Reaktionsansatz gegeben (2.11.6.1). Es stellte
sich jedoch heraus, dass auch das gereinigte Protein nur in Gegenwart von Cyanid aktiv ist.
Dieser Effekt war zundchst verbliiffend. Der Mechanismus der bakteriellen SQR ist mitt-
lerweile aufgeklart (Griesbeck et al. 2002), und alle bislang charakterisierten SQRs aus
Bakterien bendtigen auller Sulfid und einem Chinon keine weiteren Substrate. Auch die
erste in der Literatur beschriebene eukaryotische SQR aus der Spalthefe Schizosaccharo-
myces pombe katalysiert die Oxidation von Sulfid ohne zusitzliche Substrate (Vande
Weghe und Ow 1999). Allerdings sind die sehr hohen K,-Werte von 2 mM fiir Sulfid und
Coenzym Q; auffallend. Fiir gereinigte bakterielle SQRs wurden K;-Werte zwischen 2
und 8 puM fiir Sulfid bzw. 2 und 32 pM fiir Chinon bestimmt, was einem Faktor von 1000
zu den entsprechenden Werten der Hefe-SQR entspricht (zusammengefasst in Griesbeck,
Hauska und Schiitz 2000). In dieser Arbeit wurde fiir die SQR/His aus Arenicola marina in
Gegenwart von 2 mM Cyanid ein K,-Wert fiir Sulfid von 22,9 uM (3.5.1.1) und 6,4 uM
fiir decyl-Ubichinon (3.5.1.2) bestimmt. Diese Werte liegen wie die bakteriellen Werte im
mikromolaren Bereich. Dabei wird die Aktivitdit der SQR/His des Wattwurms bei einer
Sulfidkonzentration von 476,5 uM bereits zur Hilfte gehemmt (Abb. 3.11). Bei dieser
Substratkonzentration hat die eukaryotische SQR der Spalthefe mit einem K,,-Wert von
2 mM noch nicht ihre halbmaximale Aktivitit erreicht. Uber eine Substrathemmung durch
Sulfid bei bakteriellen SQRs wurde bislang nicht berichtet, allerdings wurden nur Sulfid-
konzentrationen bis zu 50 uM eingesetzt (z.B. Arieli et al. 1994; Schiitz et al. 1997).

Eine Substrathemmung konnte auch fiir Cyanid beobachtet werden (Abb. 3.13). Bei
einer Konzentration von 0,7 mM wird die SQR/His-Reaktion zur Hélfte gechemmt. Der K-
Wert fiir Cyanid liegt bei 2,6 mM und ist damit extrem hoch, im Hinblick darauf, dass die
Cytochrom ¢ Oxidase der mitochondrialen Atmungskette bereits durch Konzentrationen
von 10-50 uM Cyanid nahezu vollstindig gehemmt wird (Jones et al. 1984). Da auch Sul-
fid in diesen Konzentrationen zu einer Hemmung der Cytochrom ¢ Oxidase fiihrt (Bagari-
nao und Vetter 1990; Grieshaber und Voélkel 1998), wiirde es wenig Sinn machen, wenn
ein Enzym wie die SQR, das als Hauptfunktion die Entgiftung von Sulfid haben soll, ein
Kosubstrat erfordern wiirde, das selbst wiederum giftig ist und in einer Konzentration vor-
liegen muss, die um ein Vielfaches hoher liegt als die Konzentration, bei der die Atmung

bereits vollstandig gehemmt ist.
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Rhodanase (Thiosulfat:Cyanid Sulfurtransferase; E.C. 2.8.1.1) ist ein mitochondria-
les Enzym, das sowohl bei Bakterien als auch Eukaryoten vorkommt und in vitro den
Transfer eines Sulfanschwefels (R-S-S) von Thiosulfat auf Cyanid katalysiert. Das Zwi-
schenprodukt dieser Reaktion ist ein Cystein-gebundenes Persulfid, und es entstehen Sulfit
und Thiocyanat als Endprodukte (Ploegman et al. 1978) (Abb. 4.2). Als in vivo Funktion
der Rhodanase wird vielfach die Entgiftung von Cyanid beschrieben (Westley 1973;
Westley et al. 1983; Nagahara, Ito und Minami 1999), wahrscheinlicher ist jedoch eher
eine generelle Funktion als Sulfurtransferase, z.B. bei der Biosynthese von Molybdén-
Kofaktoren (Matthies, Nimtz und Leimkiihler 2005) oder Eisen-Schwefel-Zentren (Bagani,
Bonomi und Cerletti 1984). Wie bereits erwdhnt und in Abb. 4.2 dargestellt, entsteht bei
der in vitro Reaktion der Rhodanase mit Cyanid als Endprodukt Thiocyanat. Auch bei der
Cyanid-abhingigen SQR-Reaktion konnte in dieser Arbeit Thiocyanat nachgewiesen wer-

den (3.6.2).

Rhodanase-S’ , | Abb. 42: Schematische Darstellung der
(E-Form) S=S0; Rhodanase-Reaktion. Die E-Form besitzt
SCN- ein freies Cystein, auf das ein Schwefel-

atom von Thiosulfat {ibertragen wird. So
entsteht die ES-Form, die das Schwefel-

SO;” | atom auf Cyanid iibertrdgt (nach Mintel

CN Rlz%dsal;ase-i-s und Westley 1966).
-rorm

Wood beschrieb 1987 erstmals den spektrophotometrischen Nachweis von Thiocy-
anat von Sorbo (1953; 1957) als allgemeine Methode fiir die Quantifizierung von Sul-
fanschwefel. Sulfanschwefel ist labil und hochreaktiv. Mit einem Oxidationsstatus von 0
oder -1, gebunden an ein weiteres Schwefelatom, kann er leicht auf ein Nukleophil wie
Cyanid (oder auch Sulfit (SOs¥)) iibertragen werden. Aufgrund der hohen Reaktivitit mit
Cyanid wird Sulfanschwefel oftmals auch als ,,Cyanolysierbarer Schwefel” bezeichnet
(zusammengefasst in Iciek und Wlodek 2001).

Vor kurzem beschrieben Shibata und Kobayashi (2006) dhnliches fiir die SQR aus
Pseudomonas putida: Diese bakterielle Sequenz gehort wie die eukaryotischen SQRs zur
Gruppe II, und die Autoren konnten zeigen, dass die Aktivitit der gereinigten SQR nach
Zugabe von 2 mM Cyanid von 1,2 + 0,1 pmol'mg ' *min™ auf 138,2 + 0,9 pmol'mg™min™’
gesteigert wurde. Auch in diesen Versuchen konnte Thiocyanat als Endprodukt nachge-
wiesen werden.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ldsst sich schliefen, dass die SQR des Watt-

wurms cyanolysierbaren Schwefel enthélt. Im Gegensatz zu den bereits charakterisierten
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prokaryotischen SQRs, die zum Teil schon durch 10 uM Cyanid zur Hilfte gechemmt wer-
den (zusammengefasst in Griesbeck, Hauska und Schiitz 2000), ist Cyanid fiir die SQR des
Wattwurms ein Kosubstrat, wenn auch mit geringer Affinitdt und einer nicht-kompetitiven
Substrathemmung mit einem K; von 0,7 mM (Abb. 3.13).

Ein anderer typischer SQR-Hemmstoff, das Chinon-Analogon Antimycin A, der
die meisten prokaryotischen SQRs in mikromolaren Konzentrationen hemmt (zusammen-
gefasst in Griesbeck, Hauska und Schiitz 2000), hemmt auch die Wattwurm-SQR. In Ab-
bildung 3.15 ist zu erkennen, dass sich der K, fiir decyl-Ubichinon in Gegenwart von
10 uM Antimycin A von 6,4 uM auf 8 pM erhoht. Bei einer Hemmstoffkonzentration von
50 uM liegt er sogar bei 12,8 uM. In Bezug auf die Interaktion mit Ubichinon unterschei-
det sich die Wattwurm-SQR demnach wahrscheinlich nicht von der bakteriellen SQR

(Gruppe 1), so dass die Bezeichnung ,,Sulfid:Chinon Oxidoreduktase* zutreffend ist.

4.2.2 Thioredoxin als mdglicher Schwefelakzeptor

Nandi und Westley (1998; siehe auch Nandi, Horowitz und Westley 2000) konnten
zeigen, dass die Rhodanase aus Rinderleber eine Thioredoxin-Oxidase-Aktivitédt besitzt.
Auch fiir das Enzym aus E. coli konnte eine Interaktion mit Thioredoxin nachgewiesen
werden (Ray et al. 2000). Hierbei wurde reduziertes Thioredoxin (reduziert durch Thiore-
doxin-Reduktase in Gegenwart von NADPH) zum Reaktionsansatz gegeben, der Rhodana-
se und Thiosulfat enthielt. Die Ubertragung des Schwefels konnte indirekt iiber die Oxida-
tion von NADPH und die gleichzeitige Freisetzung von Sulfid gezeigt werden.

