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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Kohlenmonoxid (CO) ist ein geruch- und farbloses, giftiges und brennbares Gas.
Es entsteht hauptsachlich bei der unvollstéandigen Verbrennung fossiler
Brennstoffe. Natirliche Quellen sind z.B. die Vegetation, Weltmeere, Vulkangase
sowie Photodissoziation und elektrische Entladungen in der héheren Atmosphare.
Fir warmblltige Tiere und Menschen ist CO ein Atemgift. Dabei beruht die
Giftigkeit von Kohlenmonoxid auf der Reaktion mit dem Hamoglobin des Blutes
und seiner hoheren Affinitdt zu terminalen Cytochrom-Oxidasen. Unter
natidrlichen Bedingungen wird CO durch abiotische oder biologische Reaktionen
zu CO, oxidiert. Zahlreiche aerobe und anaerobe Bakterien aus dem Reich der
Bakterien und dem Reich der Archaea sind in der Lage, CO zu CO, zu oxidieren
und dabei CO als Energie- und Kohlenstoff-Quelle zu verwenden (Conrad und
Seiler 1980).

1.1 Mikrobielle CO-Oxidation

Der anthropogene CO-AusstoB in Deutschland betragt pro Jahr 4.593 kt
(European Communities Report, 2001). Durch zunehmende Industrialisierung
und verstarktes Verkehrsaufkommen steigt die CO-Emission kontinuierlich. Den
groBten Anteil an der Kohlenmonoxidemission verursacht im allgemeinen der
Pkw-Verkehr, gefolgt von Haushaltsfeuerungen. In der Natur ist der Boden eine
der wichtigsten CO-Senken und zahlreiche Mikroorganismen sind verantwortlich
daftir, dass nur Spuren (0,06 bis 0,15 ppm) von CO in der Atmosphare
vorkommen (Moérsdorf et al. 1992). Alle Bakterien und Archaeen, die die
Fahigkeit zur Nutzung von CO haben, gehéren zu den folgenden Gruppen:
carboxidotrophe, hydrogenogene, acetogene, phototrophe und sulfidogene

Mikroorganismen.

Aerobe, CO-oxidierende Mikroorganismen sind ubiquitdir und kommen in
unterschiedlichen Okosystemen wie z.B. in Boden und Wasser, in Kldranlagen
aber auch in der Deckschicht von Kohlemeilern vor. Sie gehéren zur Gruppe der
aeroben, carboxidotrophen Bakterien. Es handelt sich Uberwiegend um Gram-
negative, aber auch gram-positive Bakterien, zu denen z.B. Streptomyces
thermoautotrophicus (Gadkari et al. 1990) und einige Mycobaterium spp. (Park
et al. 2003) gehobren.
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Die typische Eigenschaft der carboxidotrophen Bakterien ist ihre Fahigkeit, CO
als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle in einem chemolithoautotrophen
Stoffwechsel zu verwerten. CO wird zu Kohlendioxid (CO,) oxidiert, das weiter
Uber den Calvin-Benson-Bassahm (CBB-Zyklus) assimiliert wird (Meyer und
Schlegel 1983, Meyer 1989). Carboxidotrophe Bakterien betreiben einen
aeroben, respiratorischen Stoffwechsel mit Sauerstoff und in einigen Falle auch
mit Nitrat oder Nitrit als Elektronenakzeptor (Mdrsdorf et al. 1992).

Das Schlisselenzym fur die aerobe CO-Oxidation von Oligotropha
carboxidovorans, ein Vertreter der carboxidotrophen Bakterien, ist ein
metallhaltiges Enzym, das unter anderem Molybdan und Kupfer enthalt (Dobbek
et al. 2002). Die CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans wurde bis auf das
atomare Niveau erforscht und ihre Struktur und Funktion aufgeklart (Meyer et al.
2000).

CO wird aber auch durch anaerobe Oxidationsprozesse umgewandelt, wobei
verschiedene Produkte wie Methan, Essigsdure, Buttersaure, Ethanol und Butanol
gebildet werden. AuBerdem kann wahrend der CO-Oxidation auch wie bei den
phototrophen oder chemolithoautotrophen Mikroorganismen Wasserstoff (H)
gebildet werden (Morsdorf et al. 1992). Svetlitchnyi und Mitarbeiter (2001)
schlugen unter anderem die Bezeichnung ,Hydrogenogens" fir die anaerobe
Mikroorganismen-Gruppe vor, die wahrend der CO-Oxidation H, als Endprodukt
bildet. Im ,commercial process" wird H, Uber die ,water-gas-shift"-Reaktion
gebildet und bendtigt hohe Temperatur und hohen Druck. In Hinblick auf das
gegenwartige Interesse an Wasserstoff als Energiequelle kann die biologische
Produktion von Wasserstoff eine sehr vielversprechende Reaktion sein (Sipma et
al. 2003). Die Mikroorganismen, die bei 30° C und Normaldruck wahrend der CO-
Oxidation Wasserstoff bilden, stellen eine interessante biologische Alternative zur

chemischen H,-Bildung dar.

1.1.1 Die Nutzung von CO durch Oligotropha carboxidovorans

O. carboxidovorans OM5 (DSM 1227, friher Pseudomonas carboxydovorans,
(Meyer et al. 1993a) ist in der Lage, unter chemolithoautotrophen
Wachstumsbedingungen CO als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle zu
nutzen. Das Schlisselenzym flir die Verwertung von CO ist die CO-

Dehydrogenase (Meyer 1982). O. carboxidovorans besitzt eine verzweigte
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Atmungskette, die sowohl einen CO-insensitiven als auch einen CO-sensitiven
Zweig besitzt (Meyer et al. 1986).

CO-Dehydrogenase ist wahrend des Wachstums zu etwa 87% in der
Cytoplasmamembran assoziiert und beim Ubergang in die stationdre
Wachstumsphase partiell zu etwa 50% von der Membran dissoziiert (Meyer und
Rohde 1984, Rohde et al. 1985). Der verbleibende Anteil der CO-Dehydrogenase
in der Cytoplasmamembran dient der Gewinnung von Energie. Die gebildeten
Elektronen aus der CO-Oxidation werden Uber den membrangebundenen
physiologischen Elektronenakzeptor Cytochrom bsg; in die CO-insensitive
Atmungskette eingeschleust (Jacobitz und Meyer 1989, Meyer et al. 1990, Meyer
et al. 1993c).

CO + Hy0 + 2 Cyt bses (0x) —= CO, + 2 H'+ 2 Cyt bse; (red)

Die Elektronen werden durch die terminale Cytochrom-Oxidase bsg; auf
Sauerstoff Ubertragen und befdhigen damit O. carboxidovorans zu einem
respiratorischen Stoffwechsel mit CO (Cypionka und Meyer 1983, Meyer et al.
1990, Meyer et al. 1993c). 16% des gebildeten CO, aus der CO-Oxidation
werden Uber den reduktiven Pentosephosphatcyclus (Calvin-Cyclus) in Biomasse
umgewandelt. Ribulosebisphosphat-Carboxylase (RubisCo) und Phospho-
ribulokinase (PRK) sind die weiteren Schlisselenzyme des carboxidotrophen
Stoffwechsels. Fir die  CO,-Fixierung ist die Bereitstellung der
Reduktionsdquvalente in Form von NAD(P)H/H* erforderlich. Diese werden bei
autotrophem Wachstum mit CO (ber einen ricklaufigen, vom Membranpotential
abhangigen Elektronentransport bereitgestellt (Meyer et al. 1986, Jacobitz und
Meyer 1986). Wachst O. carboxidovorans mit organischen Substraten, flieBen die
Elektronen Uber den Ast der CO-sensitiven Atmungskette, Uber Cytochrom bssg
und Cytochrom c auf die terminale Oxidase Cytochrom a; (Cypionka und Meyer
1983). Wie die anderen carboxidotrophen Bakterien ist O. carboxidovorans in der
Lage, mit H, als Energiequelle und CO, als C-Quelle zu wachsen. Eine
membrangebundene Hydrogenase, die zu den Klasse-I-Hydrogenasen gehort,
katalysiert dabei die Oxidation von H, (Santiago und Meyer 1997). Die

entstehenden Elektronen aus der H,-Oxidation werden auf einen noch nicht
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identifizierten primaren Elektronenakzeptor Ubertragen und von diesem in die

Atmungskette eingeschleust (Santiago 1994).