Eine sulfidabhidngige Reduktion von decyl-Ubichinon durch die SQR/His des Watt-
wurms konnte durch Zugabe von reduziertem Thioredoxin nicht gemessen werden. Da eine
Freisetzung von Sulfid, wie sie fiir die Rhodanase-katalysierte Reaktion beschrieben
wurde, wenig Sinn machen wiirde, muss der nun am Thioredoxin gebundene Sul-
fanschwefel auf einem anderen Weg abgeldst werden, um Thioredoxin wieder verfiigbar
zu machen.

Da die Rhodanase wie die SQR in den Mitochondrien lokalisiert ist, wére eine
Rhodanase-katalysierte Reaktion von Thioredoxin-Persulfid mit Sulfit zu Thiosulfat und
Thioredoxin (die Riickreaktion der Rhodanase) denkbar gewesen. Es war tatsdchlich
Aktivitdt messbar, jedoch war es nicht notwendig, Rhodanase in den Reaktionsansatz zu
geben. Waren Thioredoxin (15 pM) und Sulfit in Konzentrationen {iber 10 mM vorhanden,
konnte eine Reduktion von Ubichinon nach Zugabe von Sulfid gemessen werden (3.5.2).
Allerdings betrug die spezifische Aktivitdt nur etwa 1/10 der Aktivitét, die in Gegenwart

von Cyanid gemessen werden konnte. Die Affinitdt gegeniiber Sulfid ist mit einem errech-
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Cyanid gemessen werden konnte. Die Affinitit gegeniiber Sulfid ist mit einem errechneten
Kn-Wert von 23,3 pM (Abb. 3.16) dhnlich dem fiir die Cyanid-abhédngige Reaktion
(22,9 uM, Abb. 3.11). Allerdings wird die Thioredoxin-abhéngige Reaktion schon bei ei-
ner Sulfidkonzentration von 3,8 uM zur Hilfte gehemmt, in Gegenwart von Cyanid war
die halbmaximale Hemmung erst bei etwa 480 uM Sulfid erreicht. Bei dieser Konzentrati-
on konnte bereits keine Thioredoxin-abhingige Aktivitdt mehr gemessen werden.

Da die Thioredoxin-abhingige SQR/His Aktivitit auch ohne Rhodanase zu messen
war, wird der Sulfanschwefel zundchst von der SQR auf Thioredoxin und dann von Thio-
redoxin auf Sulfit iibertragen. Letztere ist — analog zur Cyanolyse — eine rein chemische
Reaktion. Auch der hohe K -Wert fiir Sulfit (6,5 mM, Abb. 3.17) deutet eher auf eine
nicht-enzymatische Reaktion hin. Problematisch war in diesem Versuchsansatz die Tatsa-
che, dass Sulfit in millimolaren Konzentrationen die Disulfidbriicke des oxidierten Thiore-
doxins spalten kann (Sulfitolyse) und ein enzymatisch inaktives S-Sulfonyl Derivat ent-
steht (Wiirfel, Héberlein und Follmann 1993). Diese Reaktion trat wahrscheinlich als Kon-
kurrenz zur SQR-Reaktion auf. Wurde zundchst Sulfid in den Reaktionsansatz gegeben,
und vor der Zugabe von Sulfit einige Minuten inkubiert, konnte die Aktivitit fiir wenige
Sekunden um das 2-3 fache gesteigert werden (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund der niedrigen Aktivitit und somit geringen Produktkonzentration, sowie
der hohen Instabilitdt von Persulfiden war es nicht moglich, Thioredoxin-Persulfid im
Rahmen dieser Arbeit nachzuweisen. Aufgrund der hohen Sulfitkonzentrationen im Ansatz
war ein Nachweis von Thiosulfat durch HPLC ebenfalls kaum aussichtsreich.

Ob Thioredoxin tatsdchlich das in vivo Substrat der SQR ist, bleibt noch zu klaren.
Die spezifischen Aktivitdten sind sehr gering. Allerdings wurde in dieser Arbeit Thioredo-
xin aus E. coli verwendet. Es wire daher interessant, die Aktivitidt der Wattwurm-SQR in
Gegenwart von Wattwurm-Thioredoxin zu bestimmen. Aber auch aus den vorliegenden
Ergebnissen ldsst sich schlieBen, dass die SQR wahrscheinlich wie die Rhodanase Schwe-
fel sowohl auf Cyanid als auch auf Thioredoxin {ibertragen kann. Die SQR besitzt dem-
nach eine Sulfurtransferaseaktivitit, im Unterschied zur Rhodanase iibertrdgt sie jedoch
gleichzeitig die Elektronen des Sulfids auf Ubichinon und kann zur ATP-Produktion in den
Mitochondrien beitragen.

Der grundlegende Unterschied zwischen der SQR aus Gruppe I und der Wattwurm-
SQR, die zu Gruppe II gehort, ist also ein drittes Substrat (z.B. Cyanid, Thioredoxin), das
die zuletzt genannte fiir ihre Reaktion erfordert. Diese Erkenntnis legt einen zur bakteriel-

len SQR unterschiedlichen Mechanismus nahe.
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4.2.3 Fingerprints und Konservierung der SQR

Auch bei Betrachtung der Sequenzen fallen Unterschiede zwischen den eukaryotischen
SQRs und den bereits charakterisierten bakteriellen SQRs auf. So konnten nur drei der von
Griesbeck et al. (2002) beschriebenen SQR-Fingerprints in allen Sequenzen nachgewiesen
werden (sieche Abb. 3.2). Mit der Verwendung der Terminologie von Griesbeck et al.
(2002) sind das die SQR-Fingerprints 2 mit Cys 159, und 5 mit Cys 353, sowie die FAD-
Bindedomine III mit einem konservierten Glycin an Position 299 in der Rhodobacter-
SQR. Auch die zwei weiteren FAD-Bindedoménen I und II von Proteinen der Glutathion-
Reduktase Familie (nach Wierenga et al. 1986; Eggink et al. 1990; van Driessche et al.
1996) konnten in allen Sequenzen detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Bei der Analyse
von sieben prokaryotischen SQRs konnten Griesbeck et al. (2002) zwei weitere Fin-
gerprints identifizieren, Cys 127 und His 296, die jedoch nicht in allen Sequenzen konser-
viert waren, welche im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden. Bei Betrachtung des A-
lignments in Abb. 3.2 fillt auf, dass die umgebenden Aminosduren der Fingerprints Cys
159, Gly 299 und Cys 353 unterschiedliche Muster zeigen, die eine Gruppierung der Se-
quenzen erlauben (Theissen et al. 2003). Die Sequenzen der bereits ausfiihrlich beschrie-
benen bakteriellen SQRs aus z.B. Rhodobacter und Aquifex sind beide Vertreter der Grup-
pe 1. Gruppe II umfasst samtliche eukaryotische sowie einige bakterielle Sequenzen, von
denen bislang nur fiir das Protein aus S. pombe (Vande Weghe und Ow 1999) und — im
Rahmen dieser Arbeit — aus Arenicola marina SQR-Aktivitdt gezeigt werden konnte. In
Gruppe III finden sich nur bakterielle Sequenzen, hauptsidchlich Archaebakterien, fiir wel-

che noch keine SQR-Aktivitit beschrieben wurde.

Basierend auf spektroskopischen Untersuchungen und gerichteter Mutagenese ha-
ben Griesbeck et al. (2002) einen Reaktionsmechanismus fiir die SQR vorgeschlagen.
Hierbei sind sowohl die in allen Sequenzen konservierten Cysteine 127 und 353 involviert,
jedoch auch das nur in Gruppe I vorhandene Cystein 159. Wurde dieses Cystein gegen ein
Serin ausgetauscht, so konnten nur noch 0,5 % der Wildtypaktivitdt gemessen werden.

Die Beteiligung des dritten Cysteins an der Reaktion unterscheidet die SQR der
Gruppe I von anderen Flavoproteinen der Glutathion-Reduktase Familie. Hierzu gehoren
z.B. die Glutathion-Reduktase, die Thioredoxin-Reduktase oder die Lipoamid-
Dehydrogenase. Diese Enzyme besitzen zwei konservierte Cysteine, die den Elektronen-
transfer zwischen den Schwefelzentren und FAD vermitteln (Williams 1992). Ein drittes

Cystein ist bei der Reaktion nicht beteiligt. Das Flavoprotein FCC besitzt ebenfalls zwei
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Cysteine, die den SQR-Fingerprints 2 und 5 entsprechen, das dritte Cystein fehlt auch hier
(Griesbeck et al. 2002).

Zusétzlich zu den sieben prokaryotischen SQRs der Gruppe I und dem bereits
erwahnten FCC untersuchten Griesbeck et al. (2002) auch die SQR aus S. pombe, sowie
die menschliche Glutathion-Reduktase und die Lipoamid-Dehydrogenase aus Azotobacter
vinelandii auf die SQR-Fingerprints und stellten heraus, dass sich sowohl in der damals
einzigen bekannten eukaryotischen SQR aus S. pombe, sowie in FCC und den Vertretern
der Glutathion-Reduktase Familie (van Driessche et al. 1996) an der Position hinter dem
konservierten Glycin 299 der FAD-Bindedoméne III ein konserviertes Aspartat befindet,
wohingegen die bakteriellen SQRs aus Gruppe I an dieser Position ein konserviertes Valin
aufweisen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass siamtliche Vertreter der Gruppe I
an dieser Position ein Valin besitzen (mit Ausnahme von Thermosynechocystis, dort befin-
det sich an der Position ein Isoleucin, siche Abb. 3.2), und in allen SQR-Sequenzen aus
Gruppe II und III Aspartat die entsprechende Aminosdure ist. Dieser Unterschied ist in

Abb. 4.1 noch einmal dargestellt.

SQR (Rhodobacter) GFVIVDQHQONPTFKNVFAVGVCVAI 304
SOR (Agquifex) KMVIVNRCFONPTYKNIFGVGVVTAI 298
SQR (Arenicola) YVTVKRETLQHTKYPNVFGIGDNTDI 346
FCC (Allochromatium) WCPVDIKTFESSIHKGIHVIGDACIA 328
GR (Homo) GHITIVDEFQONT-NVKGIYAVGDVCG- 377
TR (Homo) GKIPVTDEEQT-NVPYIYATIGDILED 336
PDH (Homo) AKSVVKQDRLLGLLMPFRAFGDVKFK 393
*

Abb. 4.1: ClustalW-Alignment der FAD-Bindedomane 11 verschiedener Vertreter
von Disulfid-Oxidoreduktase Flavoproteinen. Aligned wurden die SQR Sequenzen von
Rhodobacter capsulatus (Gr. I), Aquifex aeolicus (Gr. I), Arenicola marina (Gr. II), FCC
von Allochromatium vinosum sowie die Gluthathion-Reduktase (GR), Thioredoxin-
Reduktase (TR) und Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) des Menschen. Die Zugangsnummern
der Sequenzen sind im Anhang angegeben.

Die geringen Substrataffinitidten der von Vande Weghe und Ow (1999) beschriebe-
nen Hefe-SQR von 2 mM sowohl fiir Sulfid als auch fiir Ubichinon, lieBen schon friih
Zweifel aufkommen, ob dieses Protein tatsdchlich in vivo Sulfid oxidiert (Niibel et al.
2000; Griesbeck et al. 2002). In diesem Zusammenhang wurde das fehlende Valin in der
FAD-Bindedoméne III hervorgehoben. Griesbeck et al. (2002) haben das Valin in der
Rhodobacter-SQR gegen Aspartat ausgetauscht und konnten nur noch 11 % der Wildtyp-
aktivitit messen. Dabei verringerten sich auch die Substrataffintiten von 5 uM auf {iber
400 puM fiir Sulfid bzw. von 3 uM auf {iber 28 uM fiir decyl-Ubichinon. Doch auch diese

Werte lagen immer noch um den Faktor 10 bzw. 100 niedriger als die fiir Hefe bestimmten
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Werte. Des Weiteren betonten sie, dass auch FCC mit einem Aspartat an der entsprechen-
den Stelle einen niedrigen Ky, von 12,5 pM fiir Sulfid aufweist (Cusanovich, Meyer und
Bartsch 1991).

Die Kristallstrukturen einiger Vertreter der Glutathion-Reduktase Familie sind be-
reits aufgeklirt, darunter z.B. die Glutathion-Reduktase, die Lipoamid-Dehydrogenase und
die p-Hydrobenzoat-Hydroxylase (Karplus und Schulz 1987; Schierbeek et al. 1989;
Schreuder et al. 1988). Bei diesen Proteinen ist das konservierte Aspartat an der Wasser-
stoffbriickenbindung mit der Riboseuntereinheit des FAD beteiligt, und es liegt nahe, dass

das bei allen Vertretern dieser Familie mit dem entsprechenden Aspartat der Fall ist.

4.3 Der Reaktionsmechanismus der mitochondrialen SQR

Sowohl die biochemischen Eigenschaften der Wattwurm-SQR, als auch die Sequenzunter-
schiede zu den bakteriellen SQRs lassen fiir die mitochondriale SQR einen anderen Reak-
tionsmechanismus vermuten, als fiir bakterielle SQRs bereits beschrieben wurde. Aus die-
sem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit sechs konservierte Aminosduren der Watt-
wurm-SQR ausgetauscht, um einen Einblick in den Reaktionsmechanismus zu erhalten.
Darunter waren die beiden Fingerprint-Cysteine 159 und 353 (siche 3.2), die in der Areni-
cola-Sequenz an den Positionen 208 und 386 zu finden sind. Nach dem Austausch gegen
Serin war keine SQR-Aktivitdt in isolierten Hefemitochondrienmembranen detektierbar.
Auch der Austausch von zwei in der Gruppe Il konservierten Histidinen (86 und 299) so-
wie des Glutamats 159 gegen Alanin fiihrte zu einem Verlust der Aktivitdt. Das unter 4.1.1
hervorgehobene Aspartat in der FAD-Bindedoméne III wurde gegen Valin ausgetauscht,
wonach keine Aktivitit mehr messbar war.

Es kann aufgrund der fehlenden Aktivitdt bei allen Mutanten davon ausgegangen
werden, dass die entsprechenden Aminoséuren eine katalytische Rolle spielen, genauere
Aussagen iiber Verdnderungen in den Substratspezifititen sind jedoch nicht moglich. Da
die spezifische Aktivitét der gereinigten Wildtyp SQR/His gering ist, liegen die Aktivititen
der mutierten Enzyme wahrscheinlich unterhalb der Nachweisgrenze. Einige Riickschliisse

lassen sich dennoch aus den Mutationsversuchen ziehen.

4.3.1 Die reduktive Halbreaktion

Wie schon unter 4.1.1 angedeutet, bilden die beiden Cysteine vermutlich die Disulfidbrii-
cke im aktiven Zentrum, an die Sulfid angreift. Ein solches Cysteinpaar ist charakteristisch

fiir Disulfid-Oxidoreduktase Flavoproteine (Williams 1992). Abb. 4.4 zeigt den generellen
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Mechanismus der Interaktion zwischen der Disulfid-Briicke des Enzyms und dem Dithiol-
Substrat.

Die Substrate der gut charakterisierten Disulfid-Oxidoreduktase Flavoproteine wie
z.B. der Thioredoxin-Reduktase, Glutathion-Reduktase oder Lipoamid-Dehydrogenase
sind jeweils Dithiole. Im Gegensatz dazu besitzt das Substrat der SQR nur ein Schwefel-
atom. Griesbeck et al. (2002) vermuteten, dass das dritte konservierte Cystein in der bakte-
riellen SQR (Gruppe I) die Rolle des zweiten Schwefels iibernehmen konnte. Da dieses
Cystein der eukaryotischen SQR fehlt, muss die Disulfidbriicke zwischen Enzym und Sub-
strat durch ein Nukleophil wie z.B. Cyanid in vitro oder aber durch ein Akzeptorprotein

(Thioredoxin, Sulfurtransferasen) in vivo aufgeldst werden.
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Abb. 4.4: Generelle Reaktion der Disulfid-Oxidoreduktase Flavopro-
teine mit ihrem Dithiol-Substrat. Durch das Substrat wird die Disul-
fidbriicke im Enzym reduziert und ein gemischtes Disulfid entsteht als
Zwischenprodukt (A). Die zweite Thiolgruppe des Substrats 16st durch
einen nukleophilen Angriff die Disulfidbriicke. Es entsteht ein Enzym-
Dithiol und ein Substrat-Disulfid (B) (Griesbeck et al. 2002). Bei der SQR
kann diese typische Reaktion nicht stattfinden, da ihr Substrat (Sulfid) nur
ein Schwefelatom enthilt.