1.1.2 Die Nutzung von CO durch Streptomyces thermoautotrophicus

S. thermoautotrophicus ist ein thermophiles, CO- und H,-oxidierendes, obligat
chemolithoautothrophes Bakterium, das aus der Deckschicht eines Kohlemeilers
isoliert wurde (Gadkari et al. 1990). Durch die CO-Dehydrogenase kann dieser
Organismus unter aeroben Bedingungen CO als einzige Kohlenstoff- und
Energiequelle nutzen. S. thermoautotrophicus besitzt eine ahnliche, verzweigte
Atmungskette wie O. carboxidovorans. Allerdings enthdlt S. thermoautotrophicus
neben den Cytochromen Typ b, c und a zusatzlich ein Cytochrom des Typs d, das
Cyanid insensitiv ist (Fuchs 1992).

Unter CO- oder H,-autotrophen Bedingungen ist S. thermoautotrophicus in der
Lage, sich in N-freiem Medium zu vermehren. Deshalb stellt S.
thermoautotrophicus den ersten bekannten Organismus dar, der wahrend des
Wachstums mit CO oder H, auch Stickstoff fixieren kann (Gadkari et al. 1992).
CO-Dehydrogenase (St3-Protein) produziert im Zuge der CO-Oxidation
Superoxidradikale durch einen Elektronentransfer auf Sauerstoff. Dieses Radikal
wird anschlieBend durch eine Mangan-haltige Superoxid-Oxidoreduktase (St2-
Protein) reoxidiert. Der Vorgang der Elektronenlibertragung vom St3-zum St2-
Protein durch O,  stellt eine molekulare Kopplung dar. Am Ende der
Reaktionssequenz reduziert das St2-Protein das Stl1-Protein. Das reduzierte Stl1-
Protein katalysiert die Reduktion von N, und H, (Ribbe et al. 1997).

1.2 Die typischen Eigenschaften der CO-Dehydrogenase

Die Kristallstrukturen (Abb. 1-1) der CO-Dehydrogenase aus dem aeroben,
carboxidotrophen Bakterium O. carboxidovorans zeigen ein aus zwei
Heterotrimeren aufgebautes Dimer mit zwei elektronisch unabhangigen
katalytischen Einheiten (Dobbek et al. 1999, Dobbek et al. 2002). Ein
Heterotrimer besteht aus: 1) Molybdoprotein (L-Untereinheit), in dem sich das
katalytische Zentrum befindet, 2) Flavoprotein (M-Untereinheit), das das FAD
enthdlt und 3) Eisenschwefelprotein (S-Unterheit), mit den zwei FeS-Zentren
(Dobbek et al. 1999, Gremer et al. 2000).
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Die L-Untereinheit (CoxL) wird als Molybdo-Cupro-Protein bezeichnet. Ihre
molekulare Masse liegt bei 88,7 kDa. Neben dem Cu enthélt sie auch Mo und den
molybdanbindenden Kofaktor Molybdopterin-Cytosin-Dinukleotid (MCD). Das
MCD ist ein tricyclisches Pyranopterin-Derivat, das aus einem bicyclischen Pterin
und einem daran kondensierten Pyranring besteht (Meyer et al. 1993b). Das Mo

wird vom Endithiolat des MCD koordiniert.

Abb. 1-1  Kristallstruktur der CO-Dehydrogenase aus

O. carboxidovorans

Die Sekundarstrukturelemente des Dimers der CO-Dehydrogenase. Die mittlere
Untereinheit, das Flavoprotein (CoxM), ist in gelb, die kleine Untereinheit, das Eisen-
Schwefel-Protein (CoxS), in grin und die groBe Untereinheit, das Molybdoprotein (CoxL),
in blau dargestellt.

Die M-Untereinheit (CoxM), die als Flavoprotein bezeichnet wird, hat ein
Molekulargewicht von 30.2 kDa. Sie enthalt den nicht-kovalent gebundenen
Kofaktor FAD. Rekombinantes CoxM, das heterolog in E. coli synthetisiert wird,
zeigt keine Affinitat zu FAD (Gremer et al. 2000). Durch die Interaktion des FAD-
freien rekombinaten CoxM mit CoxL und CoxS werden in CoxM
Konformationsanderungen induziert, womit eine FAD-Bindung ermdglicht wird
(Gremer et al. 1999, 2000). Die S-Untereinheit (CoxS) hat eine molekulare
Masse von 17,8 kDa und enthalt zwei [2Fe-2S]-Gruppen, die im ESR-Spektrum

Unterschiede aufweisen und mit Typ I und Typ II bezeichnet werden (Meyer et
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al. 1993c, Gremer et al. 2000). Das Fe-S-Zentrum vom Typ I liegt an der
Kontaktflache zwischen der L- und der S-Untereinheit, das Fe-S-Zentrum vom

Typ II liegt an der Kontaktflache der S- und der M-Untereinheit.

Die katalytischen Einheiten der beiden Heterotrimere der CO-Dehydrogenase
sind unabhangig voneinander. Die Elektronen flieBen aus der CO-Oxidation vom
[CuSMo00,]-Cluster Uber den Mo-Kofaktor und den [2Fe-2S]-Zentren Typ I und
Typ II weiter auf FAD und werden von dort auf den physiologischen Akzeptor
Ubertragen (Dobbek et al. 1999, Meyer et al. 2000). Die Elektronen kénnen auch
an nicht-physiologische Elektronenakzeptoren wie oxidiertes Methylenblau,
Thionin, Toluylenblau, Dichlorphenol-indophenol (DCPIP), Pyocyanin, sowie 2-(4-
Iodphenyl)-3(4-nitrophenyl)5-phenyl-2H-Tetrazolium-chlorid  (INT)/1-Methoxy-
phenazin-5-Methosulfat (MPMS) abgegeben werden (Meyer 1982, Kraut et al.
1989, Meyer et al. 1993c). In Gegenwart von molekularem Sauerstoff (O,)
werden die Elektronen auf O, Ubertragen; dabei werden Superoxidradikale und
Wasserstoffperoxid gebildet, die zur Inaktivierung des Enzyms fiihren (Oberfrank
1997).

Inkubiert man in Anwesenheit von Reduktionsmitteln unter anoxischen
Bedingungen gereinigte CO-Dehydrogenase mit Nitrat, wird dieses zu Nitrit
reduziert. Dithionit-reduziertes Methyl- oder Benzylviologen sind die geeigneten
Elektronen-Donoren flr die Nitrat-Reduktion (Meyer et al. 1993c). Im Gegensatz
zur normalen Nitratreduktase konnten NAD(P)+H* oder FADH, nicht als
Elektronen-Donor fir die CO-Dehydrogenase dienen. Das Mo-Zentrum der CO-
Dehydrogenase ist funktional an der Nitrat-Reduktion beteiligt. CO kann als
Elektronen-Donor wahrend der Nitrat-Reduktion fungieren (Meyer et al. 1993c).
Xanthin, Hypoxanthin, Purin, Adenin, Allupurinol, Formaldehyd und
Salicylaldehyd werden von CO-Dehydrogenase nicht umgesetzt (Meyer et al.
1993c).

1.2.1 Das aktive Zentrum der oxidierten CO-Dehydrogenase

Das aktive Zentrum, die Stelle, an der die CO-Oxidation stattfindet, ist in der CO-
Dehydrogenase aus O. carboxidovorans im Molybdoprotein (CoxL) lokalisiert. Im
Gegensatz zu den bereits strukturell charakterisierten Vertretern der Familie der
einkernigen Molybdan-Hydroxylasen enthdlt das aktive Zentrum der CO-

Dehydrogenase die Metalle Mo und Cu. Die Abstédnde der Atome wurden sowohl
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durch Rdntgenabsorptions-Feinstruktur-Spektroskopie (EXAFS) (Gnida et al.
2003), als auch durch Réntgenkristallographie (Dobbek et al. 2002) bestimmt.
Das Molybdan, im Oxidationszustand +VI, wird durch die beiden Dithiolen-
Schwefel vom MCD koordiniert und trégt in der apikalen Position eine Oxo-
Gruppe. Als weitere, aquatoriale Liganden sind eine Hydroxo-Gruppe
(Kristallstruktur) bzw. eine Oxo-Gruppe (Rontgenabsorption) sowie ein
Schwefelatom vorhanden. Diese Unsicherheit bezlglich der Mo-0O-Liganden
beruht auf unterschiedlichen Abstandsinformationen, die mit den beiden

verwendeten Methoden gewonnen wurden.

Mo(+VI)

Abb. 1-2 Das oxidierte (A) und reduzierte (B) aktive Zentrum der CO-
Dehydrogenase aus O. carboxidovorans (aus Dobbek et al.
2002)

Die Strukturen der oxidierten (A) und der reduzierten CO-Dehydrogenase (B) sind kaum
zu unterscheiden und zeigen die gleiche aktive Zentrumsgeometrie. Die Abstande der
Atome hingegen unterscheiden sich. Das aktive Zentrum besteht aus einem
bimetallischen [CuSMoO,]-Cluster, in dem die beiden Metalle Uber einen p-sulfido
Liganden verbrlickt sind. Am Mo (+VI) (oxidierter Zustand) oder Mo (+IV) (reduzierter
Zustand) ist die Gruppe Uber die Endithiolatgruppe des MCD-Cofaktors koordiniert. Am
Cu (I) (immer gleich, liegt entweder im oxidierten oder reduzierten Zustand vor) wird die
Gruppe vom ¥S des Cystein 388 gehalten. Das Mo tragt auch eine apikale Oxogruppe und
ein aquatoriales O-Atom, das als Hydroxygruppe modelliert wurde. Glutamat 763
interagiert mit seinem Carboxylatom (O¢2) mit dem Mo-Ion in trans-Position zur
Oxogruppe und bildet Wasserstoffbriicken mit den Aminosdauren des ,active site loop"
(aus Dobbek et al. 2002). Die Zahlen reprasentieren die Abstande zwischen den Atomen

in A.
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Im oxidierten Zustand liegt das Cu-Atom in der Oxidationsstufe +I vor und ist an
den Schwefel des Cysteinrestes 388 der L-Untereinheit kovalent gebunden. Mo
und Cu sind Uber ein anorganisches S-Atom verbriickt, das als yS bezeichnet
wird (Abb. 1-2A). Aus den Positionsinformationen fiir Mo, uS und Cu ergibt sich
ein Bindungswinkel Mo-uyS-Cu von 113° und der uyS-Cu-S-Bindungswinkel liegt
bei 156° (Dobbek et al. 2002).

Die Aminosauresequenz im Bereich des aktiven Zentrums ist spezifisch
(VAYRC?*®8SFR) fiir die CO-Dehydrogenase. Das Cystein 388 koordiniert mit
seinem Sy das Cu-Atom des aktiven Zentrums. Zudem liegen die Aminosauren
Glutamin 240 und Glutamat 763 in Wasserstoffbrickendistanz zu den O-
Liganden des Mo. Og2 des Glutamats 763 besitzt eine negative Ladung, die die
positive Ladung des Mo kompensieren kdnnte. Glutamat 763 bindet Uber

Wasserstoffbriicken zu Serin 389 an der ,active site loop" (Dobbek et al. 2002).
1.2.2 Das aktive Zentrum der reduzierten CO-Dehydrogenase

Die Reduktion der CO-Dehydrogenase durch CO, H, oder Dithionit unter
anoxischen Bedingungen wird von einer Farbanderung von dunklem Braun zu
hellem Grin-Braun begleitet. Bei der Reduktion der CO-Dehydrogenase liegt das
Molybddn in einer reduzierten Form (Mo(IV)) vor. Das Cu bleibt aber in seinem
Oxidationszustand +I (Gnida et al. 2003). Unabhdngig von der Art des
Reduktionsmittels (CO, H, oder Dithionit) sind die Strukturen der oxidierten und
reduzierten CO-Dehydrogenase kaum zu unterscheiden und zeigten die gleiche
aktive Zentrumsgeometrie (Dobbek et al. 2002). Unter reduziertem Zustand
finden deutliche Distanzanderungen statt zwischen den beiden Metallatomen Mo
und Cu von 3,70 A auf 4,23 A (Réntgenabsorption) (Gnida et al. 2003) bzw. von
3,74 A auf 3,93 A (Kristallstruktur) (Abb. 1-2B) (Dobbek et al. 2002). Die
Abstande der O-Liganden des Mo betragen nach Reduktion apikal 1,70 A und
aquatorial 2,16 A. In der Kristallstruktur bleibt der Abstand der apikalen
Oxogruppe zum Mo bei 1,75 A. Der Abstand der Hydroxygruppe zum Mo steigt
auf 2,03 A. In der Réntgenabsorption des reduzierten aktiven Zentrums wird die
aquatoriale Oxogruppe zur Hydroxygruppe (Gnida et al. 2003). Der uS
vergréBert seinen Abstand zum Mo ebenfalls von 2,27 A auf 2,32 A
(Kristallstruktur) bzw. von 2,29 A auf 2,35 A (Réntgenabsorption). Die Abstande

des Cu zum uS und zum S, andern sich kaum. Das Carbonyl-O des Glutamats
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763 entfernt sich vom Mo von 3,14 A auf 3,29 A. Der Mo-uS-Cu-Winkel steigt
von 112° auf 122° der S-Cu-S-Winkel von 156° auf 160° (Dobbek et al. 2002).
Sowohl die Réntgenabsorption als auch die Kristallstruktur zeigen, dass sich im
reduzierten aktiven Zentrum weder Substrat (CO, H,) noch Reduktionsmittel
befindet (Dobbek et al. 2002, Gnida et al. 2003).

Wahrend CO und H, nur das redoxaktive katalytische Zentrum der CO-
Dehydrogenase reduzieren, werden durch Dithionit alle redoxaktiven Gruppen
und Kofaktoren (Mo, FeS I, FeS II, FAD), reduziert was nicht unbedingt mit der
katalytischen Aktivitat der CO-Dehydrogenase Ubereinstimmt. Die inaktive
rekombinante @ CO-Dehydrogenase OM-12/pJRDMSL, die ein defektes
katalytisches Zentrum besitzt, kann durch Dithionit reduziert werden. Die dabei
im UV/vis-Absorptionsspektrum beobachtete Bleichung wurde als Funktionalitat
der [2Fe2S]-Zentren und des FAD interpretiert (Ferner 2001). In Anwesenheit
von CO oder H, wird dieses defekte Zentrum nicht reduziert. Im rekombinanten
Enzym kdénnen somit keine wahrend der CO-Oxidation entstandenen Elektronen
auf die redoxaktiven Kofaktoren Ubertragen und diese reduziert werden. Aus den
rontgenabsorptionsspektroskopischen Untersuchungen wurde gezeigt, dass das
aktive Zentrum der rekombinanten CO-Dehydrogenase weder cyanolysierbaren
Schwefel noch Kupfer enthalt. Das aktive Zentrum rekombinanter CO-
Dehydrogenase kann somit als L,MoOs-Struktur beschrieben werden, die aus
Dithiolen-Schwefeln (L,) des Molybdankofaktors sowie drei Oxo-Gruppen besteht
(Ferner 2001).