Zusitzlich zu einem Cysteinpaar ist eine basische Aminosdure im katalytischen
Zentrum der Disulfid-Oxidoreduktasen erforderlich, die ein Proton von einem Cystein ent-
fernt, wodurch ein Thiolat mit stirkerem nukleophilen Charakter ensteht. Bei der Glutathi-
on-Reduktase (Pai und Schulz 1983) und Lipoamid-Dehydrogenase (Williams 1992) ist
diese Base ein Histidin, bei der Thioredoxin-Reduktase ein Aspartat (Williams 1995). Bei
der Sulfid-Dehydrogenase Flavocytochrom c¢ (FCC) konnte anhand der Kristallstruktur
gezeigt werden, dass die entsprechende Base im aktiven Zentrum ein Glutamat ist (Chen et
al. 1994). In Homologie zu FCC identifizierten Griesbeck et al. (2002) ebenfalls ein Glu-
tamat als Base im aktiven Zentrum. Da der Austausch des in eukaryotischen SQRs konser-

vierten Glutamats zu einem Aktivitatsverlust der Wattwurm-SQR fiihrte, handelt es sich
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bei dieser Aminosdure vermutlich auch um die katalytisch aktive Base. In Anlehnung an
den von Griesbeck et al. (2002) beschriebenen Mechanismus fiir die SQR aus Rhodobacter
capsulatus ist ein Mechanismus wie in Abb. 4.5 dargestellt fiir die reduktive Halbreaktion

der Wattwurm-SQR vorstellbar.
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Abb. 4.5: Mdglicher Mechanismus der reduktiven Halbreaktion der mitochondrialen SQR aus Arenicola
marina. Durch Sulfid wird die Disulfidbriicke zwischen Cys 208 und 387 gespalten und ein Persulfid entsteht
an einem der Cysteine. Durch den Angriff eines Nukleophils (Cyanid, Thioredoxin oder z.B. eine Sulfurtrans-
ferase) ensteht eine Thiolgruppe am Cystein und Thiocyanat oder ein Protein-gebundenes Persulfid wird frei-
gesetzt. Die Base Glu 159 entfernt ein Proton von der Thiolgruppe des zweiten Cysteins, wodurch ein Thiolat
entsteht. Die negative Ladung kann auf FAD fibertragen werden. Dabei entsteht ein kovalentes Addukt zwi-
schen dem Flavin und Cystein. Am Ende der Reaktion liegt Flavin in reduzierter Form vor, und die Disul-
fidbriicke zwischen den beiden Cysteinen ist wiederhergestellt (verdndert nach Griesbeck et al. 2002).

Die in dieser Arbeit beobachtete Substrathemmung der SQR durch Sulfid kann im
Zusammenhang mit der reduktiven Halbreaktion diskutiert werden. Sehr hohe Sulfidkon-
zentrationen fithren vielleicht zu unspezifischen Reaktionen von Sulfid mit anderen
Cysteinen des Enzyms, wie z.B. Cys 208, das eine andere Funktion bei der Katalyse hat
und als Folge tritt eine Hemmung der Reaktion auf. Bei der Thioredoxin-abhéngigen Akti-
vitdtsmessung tritt diese Substrathemmung bereits bei vielen geringeren Konzentrationen
auf (Ki = 3,8 uM im Vergleich zu 476,5 uM in der Cyanid-abhéngigen Reaktion). Hier
besteht die Moglichkeit, dass Sulfid auch direkt mit Thioredoxin reagiert, und letzteres
dann fiir die Interaktion mit der SQR nicht mehr zur Verfiigung steht.
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4.3.2 Die oxidative Halbreaktion

Bei der oxidativen Halbreaktion der SQR wird das reduzierte Enzym Chinon-abhéngig
reoxidiert (Griesbeck et al. 2002). In Anlehnung an Rich und Fisher (1999) schlugen
Griesbeck et al. (2002) einen Mechanismus fiir die bakterielle SQR vor, bei dem zwei
Histidine die zentrale Rolle spielen. Bei der Mutation von Histidin 131 zu Alanin zeigte
die Rhodobacter-SQR nur noch 20 % der Wildtypaktivitat. Auffillig war eine Verschie-
bung des pH-Optimums von 6,7 zu 4,5. Hieraus schlossen die Autoren, dass dieses Histi-
din eine Rolle bei der Saurekatalyse spielt. Bei saurem pH kann diese Katalyse auch von
Protonen aus der Umgebung iibernommen werden. Das zweite konservierte Histidin 196
scheint keine so tragende Rolle zu spielen, da sich die Aktivitdt nur auf 38 % verringerte
und sich das pH-Optimum nur um 0,5 Einheiten verschob, dennoch vermuteten Griesbeck

et al. (2002) auch fiir dieses Histidin eine Funktion bei der Sdure-Basen-Katalyse.
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Abb. 4.6: Mdglicher Mechanismus der oxidativen Halbreaktion der mitochondrialen SQR aus Arenicola
marina. Ein Hydridion wird vom Flavin auf Ubichinon iibertragen, gleichzeitig wird ein Proton vom Flavin
auf das deprotonierte His 299 iibertragen und die zweite Carbonylgruppe des Ubichinons wird durch His 86
protoniert. Aus der Reaktion gehen reduziertes Ubichinol und oxidiertes Flavin hervor. Durch Reprotonierung
der Histidine wird der Ursprungszustand des Enzyms wiederhergestellt (verdndert nach Griesbeck et al. 2002).

Das pH-Optimum der Wattwurm-SQR liegt bei etwa 9 (sieche Abb. 3.14). Der mito-
chondriale Matrixraum ist ebenfalls basisch, so dass eine Sdurekatalyse durch Protonen aus

der Umgebung bei der mitochondrialen SQR unwahrscheinlich ist. Der Verlust der Aktivi-
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tdt der Wattwurm-SQR nach Austausch der beiden konservierten Histidine 86 und 299
gegen Alanin legt eine Beteilung dieser Aminosdurereste an der Katalyse wie fiir die bak-
terielle SQR beschrieben nahe. Abb. 4.6 zeigt den mdglichen Mechanismus der Watt-
wurm-SQR mit Beteiligung von His 86 und 299.

Die Rolle des Aspartats kann aus den vorliegenden Ergebnissen nicht genau
vorhergesagt werden. Unter 4.1.1 wurde eine Beteiligung an der Bindung der
Riboseeinheit des FAD bereits diskutiert, definitiv belegt werden kann dies allerdings nur
durch eine Strukturaufkldrung. Interessant wire im Vergleich eine Kristallstruktur eines

Vertreters aus Gruppe I, der an dieser Position ein Valin besitzt.

4.4 Die physiologische Bedeutung der mitochondrialen SQR

4.4.1 Thiosulfat als Endprodukt der Sulfidentgiftung?

Bei der bakteriellen SQR wurde als Endprodukt Polysulfid nachgewiesen, das entsteht,
wenn Sulfid die Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen spaltet und ein enzymgebunde-
nes Persulfid, also Sulfanschwefel, gebildet wird. Der Sulfanschwefel wird wiederum auf
ein weiteres Sulfidmolekiil iibertragen und H,S, entsteht. Die Kette kann noch weiter ver-
langert werden, so dass am Ende der Reaktion Polysulfide mit einer durchschnittlichen
Kettenldnge von zehn Schwefelatomen vorliegen. In intakten Zellen wird hieraus elemen-
tarer Schwefel gebildet (Griesbeck et al. 2002).

Die Bildung von Elementarschwefel wurde nur fiir wenige Eukaryoten beschrieben,
hierunter Pilze (Pezet und Pont 1977), die Rotalgen Erythrophyllum (Izac, Stierle und Sims
1982) und Ceramium (Ikawa et al. 1973), die Griinalge Chlorella fusca (Krauss, Schéfer
und Schmidt 1984) und der marine Nematode Oncholaimus campylocercoides (Thiermann,
Visman und Giere 2000). Von dieser Seite betrachtet ist es nicht weiter verwunderlich,
dass das Endprodukt der eukaryotischen SQR kein freies Polysulfid oder Elementarschwe-
fel ist. Vielmehr wurde bislang Thiosulfat als Hauptprodukt der Sulfidentgiftung im Watt-
wurm beschrieben und postuliert, dass dieses von einem SQR-dhnlichen Enzym gebildet
wird (Volkel und Grieshaber 1992; 1994). Wie bereits oben erwéhnt (auch 3.6.2), konnte
in Gegenwart von Cyanid im SQR-Reaktionsansatz Thiocyanat nachgewiesen werden,
nicht jedoch Thiosulfat (Abb. 3.18). Auch Sulfit, ebenfalls ein mdgliches Oxidationspro-
dukt, war nicht nachzuweisen (Abb. 3.19). Der Verbrauch von Sulfid konnte dahingegen
eindeutig nachgewiesen werden, wie in Abb. 3.20 zu erkennen ist. Nun sind folgende Fra-
gen zu kldren: Was ist das dritte Substrat der Wattwurm-SQR in vivo, und wie kommt es

zur Thiosulfatbildung?
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4.4.2 Thiosulfatbildung in den Mitochondrien des Wattwurms?