1.2.3 Der Mechanismus der CO Oxidation

CO-Dehydrogenase katalysiert die CO-Oxidation zu CO,, zwei Protonen und zwei
Elektronen (Kap. 1.2.1). Durch freigesetzte Elektronen aus der CO-Oxidation
wird das Molybdan reduziert. Ein intakter [CuSMoO;]-Cluster wird zur
Durchfihrung der CO-Oxidation benétigt (Kap. 1.2.2). Es gibt noch keine
Aussagen Uber die Art der Substratbindung an das aktive Zentrum, weil weder
durch die Réntgenabsorption noch durch die Kristallstruktur ein CO-Molekill am
aktiven Zentrum erkennbar ist. Jedoch kann man an Hand der Daten aus der
Struktur des aktiven Zentrums mit dem irreversibel gebundenen Inhibitor n-
Butylisocyanid ein Modell fir den Reaktionmechanismus der CO-Oxidaton
aufstellen (Abb. 1-3)(Dobbek et al. 2002). In der Reaktion von n-Butylisocyanid
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mit dem bimetallischen Cluster der CO-Dehydrogenase wird ein Thiocarbonat-
Ubergangszustand gebildet. Entsprechend dem Modell wird CO zwischen dem Cu,
dem p-Sulfido-Liganden und der aquatorialen Hydroxogruppe des bimetallischen
Clusters koordiniert. Das O-Atom vom CO bindet an das Cu-Atom und das C-
Atom koordiniert den uyS und den aquatorialen O-Liganden des Mo. Durch die
Entspannung des aktiven Zentrums bei der Abstandszunahme zwischen Cu und

Mo wird wahrscheinlich der Austausch des Cu-Liganden erleichtert.

” (v1),-S .

S - MO Cu —S\
V OX|d|erter Zustand \%’
s
ﬁ M' "% \ _~C ~
WS o STM T Cc
M ~ . —S\ C N /
C / Ubergangszustand

Reduzierter Zustand

co, +H*  H20

Abb. 1-3 Hypothetischer Reaktionsmechanismus der CO-Oxidation
durch CO-Dehydrogenase

Der Reaktionszyklus beginnt mit der Integration des CO in das oxidierte
[CuSMo(=0)0OH]-Zentrum zwischen dem Cu, dem S- und dem aquatorialen O-Liganden
des Mo. Im Ubergangszustand erfolgt ein nukleophiler Angriff des &quatorialen O-Atoms
am CO. Dadurch entsteht ein Thiocarbonat-Zustand und Mo(VI) wird zu Mo(1V) reduziert.
Das Thiocarbonat I6st sich durch Abgabe von CO, auf. Der daquatoriale O-Ligand wird
durch H,O ersetzt. Mo wird durch Abgabe von Elektronen an die intramolekulare
Elektronentransportkette wieder zum Ausgangszustand oxidiert (Dobbek et al. 2002).
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Im Thiocarbonat-Ubergangszustand bewegt sich das Cu weg vom Mo, dadurch
verursacht es den "geodffneten Zustand" des Clusters. Eine Funktion des Og2 von
Glu-763 ist wahrscheinlich die Stabilisierung des Mo(+VI) Zustandes. Folglich
kdnnte die Zunahme des Mo-+Oc2-Abstandes, sowie der Zustand des
gebundenen n-Butylisocyanids, fir die Stabilisierung des Mo(+VI)
ausschlaggebend sein und seine Reduktion einleiten. Vermutlich ist der uS, der
mit dem C-Atom vom CO koordiniert, an der Elektronenlibertragung zum Mo
beteiligt. AuBerdem erhoht die Bindung des S an das C-Atom vom CO dessen
Elektrophilie und ermdglicht den Angriff der aquatorialen Hydroxy- bzw.
Oxogruppe und damit die Bildung des CO,. In diesem Ubergangszustand, in dem
das C-Atom des CO sowohl mit dem O-Atom als auch mit dem pS koordiniert ist,
liegt das C-Atom bereits auf Oxidationsstufe (IV) vor. Entlassen wird das
gebildete CO, durch ein konzertiertes SchlieBen der Struktur des aktiven
Zentrums und gleichzeitiges Ersetzen der Hydroxy- bzw. Oxogruppe am Mo aus
dem H,O der Umgebung. Das Mo(IV) wird dann durch die Abgabe der Elektronen
an die Fe-S-Zentren der S-Untereinheit wieder zum Ausgangszustand Mo(VI)
oxidiert. Der Weg der Elektronen verlauft weiter auf das FAD der M-Untereinheit

und von dort auf einen externen Elektronenakzeptor (Dobbek et al. 2002).

1.3 Die Reaktivitdt des [CuSMo00,]-aktiven Zentrums mit

Inhibitoren und Substratanalogen
1.3.1 Cyanid

Die CO-Dehydrogenase wird durch Cyanid inaktiviert (Meyer und Schlegel 1983).
Inkubation mit 5 mM Cyanid fihrte zur Hemmung der CO-Dehydrogenase-
Aktivitat und im Zeitraum von 10 h wurde 1,91 mol Rhodanid (SCN") pro mol
Enzym gebildet (Gremer 2000). Im Vergleich zu nativer CO-Dehydrogenase
zeigte Cyanid-inaktivierte CO-Dehydrogenase unterschiedliche ESR- und UV/vis-
Spektren. Im ESR-Spektrum der Cyanid-inaktivierten CO-Dehydrogenase bei 16
K war das Desulfo-Mo(+V)-Signal sehr schwach erkennbar, das rhombische
Signal des Typ-I-[2Fe-2S]-Zentrums sowie die Charakteristika des Typ-II-[2Fe-
2S]-Zentrums blieben wie in der nativen CO-Dehydrogenase (Gremer, 2000).
Das UV/vis-Spektrum der Cyanid-inaktivierten CO-Dehydrogenase zeigte eine

zunehmende Bleichung des Enzyms im visuellen Bereich von ca. 300 bis 600 nm.
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Kristallographische Untersuchungen zeigten, dass die Cu-Ionen und der u-
Sulfido-Ligand vom aktiven zweikernigen Zentrum der Cyanid-inaktivierten CO-
Dehydrogenase entfernt wurden und nur das monokernige Zentrum mit drei O-
Liganden Ubrig blieb (Abb. 1-4A)(Dobbek et al. 2002). Die Cu-Ionen wurden
durch Cyanid-Behandlung auch entfernt und konnten als Cu(+II) oxidiert
werden. Das Mo(VI) im aktiven Zentrum wird von drei Oxogruppe koordiniert
(plus 2 Dithiolatgruppen des MCD) (Dobbek et al. 2002). Die Reaktivierung der
Cyanid-inaktivierten CO-Dehydrogenase ist allerdings nicht so leicht wie die der
Xanthin-Dehydrogenase, weil hier nicht nur die Sulfido-Liganden sondern auch
das Cu-Ion fehlen.

(A) | (B)

Cys 388

) Glu 763

Abb. 1-4 Das aktive Zentrum der Cyanid-inaktivierten CO-
Dehydrogenase (A) und die Bindung des n-Butylisocyanids
im [CuSMo00O,]-Cluster (B) (aus Dobbek et al. 2002)

(A) Das Mo-Zentrum des Cyanid-inaktivierten Enzyms wird vom Endithiolat des
MCDs und drei Oxo-Gruppen koordiniert (Dobbek et al. 2002). (B) Das N-Atom
bindet am Cu und das C-Atom des n-Butylisocyanids bindet am uyS und an der
Hydroxygruppe des Mo (Dobbek et al. 2002). Die Zahlen reprasentieren die
Abstande zwischen den Atomen in A.

1.3.2 n-Butylisocyanid

Inkubiert man oxidierte CO-Dehydrogenase mit n-Butylisocyanid, so wird das
Enzym inaktiviert. Isocyanid und CO haben ahnliche chemische Strukturen, da
beide ein terminales, sp-hybridisiertes C-Atom mit freiem Elektronenpaar

besitzen. Deshalb ist n-Butylisocyanid ein sehr effektiver substratanaloger



EINLEITUNG 13

Inhibitor der CO-Oxidation (Dobbek et al. 2002). Im Gegensatz zu der Cyanid-
inaktivierten CO-Dehydrogenase ist das zweikernige Zentrum der n-
Butylisocyanid-intaktivierten CO-Dehydrogenase intakt geblieben. Die Metalle Cu
und Mo der n-Butylisocyanid-inaktivierten CO-Dehydrogenase liegen im
Oxidationszustand +I und +IV vor. Die Kristallstruktur der n-Butylisocyanid-
inaktivierten CO-Dehydrogenase zeigt die Bindung der Isocyanid-Gruppe am
[CuSMo00,)-Cluster (Abb. 1-4B). Wahrend das C-Atom des n-Butylisocyanids am
uS und an der Hydroxygruppe des Mo gebunden wird, bindet das N-Atom des
n-Butylisocyanids am Cu. Die organische n-Butyl-Gruppe ist im Substratkanal
positioniert (Dobbek et al. 2002).

1.3.3 Acetylen

Die Luft-oxidierte CO-Dehydrogenase wurde durch Acetylen innerhalb kurzer Zeit
vollsténdig irreversibel gehemmt. Ein komplexes ESR-Signhal wurde vom
Acetylen-inaktivierten Enzym identifiziert, das mit Dithionit reduziert wurde. Es

zeigt aber keine Ahnlichkeit mit dem Signal vom nativen Enzym (Egerer 2003).

Arg 3870

Glu 763
Ser 3890

Abb. 1-5 Rontgenkristallstruktur der Bindung von Acetylen an das
aktive Zentrum der CO-Dehydrogenase (aus Egerer 2003)

Acetylen bindet mit seinem C2-Atom an den uyS des aktiven Zentrums, mit dem C1-Atom
an die aquatoriale Hydroxygruppe des Mo. Es entsteht ein Fiinfring aus den beiden C-
Atomen des Acetylens, dem aquatorialen Hydroxy-O, dem Mo und dem anorganischen
uS. Die Dreifachbindung des Acetylens wird zur Doppelbindung (Ethenylgruppe) (Egerer
2003).
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Daraufhin wurden die Kristalle der CO-Dehydrogenase mit Acetylen inaktiviert
und analysiert. Die Struktur des Acetylen-inaktivierten Enzyms (Abb 1-5) bei 1,3
A zeigt, dass das Acetylen am aktiven Zentrum gebunden wurde. Acetylen bildet
zusammen mit dem Mo, dem uS und dem Hydroxy-O einen Finfring aus. Das
C1-Atom des Acetylens bindet an dem anorganischen yS und das C2-Atom geht

eine Bindung mit der aquatorialen Hydroxygruppe des Mo ein (Egerer 2003).
1.4 Die Nickel-haltigen CO-Dehydrogenasen

Im Gegensatz zu den aeroben Bakterien ist das Schliisselenzym der anaeroben
CO-Oxidationen die Nickel- und Eisen-haltige CO-Dehydrogenase. Nickelhaltige
CO-Dehydrogenasen (Ni-CO-Dehydrogenasen) verschiedener Herkunft sind
phylogenetisch verwandt, aber ihre metabolische Funktion, Untereinheiten-
zusammensetzung und katalytische Aktivitdten sind unterschiedlich (Lindhal
2002).

Die monofunktionale Ni-CO-Dehydrogenase katalysiert eine Reaktion, die mit CO
und Wasser CO,, zwei Elektronen und zwei Protonen bildet. In acetogenen,
methanogenen und sulfidogenen Bakterien bilden Ni-haltige CO-Dehydrogenasen
bifunktionelle Komplexe mit einem weiteren Ni-haltigen Enzym, der Acetyl-CoA-
Synthase (Ragsdale und Kumar 1996, Ragsdale 2000).

Carboxydothermus hydrogenoformans, ein strikt anaerobes Bakterium, das zur
physiologischen Gruppe der ,Hydrogenogens™ gehdrt, synthetisiert zwei
unterschiedliche membranassoziierte NiFe-CO-Dehydrogenasen, die zwei
verschiedene Funktionen haben. CO-Dehydrogenase 1 hat eine katabolische
Funktion und Ubertragt die aus der CO-Oxidation stammenden Elektronen Uber
Protein B auf eine protonentranslozierende Hydrogenase (Svetlitchnyi et al.
2001). Die CO-Dehydrogenase II hat eine anabolische Funktion. Die Oxidation
von CO wird an die NADP*-Reduktion zu NADPH + H* gekoppelt und ein Teil des
CO, flur die Kohlenstoffassimilation bereitgestellt. Die Kristallstruktur der CO-
Dehydrogenase II aus C. hydrogenoformans wurde mit einer Aufldsung von 1.6 A
aufgeklart (Dobbek et al. 2001). Dieses Enzym besteht aus einem Homodimer,
das zwei miteinander kommunizierende Untereinheiten enthadlt, die Uber ein
gemeinsames [4Fe-4S]-Zentrum (Cluster D) miteinander kovalent verknulpft
sind. Darliberhinaus enthalt das Dimer zwei weitere [4Fe-4S]-Zentren [Cluster B

und B’ ] sowie zwei neuartige [Ni-4Fe-5S]-Zentren [Cluster C und C']. Die
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Metalle in Cluster C und C* werden lber Cysteinreste und einen Histidinrest mit
dem Protein verknUpft. Das Nickel wird von drei Schwefel-Atomen und durch
einem Cystein-Schwefel als weitere Liganden koordiniert (Dobbek et al. 2001).
Vermutlich findet die CO-Oxidation am [Ni-4Fe-5S]-Zentrum statt.

1.5 Molybdo-Enzyme

Molybdén (Mo) wurde 1930 zum erstenmal als Spurenelement identifiziert, das
eine wichtige Rolle in der Stickstofffixierung spielt (Bortels 1930). Zahlreiche
Enzyme (etwa 30) enthalten Molybdan. In manchen Molydoenzymen kann Mo
durch W (Wolfram) ersetzt sein. Dies ist besonders bei (hyper) thermophilen
anaeroben Bakterien (Hille 2002) der Fall, da eine W-Schwefel-Verbindung
stabiler ist als eine Mo-Schwefel-Verbindung (Johson et al. 1996). Mo und W

gehéren im Periodensystem der Elemente zu den Ubergangsmetallen.

Molybdo-Enzyme katalysieren zahlreiche, essentielle Reaktionen im Stickstoff-,
Schwefel- und Kohlenstoff-Kreislauf (Hille 1996). Man kann die Molybdoenzyme
unter zwei Grundformen einordnen: 1) Einkernige Molybdan-haltige Enzyme, 2)
Mehrkernigen Eisen- und Molybdan-haltige Enzyme. Das Molybddn in den
Nitrogenasen ist Bestandteil eines mehrkernigen Komplexes aus Molybdan, Eisen
und Schwefel und wird als Eisen-Molybdan-Kofaktor (FeMoco) bezeichnet,
(Howard und Rees 1996).

Auf Grund der Struktur ihres aktiven Zentrums und ihrer katalytischen Funktion
wurden die einkernigen Molybdan-haltigen Enzyme in drei Familien gruppiert
(Abb. 1-6) (Hille 2002): 1) Xanthin-Oxidase: diese enthélt ein Lmo"'0S(OH)-
aktives Zentrum. L wurde als Pterin-Kofaktor beschrieben. Es handelt sich dabei
um typische Enzyme, die die Hydroxylierung katalysieren. 2) Oxotransferasen:
Sulfit-Oxidase-Familie, die ein LMOY'0,(S-Cys)-aktives Zentrum enthélt.
Eukaryotische Sulfit-Oxidase und assimilatorische Nitrat-Reduktase gehdren zu
dieser Gruppe. Sie katalysieren den Transfer eines Sauerstoffatoms, bzw. eines
verfligbaren Elektronenpaars des Substrats. 3) Oxotransferase: Dimethyl-
Sulfoxid-Reduktase (DMSO) Familie, die ein L,Mo"'0(X)-aktives Zentrum enthélt.
Molydan-Zentren dieser Gruppe werden mit zwei Pterin-Kofaktoren koordiniert.
Die als (X) bezeichneten Liganden kénnten ein Serin (in DMSO-Reduktase), ein
Cystein (in Nitrat-Reduktase), ein Selenocystein (in Formiat-Dehydrogenase)

oder ein Hydroxid/Wasser-Molekill (in Arsenit-Oxidase) sein. Mitglieder dieser
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Gruppen katalysieren sowohl den Transfer von Sauerstoffatomen als auch die

Hydroxylierung.