Die Thiosulfatbildung in den Mitochondrien des Wattwurms wurde bereits mehrfach
nachgewiesen (z.B. Volkel und Grieshaber 1992; 1994). Vilkel und Grieshaber (1996)
konnten zudem zeigen, dass der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien mit steigender
Sulfidkonzentration zunimmt und zugleich stochiometrisch Thiosulfat mit einer Rate von
bis zu 4 nmol'min"'mg" gebildet wird. Es liegt somit nahe, dass Thiosulfat aus Sulfid
gebildet wird. Untermauert wird dies auch durch eine Verdftentlichung von O’Brien und
Vetter (1990): Sie konnten zeigen, dass die Mitochondrien der Muschel Solemya reidi
Sulfid oxidieren und dabei Thiosulfat produzieren. In ihren Experimenten verwendeten sie
radioaktiv markiertes Na23SS und konnten nachweisen, dass beide Schwefelatome im
Thiosulfat ebenfalls markiert waren. Sie stellten heraus, dass die beiden Schwefelatome
des Thiosulfats in unterschiedlichen Oxidationsstufen vorliegen, der &uflere
Sulfanschwefel als S° und der innere Schwefel als S*. Als erster Schritt wire die Bildung
von Sulfit als Folge einer sechs-Elektronen Oxidation denkbar gewesen, gefolgt von einer
Sulfurtransferase-Reaktion, die Sulfanschwefel auf Sulfit iibertrdgt. Nach Zugabe eines
Uberschusses von nicht-markiertem Sulfit konnten sie tatsichlich Thiosulfat nachweisen,
das nur ein *S-Atom enthielt. Daraus schlossen sie, dass Thiosulfat in mindestens zwei
Schritten aus Sulfid gebildet wird: Zunachst wird Sulfid zu Sulfit oxidiert, dann wird durch
Ubertragung eines Sulfanschwefels auf Sulfit Thiosulfat gebildet.

Welche Rolle konnte die SQR bei der Bildung von Thiosulfat spielen, das sie bis-
her in vitro nicht selbst direkt bildet? Fiir die SQR (beschrieben fiir die Spalthefe in Vande
Weghe und Ow 1999 und in dieser Arbeit) und die Rhodanase (Picton et al. 2002) wurde
bislang nachgewiesen, dass sie Sulfid als Substrat verwerten konnen. Die Rhodanase ist
wie die SQR in den Mitochondrien lokalisiert, ihr K, fiir Sulfid liegt jedoch bei 8,8 mM
bei einer maximalen Aktivitit von 14,6 nmol-min’lmg'l. Der K., der fiir die SQR der
Spalthefe ermittelt wurde, liegt zwar ebenfalls im millimolaren Bereich (2 mM, Vande
Weghe und Ow 1999), jedoch wurde hier auch ohne Cyanid als Schwefelakzeptor gemes-
sen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die heterolog exprimierte SQR des
Wattwurms in Gegenwart von Cyanid einen K, von 22,9 uM gegeniiber Sulfid hat. Die
Rhodanaseaktivitit wurde ebenfalls in Gegenwart von Cyanid (50 mM) bestimmt, die ge-
ringe Substrataffinitdt macht die Rhodanase aber zu einem weniger geeigneten Kandidaten

fiir eine schnelle Sulfidentgiftung.
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4.4.3 Eine Schwefel-Dioxygenase bei Eukaryoten?

Unter der Annahme, dass die SQR das einzige mitochondriale Enzym ist, dessen
Substrat Sulfid in mikromolaren Konzentrationen ist, wire folgender Weg bis zum Thio-
sulfat vorstellbar:

Rohwerder und Sand (2003) konnten als Substrat der Schwefel-Dioxygenase
(SDO) (EC 1.13.11.18) aus Acidithiobacillus spp. und Acidiphilium spp. den Sulfanschwe-
fel von Persulfiden nachweisen: Die SDO katalysiert die Oxidation von elementarem

Schwefel in Gegenwart von Sauerstoff zu Sulfit:

1/8Sg+ 0, + HLO ——» SO;” +2H"

Da Elementarschwefel aus einem stabilen Octasulfanringsystem besteht, das orthorhombi-
sche Kristalle mit sehr geringer Wasserloslichkeit bildet (Steudel 2000), wurde schon frii-
her postuliert, dass der Schwefel vor der Oxidation aktiviert werden muss. Glutathion rea-
giert mit Elementarschwefel zu Glutathion-Persulfid, das von der SDO als Substrat ange-
nommen wird (Rohwerder und Sand 2003). Bei Bakterien wird das gebildete Sulfit durch
eine Sulfit: Akzeptor (vermutlich Cytochrom; Vestal und Lundgren 1971) Oxidoreduktase
zu Sulfat oxidiert. Rohwerder und Sand (2003) diskutierten auch eine Beteiligung der SQR
als Persulfiddonor fiir die SDO.

Eine SDO oder ein SDO-éhnliches Enzym, das den an der SQR gebundenen Sul-
fanschwefel als Substrat verwendet und unter Sauerstoffverbrauch Sulfit bildet, wire auch
in den Wattwurmmitochondrien denkbar (dargestellt in Abb. 4.3). Tatséchlich konnte in
den Mitochondrien des Wattwurms (und auch in Rattenmitochondrien) SDO-Aktivitét in
Gegenwart von Glutathion und Schwefel gemessen werden (Tatjana Przywara, Institut fiir
Zoophysiologie, Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf, personliche Mitteilung). Hierbei
wird Sulfit gebildet. Ebenfalls konnte ein zweites Enzym isoliert werden, dass aus Sulfit
und einem Persulfid Thiosulfat bildet (Tatjana Przywara, personliche Mitteilung). Versu-
che, die beiden gereinigten Enzyme zusammen mit gereinigter SQR/His in vitro zu kombi-
nieren, blieben bislang erfolglos. Nach Sulfidzugabe konnte weder eine decyl-Ubichinon-
Reduktion (SQR-Aktivitét), noch ein Sauerstoffverbrauch (SDO-Aktivitdt) gemessen wer-
den. Vielleicht liegen die Enzyme in vivo als Komplex oder an der Membran assoziiert vor,
und die Interaktion kann in Losung nicht stattfinden. Auf diesem Gebiet miissen noch wei-

tere Experimente durchgefiihrt werden. Leider ist bislang noch keine Gen- oder Proteinse-
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quenz einer SDO in Datenbanken verdffentlicht, um nach Homologen in eukaryotischen

Genomen zu suchen.

4.4.4 Geringe Sauerstoff- und hohe Sulfidkonzentrationen — ein Problem?

Solange genug Sauerstoff zur Verfligung steht, ist die Entgiftung von Sulfid kein Problem.
Ein Weg mit Beteiligung eines SDO-dhnlichen Enzyms und einer Sulfurtransferase, die
Sulfanschwefel auf Sulfit tibertrdgt und somit Thiosulfat entsteht, wére denkbar. Doch der
Wattwurm ist in seinem Lebensraum regelméBig bei Ebbe hohen Sulfidkonzentrationen
und gleichzeitig geringen Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt. Volkel und Grieshaber
(1994) konnten zeigen, dass die Sulfidoxidation im Wattwurm sauerstoffabhéngig ist. Un-
ter normoxischen Bedingungen konnten sie bei Inkubation mit bis zu 330 pM Sulfid keine
signifikante Zunahme von Succinat, dem typischen Endprodukt der Anaerobiose (Schroff
und Schéttler 1977; Grieshaber et al. 1994; Tielens et al. 2002), in der Coelomfliissigkeit
beobachten. Sulfid wurde stochiometrisch zu Thiosulfat umgesetzt und erst bei hoheren
Sulfidkonzentrationen bis zu 1 mM war Succinat nachweisbar. Wohlgemuth, Taylor und
Grieshaber (2000) untersuchten ebenfalls die Bildung von Succinat und Thiosulfat im
Wattwurm bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen. Unter normoxischen Bedin-
gungen konnten sie kein Succinat in Kontrolltieren und Tieren, die mit 27 uM bzw.
117 uM Sulfid inkubiert wurden, nachweisen. Unter anoxischen Bedingungen jedoch stieg
der Succinatgehalt in den Kontrollen ohne Sulfid auf etwa 1,5 umol/g Frischgewicht, bei
den mit 27 uM Sulfid inkubierten Tieren waren etwa 2,6 umol Succinat/g Frischgewicht
nachweisbar, nach Inkubation mit 117 uM Sulfid waren es sogar iiber 4 pmol Succinat/g
Frischgewicht. Die Thiosulfatkonzentration in der Coelomfliissigkeit nahm mit steigender
Sulfidkonzentration auf bis zu 5 mM bei einer Sulfidkonzentration von 200 uM und nor-
moxischen Bedingungen zu, bei hoheren Sulfidkonzentrationen nahm sie wieder ab. Unter
anoxischen Bedingungen konnten Wohlgemuth, Taylor und Grieshaber (2000) weder nach
Inkubation mit 27 pM noch mit 117 pM Sulfid Thiosulfat in der Coelomfliissigkeit oder
dem Hautmuskelschlauch nachweisen. Erst mit steigender Sauerstoffkonzentration nahm
auch die Thiosulfatkonzentration zu.