(S-Cys)
(Se-Cys)
(-OH)
O ser
((\S,,,S (X\S .\\MO I/,S
s—Mo=—0 S———Mo—S cys i
AN
OH

(A)

Abb. 1-6 Das aktive Zentrum der Xanthin-Oxidase (A), der Sulfit-
Oxidase (B) und der Dimethyl-Sulfoxid-Reduktase (DMSO) (C)
Familien (Hille 2002)

1.6 Azid als alternatives Substrat und Hemmstoff

Azid im anionischen Zustand weist die gleiche Ladung wie die betreffenden
Elementanionen auf, wobei die Ladung weitgehend symmetrisch verteilt sein
muss (kleine Dipolmomente der Atomgruppen, z.B null im Falle von N3*) (Wilberg
1995). Das Azidion ist linear und symmetrisch gebaut und es ist isoelektronisch
mit CO,.

Das Azidion ist ein ,versatiler® (vielseitiger) Ligand, der mit den
Ubergangsmetallatomen in verschiedenen Koordinationen binden kann. Das
Ergebnis davon sind ein-, zwei- oder mehrkernige Azidoligand-Komplexe. In
Bezug auf Metallkomplexe gibt es mehrere Ligandenbindungen des
Azidoliganden, z.B. ,einzahnige® Monodentate-Typen oder von Ende zu Ende
verbrickte (Busetto und Palazzi 1975).

Beck und Mitarbeiter (1969) berichteten, dass ein Azido-Metallkomplex durch CO
zu Isocyanat umgesetzt wurde. Die Umwandlung von organischem Azid in
Isocyanat ist jedoch nur bei hédheren Temperaturen und hohem CO-Druck (250-
300 Atmospharen) madglich (Bennet und Hardy 1968).
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Nitrogenase ist bislang das einzige bekannte Enzym, das Azid reduzieren kann.
Azid ist neben Distickstoff (N,) ein alternatives Substrat fir die Nitrogenase. Das

Azid wird in folgenden Reaktionen reduziert (Dilworth und Thorneley 1981):

Ny + 2e4 3H ——> NHz+ N,
N3+ 8e-+ 9H' — > 3 NH3
Ny + 6+ 7H —— NyH, + NH3

Im Gegensatz dazu werden zahlreiche Metall-enthaltende Proteine durch Azid
gehemmt. Die Azid-Toxizitat fir Metalloproteine beruht meist auf der starkeren
Koordinationsfahigkeit des Azids mit Metallzentren des aktiven Zentrums des
Enzyms (Shi et al. 2002).

In der Literatur ist Azid schon lange bekannt als Inhibitor des letzten Schrittes
der Elektronentransportkette bei der oxidativen Phosphorylierung (Keilin und
Hartree 1939). Azid wird am Eisen (Fe,;) der Cytochrom-c-Oxidase fest
gebunden und blockiert die Elektronen, die aus dem reduzierten Cytochrom-c

(Komplex-IV) stammen um Sauerstoff zu Wasser zu reduzieren.

Bezlglich der Funktion der Kupferproteine ist Azid ebenfalls als starker Inhibitor
bekannt. Azid bildet Komplexe mit den vielfaltigen Kupferproteinen und hemmt
ihre Aktivitat (Palmieri et al. 1997).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die oxidativen Eigenschaften der CO-Dehydrogenasen aus O. carboxidovorans
sind bislang ausflhrlich untersucht worden, aber es gibt kaum Informationen
dariber, ob dieses Enzym auch Reduktionsfahigkeiten besitzt. In dieser Arbeit
ist es daher fur mich von Interesse zu klaren, ob die CO-Dehydrogenase in der
Lage ist, Substrate zu reduzieren. Ein vorrangiges Ziel meiner Arbeit bestand
darin, die Reaktivitat der reduzierten CO-Dehydrogenase, bzw. die

Reduktionsaktivitat des [CuSMo0O,]-Zentrums zu untersuchen.

Fir die Untersuchung sollten zuerst Substrate ausgewahlt werden, die die
Aktivitdt der CO-Dehydrogenase nicht beeintrachtigen. Eine umgekehrte
Reaktion, d.h die Reduktion von CO, zu CO durch CO-Dehydrogenase ist bislang
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nicht gelungen. Daher Azid das isoelektronisch zu CO, ist ausgewahlt. Das Nitrit-
Molekill hat wiederum ungefahr die gleiche GroBe wie Azid, zeigt sehr gute
Affinitat zu Kupfer und kommt in Cu-haltiger Nitrit-Reduktase vor (Hulse et al.
1989). Nitrit hat vermutlich keine Hemmwirkung auf Cu-haltige Enzyme. Meyer
und Frunzke (1990) haben berichtet, dass unter denitrifizierenden Bedingungen
CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans in der Lage ist, Nitrat zu Nitrit zu
reduzieren. Daher ist anzunehmen, dass Nitrat keine Hemmwirkung auf die CO-
Dehydrogenase auslbt. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit die Substrate
Azid, Nitrit und Nitrat fur die Untersuchung der Reduktionsaktivitat der CO-

Dehydrogenase ausgewahit.

Ziel dieser Arbeit ist, falls eines oder mehrere der ausgewahlten Substrate durch
CO-Dehydrogenase reduziert wird/werden zu klaren, wie die Wirkungs- und
Funktionsweise des Enzyms ist. Daraus ergibt die Frage, wie und wo die
Substrate am Enzym gebunden und ob der aktive [CuSMo00,]-Cluster, der flr die
CO-Oxidations-Aktivitat entscheidend ist, auch fir die Reduktionsaktivitat eine
wichtige Rolle spielt. Eine weitere Fragestellung ist, ob das Metall Kupfer (Cu)
ebenso wie flr die Oxidationsaktivitdt der CO-Dehydrogenase auch fir die
Reduktionsaktivitat notwendig ist oder ob hier das Metall Mo eine wichtige Rolle
spielt. Ist nur eine Bindungsstelle flir alle Substraten vorhanden oder gibt es
unterschiedliche Bindungsstellen wie sie bei dem Enzym Nitrogenase (Shen et al.
1997) schon bekannt sind? Ferner muss untersucht werden, welche sowohl
physiologische Elektronen-Donoren als auch nicht-physiologische Elektronen-
Donoren flur die Reduktionsaktivitat notwendig und am besten geeignet sind.
Zuletzt soll mit einem ausgewahlten Substrat versucht werden, im der
Kristallstruktur die genau Bindungstelle und auch die durch die

Reduktionsreaktion verursachte Konformationséanderungen zu erkennen.

Ich bin auch sehr daran interessiert zu klaren, ob die Oxidations- und die
Reduktionsaktivitat gleichzeitig stattfinden und ob die bei der Oxidationsreaktion
freigewordenen Elektronen flir die Reduktion verwendet werden kdnnen. Die
geeigneten Elektronen-Donoren waren CO oder H,. Die bereits bekannten
Methoden zur Charakterisierung der Oxidationsaktivitat, u.a. Cyanid- und
n-Butylisocyanid-Inaktivierung, eignen sich ebenfalls gut, um Bindungs- und

Reduktionsaktivitdat zu studieren. Diese Hemmstoffe werden sicherlich hilfreich
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sein, einen Einblick in den Reaktionsmechanismus der Reduktion zu geben und

eventuell auch die Binde- und Reduktionsstelle erkennen zu kénnen.

Die Untersuchungen sollten {berwiegend mit der CO-Dehydrogenase aus
Oligotropha carboxidovorans, einen Gram-negativen, mesophilen Bakterium
durchgefiihrt werden. Jedoch ware es auch sehr interessant zu wissen ob die CO-
Dehydrogenase aus Streptomyces thermoautotrophicus, das zu den
thermophilen Bakterien gehért und Gram-positive Eigenschaft besitzt, éhnliche
Aktivitaten zeigt oder ob diese Bakterien aus unterschiedlichen Habitaten

hinsichtlich der CO-Dehydrogenase-Aktivitaten vollig anders reagieren.

Mit der Klarung dieser Fragestellungen hoffe ich, einen Beitrag bezliglich der
Funktions- und Wirkungsweise der CO-Dehydrogenase auf molekularer Ebene zu

leisten.
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2 Material und Methoden

2.1 Biologisches Material

Die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden mit Oligotropha carboxidovorans
OM5 (Meyer und Schlegel 1978) und Streptomyces thermoautotrophicus
(Gadkari et al. 1990) durchgefiihrt. Die beiden Bakterienstémme wurden der
Stammsammlung des Lehrstuhls entnommen. Gereinigte CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans OM5-12/pJRDMSL, die Ferner (2001) isolierte, wurde
ebenfalls in der vorliegenden Arbeit verwendet. Diese CO-Dehydrogenase ist
nicht in der Lage, CO zu oxidieren. O. carboxidovorans OM5-12/pJRDMSL enthalt
das rekombinante Plasmid pJRDMSL, das durch Klonierung der CO-
Dehydrogenase-Strukturgene coxMSL im Vektor pJRD215 entstand.

2.2 Zellanzucht

Die Zellanzucht von O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus erfolgte in
modifiziertem Mineralmedium. In dem von Meyer und Schlegel (1983)
beschriebenen Mineralmedium wurden die Konzentrationen der Spurenelemente
Fe(III)NH4-Citrat und CaCl, erhéht und die von Na,HPO, und KH,PO, reduziert.
Zur Herstellung fester Nahrbéden wurde 1,5% Agar-Agar dem Mineralmedium

zugegeben.

Mineralmedium

Elemente O. carboxidovorans | S. thermoautotrophicus

Na,HPO, x 2H,0 1,809 0,90g

KH,PO, 0,75g 1,50 g

NH4CI 1,509 1,509

MgSO, x 7H,0 0,40 g 0,20 g

CaCl, x 2H,0 0,049 0,02g
Fe(III)NH,-Citrat 0,03 g 0,024 9
Spurenelementlésung TS2 (10x) 1,25 ml 1,00 ml

Aqua dest. ad 1000,00 ml ad 1000,00 ml
pH-Wert 7,00 7,00
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Spurenelementlésung (10-fach Konz)

Elemente Menge (g)
ZnS04 x 7H,0 0,10
MnCl; x 4H,0 0,06
H3BO; 0,60
CoCl, 0,40
CuCl; x 2H,0 0,02
NiCl, x 6H,0 0,04
Na,SeO; 0,02
Na,MoO,4 x 2H,0 1,80
Aqua dest. (ml) ad 1000,00
pH-Wert 7,00

Fir das CO-autotrophe Wachstum von O. carboxidovorans und

S. thermoautotrophicus wurden folgende Gasatmosphdren verwendet:

O. carboxidovorans |S. thermoautotrophicus

CO % (v/v) 50 53
CO, % (v/v) 5 10
Luft % (v/v) 45 37

Die Kulturen von 100 - 400 ml wurden in Erlenmeyer-Kolben (250 - 1000 ml) in
einem Witt "schen Topf unter magnetischer Riihrung bebritet (Gasatmosphare,
siehe oben). Die Inkubation erfolgt flir O. carboxidovorans bei 30° C und fir

S. thermoautotrophicus bei 65° C.

Die Gewinnung grdBerer Zellmassen erfolgte in Fermentern mit 30 oder 50 |

Arbeitsvolumen (Biostat U, Braun, Melsungen), die mit 200-300 ml Vorkultur
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angeimpft wurden. Die Fermentation erfolgte bei 65° C (S. thermoautotrophicus)
und bei 30° C (O. carboxidovorans), wobei die Kulturen anfangs mit einem
Gasgemisch aus 85% (v/v) Luft, 10% (v/v) CO und 5% CO, bei einer Flussrate
von 2 | min' begast wurden. Nach der Anlaufphase mit der OD4s 0,2 - 0,3
wurde die CO,-Begasung abgestellt. Die Kulturen wurden standig gerihrt und die
Rihrung schrittweise dem Zellwachstum folgend von 150 U bis 450 U min™
erhoht. Wahrend der Fermentation wurde der pH-Wert durch automatische
Zugabe von 5 N NaOH bzw. 20% (v/v) HsPO,4 (Losungen in Wasser) konstant auf
7,0 gehalten.

Das Wachstum von O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus wurde durch
Messen der optischen Dichte der Bakteriensuspension bei 436 nm in einem
Spektralphotometer (Novaspec II, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
verfolgt. Die Vorkulturen und die Fermentationskulturen wurden regelmaBig
mikroskopisch auf ihre Reinheit kontrolliert. Nach dem Erreichen einer optischen
Dichte von ca. 0,9 (S. thermoautotrophicus) bzw. 4,0 (O. carboxidovorans)
wurden die Kulturen mit Hilfe einer Durchlaufzentrifuge (Zylinderinhalt 2 |, Cepa
Z41 Carl Padberg GmbH, Lahr) bei 16.950 g geerntet. Das Zellpellet wurde in
flissigem Stickstoff (-192° C) eingefroren und weiter bis zur Verwendung bei -
80° C aufbewahrt.

2.3. Anreicherung und Isolierung von CO-Dehydrogenase
2.3.1 Herstellung von Zellextrakten

Gefrorene Zellen (Kap. 2.2) wurden mit 50 mM KH,PO,/NaOH-Puffer, pH 7,2
gemischt (2 ml Puffer g' Zellmasse) und mit Hilfe eines Handhomogenisators
homogenisiert. Dieser Suspension wurden einige Kristalle DNase I sowie in
Ethanol geldéstes Phenylmethylfonylfluorid (PMSF) (Endkonzentration 0,5 mM)
zugeflugt. Der Zellaufschluss erfolgte durch eine 6 bis 7 mal wiederholte Passage
durch eine French Press-Zelle (40 ml Volumen. Amico, Silver Springs, Maryland,
USA). Zur Entfernung ganzer Zellen und Zellwandreste wurde der so erhaltene
Rohextrakt 30 min lang niedertourig zentrifugiert (8.000 g, 4° C, Centricon T-
124, Kontron, Eching). Der Uberstand enthielt den zellfreien Rohextrakt. Dieser
wurde durch eine 2-stiindige Ultrazentrifugation (38.000 g, 4° C, TFT 45.95,

Centricon T-1065, Kontron, Eching) von den restlichen Zelltrimmern und
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Zellmembranen befreit. Bei dem klaren braunen Uberstand handelt es sich um

die cytoplasmatische Fraktion.
2.3.2 Anionenaustauschchromatographie

Die Anionenaustauschchromatographie erfolgte mit Hilfe einer XK 50-Saule mit
SOURCE 30Q (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) als Trennmaterial und
einem Bettvolumen von 100 ml. Die Auftrennung der unterschiedlichen
Proteinfraktionen wurde (iber eine AKTA™ Purifier 100-Anlage (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) gesteuert. Mit einer Flussrate von 5 ml min™* wurde
die cytoplasmatische Fraktion auf die mit 50 mM KH,PO,/NaOH-Puffer, pH 7,2
aquilibrierte Saule aufgetragen und mit 50 mM KH,PO4/NaOH-Puffer, pH 7,2 zur
Elution nichtbindender Proteine gesplilt. AnschlieBend erfolgte die Elution der
gebundenen Proteine mit einem linearen NaCl-Gradienten (0 bis 1 M NaCl in 50
mM KH,PO./NaOH-Puffer, pH 7,2). Bei einer Flussrate von 10 ml min' wurden
jeweils 10 ml Fraktionen gesammelt. Wahrend der Auftrennung wurde der
relative Proteingehalt durch Messung der Absorption bei 280 nm automatisch
bestimmt. Genauso wurden der relative Flavin- und Fe-S- Gehalt Uber die
Absorption bei 450 nm und 550 nm aufgezeichnet. Die CO-Dehydrogenase-

Aktivitat der einzelnen Fraktionen wurde wie in Kap. 2.5.1 beschrieben bestimmt.
2.3.3 Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Das Trennprinzip der hydrophoben Interaktionschromatographie beruht auf der
unterschiedlichen Affinitat von Proteinen zu hydrophoben Matrices. Dabei wird
die Affinitat eines Proteins zur Matrix von seiner Oberflachenbeschaffenheit und
von der mobilen Phase bestimmt. Durch Salze mit starkem Aussalzeffekt, wie
z.B. Ammoniumsulfat, kdénnen die hydrophoben Wechselwirkungen verstarkt
werden. So kann unter Verwendung geeigneter Salzgradienten ein Trenneffekt

erzielt werden.