Marine Invertebraten wie der Wattwurm sind generell zur anaeroben Energiege-
winnung fahig (zusammengefasst in Grieshaber et al. 1994). Die Fumarat-Reduktase z.B.
benutzt Fumarat als finalen Elektronenakzeptor, und es entsteht Succinat. Die Elektronen
erhilt die Fumarat-Reduktase nicht von Ubichinon, sondern von Rhodochinon, dessen ge-

ringeres Redoxpotential diese Reaktion ermdglicht (Van Hellemond und Tielens 1994;
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Tielens und Van Hellemond 1998). Auch die Mitochondrien des Wattwurms besitzen Fu-
marat-Reduktase-Aktivitidt und es konnte gezeigt werden, dass Rhodochinon etwa 40 %

des gesamten Chinonanteils im Hautmuskelschlauch ausmacht (Van Hellemond et al.

1995).
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Abb. 4.3: Mdgliche Funktionen der SQR in den Mitochondrien des Wattwurms Arenicola marina.
Sulfid diffundiert durch die Mitochondrienmembran und wird von der SQR oxidiert. Der Schwefel liegt
zunédchst als Sulfanschwefel an der SQR gebunden vor. Der Sulfanschwefel kann z.B. auf Thioredoxin iiber-
tragen werden (diese Arbeit) und das enstehende Thioredoxin-Persulfid fiir andere Enzyme als Persulfiddo-
nor zur Verfligung stehen. Ein Enzym dhnlich der bakteriellen SDO kdnnte auch den Sulfanschwefel an der
SQR ablésen und in Gegenwart von Sauerstoff zu Sulfit oxidieren. Ein weiteres Enzym, evtl. eine Sul-
furtransferase (?) tibertrdgt Sulfanschwefel auf Sulfit und Thiosulfat entsteht. An der SQR gebundener Sul-
fanschwefel kann auch fiir die Bildung von FeS- oder Molybdéin-Proteinen verwendet werden. Unter anae-
roben Bedingungen wére ein Elektronentransfer auf Rhodochinon denkbar. AnschlieBend kann der SQR-
gebundene Sulfanschwefel entweder fiir den Einbau in Proteine verwendet werden, oder auf Sulfurtransfera-
sen ibetragen und dort gespeichert werden. UQ: Ubichinon; RQ: Rhodochinon; SDH: Succinat-
Dehydrogenase; FRD: Fumarat-Reduktase; Cyt c: Cytochrom c; SQR: Sulfid:Chinon Oxidoreduktase; SDO:
Schwefel-Dioxygenase; ?: Protein mit Sulfurtransferase-Aktivitit,; TRX: Thioredoxin.

Moglicherweise ist die SQR unter anaeroben Bedingungen in der Lage, die Elekt-

ronen aus Sulfid auf Rhodochinon zu iibertragen, die dann wiederum von der Fumarat-
Reduktase auf Fumarat geleitet werden und Succinat entsteht (Abb. 4.3). Experimentell
wurde dies bislang noch nicht fiir Eukaryoten nachgewiesen, jedoch kann z.B. das anaero-
be, chemotrophe Rumenbakterium Wolinella succinogenes mit Sulfid und Fumarat als E-

nergiequellen wachsen (Macy et al. 1986). Simon et al. (1998) konnten zeigen, dass Woli-
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nella-Mutanten ohne Fumarat-Reduktase nicht mehr mit Sulfid und Fumarat wachsen
konnten. Daraus schlossen sie, dass die Sulfidoxidation durch Fumarat eine Sulfid-
Dehydrogenase, Menachinon und die Fumarat-Reduktase erfordert. Bakterien sind — wie
bereits erwahnt — in der Lage, freie Persulfide bzw. Elementarschwefel aus Sulfid zu bil-
den. Diese Féhigkeit wurde bislang jedoch nur fiir wenige Eukaryoten nachgewiesen.
Vielmehr wire vorstellbar, dass der Sulfanschwefel von der SQR auf andere Proteine, wie
z.B. Sulfurtransferasen tibertragen und dort ,,gespeichert” wird. Er kann z.B. fiir den Ein-
bau in Eisen-Schwefel-Zentren oder zur Synthese von Molybdénproteinen verwendet wer-
den, oder — sobald wieder Sauerstoff verfiigbar ist — weiter zu Thiosulfat oxidiert werden.
Wolinella z.B. kann Sulfanschwefel mit Hilfe des Sud-Proteins (E.C. 1.97.1.3) speichern
und verfiigbar machen. Sud ist als Dimer aktiv und kann je Untereinheit bis zu zehn
Schwefelatome aus Polysulfiden binden (Klimmek et al. 1998; 1999).

Sulfanschwefel konnte auch bei Eukaryoten als Sulfid-Entgiftungsprodukt unter
anaeroben Bedingungen nachgewiesen werden. Ip et al. (1997) konnten bei dem Spritz-
wurm Phascolosoma arcuatum eine dreifache Zunahme von Sulfanschwefel gegeniiber
aeroben bzw. nicht-sulfidischen Kontrollen nachweisen, wenn die Tiere anaerob mit Sulfid
inkubiert wurden. Sie stellten fest, dass die Tiere Thiosulfat aus dem Medium aufnehmen,
und bei einer anaeroben Inkubation mit Sulfid und Thiosulfat konnte mehr Sulfanschwefel
nachgewiesen werden, als mit Sulfid allein. Sie untersuchten auch die spezifische Aktivitét
der Rhodanase im Hautmuskelschlauch der Wiirmer und stellten dabei eine signifikante
Aktivititszunahme bei Sulfid- und/oder Thiosulfat-inkubierten Tieren fest. Spéter fiihrten
Ip, Kuah und Chew (2004) dhnliche Experimente mit dem Schlammspringer Boleophthal-
mus boddaerti durch. Auch sie konnten eine Zunahme von Sulfanschwefel in der Muskula-
tur und der Leber nach hypoxischer Sulfidinkubation nachweisen. Die spezifische Aktivitit
der Rhodanase wurde ebenfalls gesteigert. Diese Ergebnisse bestitigen die Vermutung,
dass unter anaeroben Bedingungen der Schwefel in Form von Sulfanschwefel gelagert
wird (Abb. 4.3). Weitere Experimente hierzu sind jedoch notwendig, um den Mechanismus

und die beteiligten Enzyme genauer zu untersuchen.

4.4.4 SQR und Sulfid in hoheren Eukaryoten

Wie bereits erwihnt, wurde bereits 1972 tiber Rattenmitochondrien berichtet, die in
der Lage sind, Sulfid zu oxidieren (Curtis et al.). Spéter wurde dies auch fiir Fisch- und
Hiihnermitochondrien gezeigt (Bagarinao und Vetter 1990; Yong und Searcy 2001).
Gagneur (2006) konnte dariiber hinaus eine Sulfid- und Cyanid-abhidngige decyl-
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Ubichinon-Reduktion (wie unter 2.11.6.1 beschrieben) in Ratten- und Bienenmitochond-
rien messen. Im Lebensraum dieser Tiere liegen in der Regel keine nennenswerten Sulfid-
konzentrationen vor, dennoch scheinen die fiir die Sulfidoxidation notwendigen Enzyme,
einschlieBlich der SQR, exprimiert zu werden.

Nun ist Sulfid nicht nur in bestimmten Lebensrdumen anzutreffen, sondern es wird
auch endogen sowohl in marinen Invertebraten wie Arenicola marina und der Muschel
Tapes philippinarum (Julian et al. 2002) als auch in Sdugern (Goodwin et al. 1989; Ware-
nycia et al. 1989; Savage und Gould 1990) gebildet. Ausgehend von L-Cystein, kann Sul-
fid auf mindestens 4 verschiedenen Wegen synthetisiert werden (zusammengefasst in Ka-
moun 2004). In den Mitochondrien sind hauptsdchlich die Enzyme Cystein-
Aminotransferase (E.C. 2.6.1.3) und 3-Mercapto-Sulfurtransferase (E.C. 2.8.1.2) fiir die
Bildung von Sulfid verantwortlich (zusammengefasst in Kamoun 2004). Das erste Enzym
katalysiert zunichst die Reaktion von L-Cystein mit einer Ketosédure (z.B. a-Ketoglutarat),
wobei 3-Mercaptopyruvat und eine Aminosdure (z.B. L-Glutamat) entstehen. 3-
Mercaptopyruvat kann durch die 3-Mercaptopyruvat-Sulfurtransferase desulfuriert werden,
wobei Sulfid und Pyruvat entstehen (Julian et al. 2002). Dariiber hinaus produzieren auch
die anaeroben sulfatreduzierenden Bakterien, z.B. im menschlichen Darm Sulfid in Kon-
zentrationen, die bereits Komplex IV hemmen (MacFarlane, Gibson und Cummings 1992).

1996 wiesen Abe und Kimura erstmals auf eine Rolle von Sulfid als intrazellulédrer
Botenstoff in Sdugern hin, und seit 2001 (Baranano, Ferris und Snyder) wird die Funktion
von Sulfid als atypischer Neuromodulator, zusammen mit den Gasen NO und CO, vielfach
diskutiert und untersucht. Eine Uberproduktion von Sulfid, hervorgerufen durch eine ge-
steigerte Aktivitdt der sulfidproduzierenden Enzyme, kann zu schwerwiegenden Schéiden
im Gehirn fiihren. So ist zum Beispiel die cytosolische Cystathion--Synthase (CBS; E.C.
4.2.1.22) hauptsichlich fiir die nicht-mitochondriale Sulfidproduktion verantwortlich (zu-
sammengefasst in Kamoun 2004). Bei Patienten mit Down-Syndrom wurde eine 150 %ige
Steigerung der CBS-Aktivitit nachgewiesen (Chadefaux et al. 1985). Die hohen Sulfid-
konzentrationen werden fiir die mit dem Alter zunehmende geistige Retardierung der Pati-
enten verantwortlich gemacht (Kamoun 2001). Diese Patienten scheiden auch 2,3mal so-
viel Thiosulfat aus wie gesunde Kontrollpersonen (Belardinelli et al. 2001). Auch in Sau-
gern wird das endogen gebildete Sulfid zundchst mit Sauerstoff zu Thiosulfat oxidiert (Hu-
ang, Khan und O'Brien 1998). Eine nicht niher charakterisierte ,,Sulfid-Oxidase* soll die-
se Reaktion katalysieren. Es wire vorstellbar, dass in diesem Reaktionsweg die SQR eines

der beteiligten Enzyme ist.

84



Diskussion

Auch das im menschlichen Darm durch Bakterien gebildete Sulfid muss entgiftet
werden, denn es steht in Verdacht, chronische Darmerkrankungen zu verursachen (Pitcher,
Beatty und Cummings 2000). Es konnte gezeigt werden, dass die Rhodanase Sulfid entgif-
ten kann und ihre Expression bei Patienten mit Darmentziindungen und Darmkrebs verrin-
gert ist (Picton et al. 2002; Ramasamy et al. 2006). Da die Affinitdt der Rhodanase gegen-
tiber Sulfid mit einem K, von 8,8 mM gering ist (Picton et al. 2002), wire es u.U. gewinn-

bringender zu untersuchen, ob die SQR ebenfalls eine Rolle spielt.

4.5 Die Evolution der SQR oder ,,Hatte der Vorfahr der Mitochondrien eine SQR?*

Anaerobe Mitochondrien sind besonders interessant, wenn die Frage beantwortet werden
soll: wie sah eigentlich der Vorfahr unserer Mitochondrien aus?

Der Vorfahr der Mitochondrien wird als ein fakultativ anaerobes, wasserstoffpro-
duzierendes Eubakterium diskutiert (Martin und Miiller 1998). Bei dem Eubakterium han-
delte es sich vermutlich um ein o-Proteobakterium (Martin und Miiller 1998; Gray et al.
1999). Von ihm stammen Mitochondrien und ihre wasserstoff-produzierenden Verwand-
ten, die Hydrogenosomen (Miiller 1993), ab. Ein fakultativ anaerober Stoffwechsel ist auch
heute noch bei einigen Mitochondrien zu finden. Zum Beispiel bei dem Flagellaten Eugle-
na gracilis, verschiedenen parasitischen Helminthen (Fasciola hepatica, Ascaris suum)
oder auch marinen Invertebraten wie dem Wattwurm (Tielens et al. 2002). Unter 4.3 wurde
ein mogliches Zusammenspiel der Fumarat-Reduktase und der SQR unter anaeroben Be-
dingungen diskutiert. Die ersten Eukaryoten sind vor mindestens 1,5 Billionen Jahren ent-
standen, als die tieferen Gewésser der Erdozeane anoxisch und sulfidisch waren (Javaux,
Knoll und Walter 2001). In dieser Zeit war ein Enzym wie die SQR wahrscheinlich iiber-
lebenswichtig fiir diese frithen Eukaryoten.

Die eukaryotische SQR verzweigt nicht spezifisch mit einer a-proteobakteriellen
SQR (Abb. 3.24 und 3.25). Obwohl solch eine spezifische Verzweigung als Kriterium fiir
kernkodierte Gene mit mitochondrialem Ursprung postuliert wurde (Kurland und Anders-
son 2000; Canback, Andersson und Kurland 2002), kann sie nicht einfach als Gegenargu-
ment angebracht werden. Die SQR ist ein Protein mit einer Ubereinstimmung von nur
23 % in vielen paarweisen Alignments (siehe 3.2). Fiir Proteine mit so geringer Konservie-
rung wurde der Verlust von phylogenetischen Signalen bereits beschrieben (Martin et al.
2002). Die eukaryotischen Sequenzen werden mit Ausnahme von Dictyostelium mit einem
Bootstrap von 73 % zusammen gruppiert (untere Abb. 3.25). Werden Dictyostelium und

auch Chloroflexus und Staphylococcus mit eingeschlossen, so liegt der Bootstrap fiir diese

85



Diskussion

Gruppierung sogar bei 83 %. In Abb. 3.24 ist zu erkennen, dass die SQR unter Prokaryoten
wahrscheinlich durch lateralen Gentransfer (LGT) verbreitet wurde. In Gruppe III sind
Archaebakterien und Proteobakterien durchmischt und nicht deutlich voneinander getrennt.
Lateraler Gentransfer ist unter Prokaryoten verbreitet und wird vielfach im Zusammenhang
mit Gen- und Genomevolution diskutiert (Gogarten, Doolittle und Lawrence 2002). So ist
vermutlich auch das Auftreten der bakteriellen Sequenzen von Chloroflexus und Staphy-
loccus durch lateralen Gentransfer zu erklaren.

Auch fiir andere Proteine, die zur anaeroben Energiegewinnung beitragen, kann ein
eubakterieller Ursprung nicht mit absoluter Gewissheit durch phylogenetische Analysen
nachgewiesen werden, darunter z.B. die [Fe]-Hydrogenase (Horner, Foster und Embley
2000; Horner et al. 2002), die Pyruvat: Ferredoxin Oxidoreduktase (PFO) (Horner, Hirt
und Embley 1999; Rotte et al. 2001), viele glykolytische Enzyme (Hannaert et al. 2000)
sowie die NADH-Oxidase (Nixon et al. 2002). Dennoch ist es wahrscheinlich, dass samtli-
che Enzyme, die an der anaeroben (und auch aeroben) Energiegewinnung beteiligt sind,
gemeinsam iibertragen wurden. Der Vorfahr der Mitochondrien dhnelte vielleicht heute
existierenden fakultativ anaeroben a-Proteobakterien wie Rhodospirillum rubrum, das eine
SQR und z.B. Rhodochinon besitzt (Okayama et al. 1968). Einem Erwerb ,,als Ganzes*
steht eine eher unwahrscheinliche ,,Stiick-fiir-Stiick*-Ansammlung der verschiedenen En-
zyme und Komponenten (z.B. Chinone) gegeniiber.

Somit wurde auch die eukaryotische SQR vermutlich nur einmal im Laufe der Evo-
lution iibertragen, und zwar von dem Vorfahren der Mitochondrien. Damals war sie essen-
tiell fiir die ersten Eukaryoten. Auch heute noch sind viele Tiere auf dieses Enzym ange-
wiesen, wie z.B. der Wattwurm, der im sulfidhaltigen Sediment lebt. Aber vielleicht ist sie
auch fiir Lebewesen wichtig, die zwar in ihrem Lebensraum nicht Sulfid ausgesetzt sind,

aber endogen Sulfid produzieren.

4.6 Ausblick

Dass sich der Mechanismus der eukaryotischen SQR von dem der bereits charakterisierten
bakteriellen SQRs unterscheidet, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden. Dennoch sind
weitere Untersuchungen nétig, um den Mechanismus aufzukldren. Die heterologe Expres-
sion und anschlieBende Reinigung kann optimiert werden, um hohere Proteinausbeuten in
groBBerer Reinheit zu erhalten, die dann z.B. Kristallisationsversuche ermoglichen.

Auch die tatsdchlichen Interaktionspartner der SQR in vivo sind noch nicht bekannt.

Es ist die Frage zu kldren, ob Thioredoxin tatséchlich eine Rolle spielt. Da in der vorlie-

86



Diskussion

genden Arbeit nur Thioredoxin aus E. coli verwendet wurde, wire es interessant, die Akti-
vitdt der Wattwurm-SQR mit Wattwurm-Thioredoxin zu iiberpriifen. Auflerdem muss un-
tersucht werden, ob die Enzyme, die einer bakteriellen Schwefel-Dioxygenase dhneln und

deren Aktivitdt im Wattwurm gemessen wurde, mit der SQR interagieren konnen.
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6. Anhang

1. Zugangsnummern der verwendeten SQR-Sequenzen

Anopheles gambiae
Aphanothece halophytica
Apis mellifera

Aquifex aeolicus
Archaeoglobus fulgidus
Aspergillus fumigatus

Bos taurus

Burkholderia fungorum
Canis familiaris
Chlorobium tepidum
Chloroflexus aurantiacus
Danio rerio

Desulfovibrio desulfuricans
Dictyostelium discoideum
Drosophila melanogaster
Ferroplasma acidarmanus
Gallus gallus

Homo sapiens

Magnetococcus sp.

Magnetospirillum magnetotacticum

Mus musculus
Nitrosomonas europaea
Nostoc sp. PCC 7120
Oscillatoria limnetica
Pasteurella multocida
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas syringae
Pyrobaculum aerophilum
Ralstonia metallidurans

Ralstonia solanacearum

100

EAA08424
AAF72963
XP 397487
NP 214500
NP_069393
XP 746894
AAI04606
ZP_ 00032335
XP 535464
NP 661917
ZP_ 00765547
XP_ 701822
ABB37024
XP 629726
NP_647877
ZP_ 00610125
XP 413825
AAH16836
ZP_ 00605828
ZP_ 00055086
BAB25580
NP 842556
NP 488552
AAF72962
NP 246416
NP 251035
YP 349187
YP 233191
NP_560139
YP 584519
NP_519663



Anhang

Rhodobacter capsulatus
Rhodobacter sphaeroides
Rhodospirillum rubrum
Schizosaccharomyces pombe
Staphylococcus aureus
Sulfolobus solfataricus
Sulfolobus tokodaii
Synechocystis sp. PCC
Thermoplasma volcanium
Thermosynechococcus elongatus
Thiobacillus denitrificans
Xenopus laevis

Xenopus tropicalis

2. Zugangsnummern anderer Sequenzen

Flavocytochrom c¢ (Allochromatium vinosum)
Glutathion-Reduktase (Homo sapiens)
Thioredoxin-Reduktase (Homo sapiens)

Pyruvat-Dehydrogenase (Homo sapiens)

CAA66112
YP 355064
YP 427394
NP_596067
NP_ 370612
NP 343961
NP 378208
NP 440916
NP 110992
NP_681079
AAM52227
AAH54152

NP_001016956

AAB86576
NP_000628
AAB35418
AAF67480
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Wattwurm Arenicola marina ist in seinem Lebensraum relativ hohen Sulfidkonzentra-
tionen ausgesetzt. Durch Untersuchungen an ganzen Tieren bzw. isolierten Mitochondrien
wurde nachgewiesen, dass der Wattwurm Sulfid tolerieren und die Elektronen aus Sulfid
sogar zur ATP-Synthese nutzen kann. Es wurde ein der bakteriellen Sulfid:Chinon Oxido-
reduktase (SQR) dhnliches Enzym in den Mitochondrien der Tiere vermutet, das die Elekt-
ronen von Sulfid auf Ubichinon iibertragt.

In der vorliegenden Arbeit konnte das Gen fiir die SQR aus dem Wattwurm isoliert
und erfolgreich in der Mitochondrienmembran der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae
exprimiert werden. Die Fusion des Proteins mit sechs Histidinen ermdglichte eine einfache
Reinigung iiber eine NiNTA-Matrix.

Im Gegensatz zu den bereits charakterisierten bakteriellen SQRs ist die SQR des
Wattwurms nur in Gegenwart von millimolaren Konzentrationen Cyanid aktiv. Wie das
Enzym Rhodanase, iibertriagt sie Sulfanschwefel auf Cyanid, wobei Thiocyanat gebildet
wird. Cyanid konnte durch mikromolare Konzentrationen Thioredoxin zusammen mit mil-
limolaren Konzentrationen Sulfit ersetzt werden.

Auch auf Proteinsequenzebene unterscheiden sich die SQRs aus dem Wattwurm
und anderen Eukaryoten von den bakteriellen Enzymen. So konnten nur drei der fiir Letz-
tere identifizierten SQR-Fingerprints in allen Sequenzen nachgewiesen werden, darunter
zwei Cysteine und ein konserviertes Glycin in der FAD-Bindedomédne III. Ein drittes
Cystein fehlt den eukaryotischen SQRs, und in der FAD-Bindedomine besitzen sie kein
konserviertes Valin (wie die bakteriellen SQRs), sondern ein Aspartat.

Es wurden sechs in eukaryotischen SQRs konservierte Aminoséuren durch gerich-
tete Mutagenese ausgetauscht. Bei keinem der mutierten Proteine war Aktivitidt nachweis-
bar. In Anlehnung an den bereits aufgeklarten Reaktionsmechanismus der bakteriellen
SQR wurde ein Mechanismus fiir die mitochondriale SQR vorgeschlagen.

Als Endprodukt der Sulfidentgiftung wurde bislang in Wattwiirmern und ihren Mi-
tochondrien Thiosulfat nachgewiesen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Thio-
sulfat nicht direkt von der SQR gebildet wird. Diese bildet wahrscheinlich nur ein enzym-
gebundenes Persulfid, das z.B. von Thioredoxin oder moglicherweise einer Sulfurtransfe-
rase abgelOst und in Gegenwart von Sauerstoff weiter zu Thiosulfat verarbeitet wird. Unter
anaeroben Bedingungen wire vorstellbar, dass der Schwefel aus Sulfid zunichst als Sul-

fanschwefel gespeichert wird.
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Zusammenfassung

Die SQR ist wahrscheinlich nicht nur fiir den Wattwurm ein wichtiges Enzym. In
den Genomen sdmtlicher Eukaryoten konnten Homologe identifiziert werden. Es ist be-
kannt, dass Sulfid endogen in Siugern gebildet wird, und eine Uberproduktion bzw. unzu-
reichende Entgiftung zu schwerwiegenden Erkrankungen fiihren kann.

Wahrscheinlich hatte der Vorfahre unserer Mitochondrien bereits eine SQR, denn
zu der Zeit, als die ersten Eukaryoten entstanden sind, waren die tieferen Gewisser der
Erdozeane sulfidisch und anoxisch. Die SQR ist also ein Relikt aus dieser Zeit, das aber
wahrscheinlich auch heute noch von groBler Bedeutung fiir viele Tiere ist, die in sulfidi-
schem Milieu leben, aber auch fiir solche, die endogen Sulfid produzieren, das entgiftet

werden muss.
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Abstract

Abstract

The lugworm Arenicola marina inhabits sulfide-rich marine sediments. It was shown for
whole animals and isolated mitochondria, that the lugworm tolerates sulfide and the elec-
trons from sulfide can be used for ATP-production. An enzyme similar to bacterial sul-
fide:quinone oxidoreductase (SQR), which transfers electrons from sulfide to ubiquinone,
was postulated to be involved in the mitochondrial detoxification of sulfide.

In this work, the sqr-gene from Arenicola marina was isolated and successfully
expressed in the mitochondrial membrane of the yeast Saccharomyces cerevisiae. The pro-
tein was fused with six histidines for purification on a NiNTA-matrix.

In contrast to bacterial SQR, which was characterized in detail, the lugworm-SQR
is active only in the presence of cyanide in millimolar concentrations. Lugworm SQR cata-
lyzes the transfer of sulfur to cyanide with formation of thiocyanate, similar to the enzyme
rhodanese. Cyanide could be replaced by micromolar concentrations of thioredoxin in
combination with millimolar concentrations of sulfite.

Comparisons of the SQR protein sequences from the lugworm and other eukaryotes
with bacterial SQRs revealed significant differences as well. Only three of five SQR fin-
gerprints identified for bacterial SQR were conserved in all sequences, including two cys-
teines and a glycine in the FAD-binding domain III. Eukaryotic SQR lacks a third cysteine
conserved in bacterial SQR and in the FAD-binding domain, eukaryotic sequences possess
a conserved aspartate instead of valine.

Six amino acids conserved in all eukaryotic SQRs were exchanged by site directed
mutagenesis. None of the mutated enzymes showed detectable activity. Referring to the
bacterial reaction mechanism, a mechanism for mitochondrial SQR is proposed.

Thiosulfate was proposed to be the main detoxification product of sulfide in whole
animals and lugworm mitochondria. In this work, it was shown that thiosulfate is not pro-
duced by SQR directly. Probably, the enzyme binds sulfur as a persulfide, which can be
transferred to thioredoxin or sulfurtransferases. In the presence of oxygen, the oxidation to
thiosulfate by another enzyme is possible. Under anaerobic conditions, the sulfur from sul-
fide could be stored as sulfane-sulfur.

SQR is probably not only important for sulfide-exposed animals like the lugworm,
as homologs were found in the genomes of many other eukaryotes. As sulfide is produced
endogenously in mammals, and overproduction or insufficient detoxification leads to dis-

eases, SQR might play an important role here.
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Abstract

Most likely, the ancestor of mitochondria possessed SQR, because the first eu-
karyotes existed at a time, when the ocean waters were sulfidic and anoxic. For the first

eukaryotes SQR was essential, but even today it might be important for all eukaryotes.
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