Die Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) wurde Uber eine XK 50-
Saule, die mit SOURCE 15ISO (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) gefillt
(Bettvolumen 100 ml) war, durchgefihrt. Die Auftrennung der unterschiedlichen

Proteinfraktionen wurde iber eine AKTA™ Purifier 100-Anlage gesteuert.
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Die geeignete Proteinprobe wurde vor dem Auftragen auf die Saule mit 1,2 M
(NH4),S04 (in Pulverform) versetzt. Nach der Abtrennung prazipitierter Proteine
durch Zentrifugation (8.000 g, 4° C, Centricon T-124, Kontron, Eching) erfolgte
der Probenauftrag mit einer Schlauchpumpe auf eine mit 0,85 M (NH4),SO, in
50 mM KH,PO,/NaOH, pH 7,2 &quilibrierten Saule. Nichtbindende Proteine
wurden mit 120 ml 0,85 M (NH4),S04 in 50 mM KH,PO,/NaOH, pH 7,2 eluiert.
Gebundene Proteine wurden durch einen linearen Gradienten von 0,85 M bis 0 M
(NH,),SO, eluiert. Bei einer FluBrate von 10 ml min' wurden Fraktionen von
10 ml gesammelt. Wahrend der Auftrennung der unterschiedlichen Proteine
wurde der relative Proteingehalt durch automatische Messung der Absorption bei
280 nm bestimmt. Genauso wurde der relative Flavin- und FeS-Gehalt Uber die
Absorption bei 450 nm und 550 nm aufgezeichnet. CO-Dehydrogenase-Aktivitat

wurde wie in Kap. 2.5.1 beschrieben bestimmt.
2.3.4 Gelfiltration

Um die gepoolten CO-Dehydrogenase-Fraktionen vom Salz zu befreien, wurden
sie zuerst durch Ultrafiltration (Kap. 2.3.5) konzentriert und dann durch
Gelfiltration an Sephadex G-25 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) in
50 mM KH,PO,/NaOH-Puffer, pH 7,2 filtriert. Das gereinigte Enzym wurde
aliquotiert und in Flissigstickstoff eingefroren. Bis zur weiteren Verwendung

wurde das gefrorene Enzym bei -80° C aufbewahrt.

Das Entsalzen von Proteinlésungen mit kleinen Volumina (bis 2,5 ml) erfolgte
durch PD10-Saulen (Sephadex G-25, Fertigesaulen, Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg). Auf die mit dem entsprechenden Puffer aquilibrierte Saule
wurde 2,5 ml Proteinlésung aufgetragen und dann mit 3,5 ml geeignetem Puffer

eluiert.
2.3.5 Konzentrierung von Proteinlésungen

Die Proteinlésungen wurden mittels Ultrafiltration (Ultrafiltrationskammer (50 ml
vol) Modell 8050, Amicon, Witten) bei einem angelegten Luftdruck von 1,5 bar
unter Rihrung und auf Eis aufkonzentriert. Die verwendete Membran hatte eine
Ausschlussgrenze von 30 kDa (Diaflo PM 30, Amicon, Witten).
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Zur Konzentrierung kleiner Volumina (bis 3,5 ml) wurden Zentrifugal-
Konzentratoren (Microsep Mikrokonzentrator, 30 kDa Ausschlussgrenze, Pall

Science, Rossdorf) eingesetzt.

2.4. Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung zellfreier Extrakte und gereinigter Proteine erfolgte mit

einem Mikroansatz der Biuret-Methode nach Beisenherz et al. (1953).

Zur Bestimmung des Proteingehalts von verdlinnten Proteinlésungen wie sie z. B.
nach der Eluierung von Chromatographiesaulen anfallen, wurde die von Bradford

(1976) beschriebene Methode angewendet.

2.5 Bestimmung von Enzymaktivititen

2.5.1 Bestimmung der CO-Dehydrogenase-Aktivitat

Die CO-Dehydrogenase-Aktivitéat wurde photometrisch (ber die Reduktion von
2-(4-Iodphenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazoliumchlorid (INT) zu 1-(4-
Iodphenyl)-3-phenyl-5-(4-nitrophenyl)-formazan (Formazan) bestimmt (Kraut et
al. 1989).

2.5.2 Bestimmung der Reduktion von Azid zu Ammonium

Reaktionsansatz:

NaNs 10 mM
Natriumdithionit 5 mM
CO-Dehydrogenase 0,5-2 mg

50 mM KH,PO4/NaOH-Puffer, pH 6,5 ad 0,75 ml

Die CO-Dehydrogenase und der Puffer wurden in Wheatonflaschen (8 ml
Volumen) pipettiert. AnschlieBend wurden die Wheatonflaschen mit
Serumstopfen und Metallverschlissen gasdicht verschlossen, mehrmals evakuiert
und mit He begast. Die NaNs-Lésung und die Dithionitlésung wurden unter
anaeroben Bedingungen hergestellt und nach der Begasung in die
Wheatonflaschen mit dem Reaktionsansatz mit Hilfe einer Hamilton-Spritze

gegeben. Nach einer Vorinkubation von 5 min bei 60° C wurde mit Hilfe einer
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Hamilton-Spritze eine 0,2 ml Probe entnommen und diese in einem Doppelansatz
auf ihren Ammoniumgehalt bzw. Azidgehalt analysiert. Ammonium wurde nach
der von Gadkari (1984) modifizierten Methode von Fawcett und Scott
(1960)(Kap. 2.6.2) und Azid nach Dilworth und Thorneley (1981) (Kap. 2.6.1)

gemessen.

AnschlieBend wurden die Reaktionsansatze 30 min lang bei 60° C inkubiert und
erneut auf ihren Ammoniumgehalt hin untersucht. Aus der Differenz zwischen
End- (t;) und Anfangsgehalt (t;) des Ammoniums ergab sich die Menge an
gebildetem Ammonium als Folge der Azid-Reduktion. Als Referenz diente ein

identisch behandelter Ansatz ohne Protein oder ohne Azid.
2.5.3 Bestimmung der Reduktion von Nitrit zu Ammonium

Reaktionsansatz:

KNO, 10 mM
Natriumdithionit 10 mM
CO-Dehydrogenase 0,5-2 mg
50 mM KH,PO4/NaOH-Puffer, pH 7,2 ad 0,75 ml

CO-Dehydrogenase und Puffer wurden in Wheatonflaschen (8 ml Volumen)
pipettiert, anschlieBend wurden diese Flaschen gasdicht verschlossen, mehrmals
evakuiert und mit He begast. Die unter anaeroben Bedingungen hergestellten
Natriumdithionit- und KNO,-L6sungen wurden nach der Begasung nacheinander
mit Hilfe einer Hamilton-Spritze in die Wheatonflaschen gegeben. Nach einer
Vorinkubation von 5 min bei 60° C wurde mit Hilfe einer Hamilton-Spritze eine
0,2 ml Probe entnommen und diese in Doppelansatzen auf ihren
Ammoniumgehalt bzw. Azidgehalt analysiert. Ammonium wurde nach der von
Gadkari (1984) modifizierten Methode von Fawcett und Scott (1960)(Kap. 2.6.2)
und Nitrit nach Harrigan und McCance (1966) (Kap. 2.6.3) gemessen.

AnschlieBend wurden die Reaktionsansatze 60 min lang bei 60° C inkubiert und
erneut auf ihren Ammoniumgehalt untersucht. Aus der Differenz zwischen End-
(t1) und Anfangsgehalt (t;) an Ammonium ergab sich die Menge an gebildetem
Ammonium als Folge der Nitrit-Reduktion. Als Referenz diente ein identisch

behandelter Ansatz ohne Protein oder ohne Nitrit.
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2.5.4 Bestimmung der Reduktion von Nitrat zu Nitrit

Reaktionsansatz:

KNO; 80 mM
Natriumdithionit 1,5 mM
Methylviologen 0,9 mM
CO-Dehydrogenase 0,5-2 mg

50 mM KH,PO4/NaOH-Puffer, pH 7,2 ad 0,75 ml

Die CO-Dehydrogenase und der Puffer wurden in Wheatonflaschen (8 ml
Volumen) pipettiert. Die Wheatonflaschen wurden gasdicht verschlossen,
mehrmals evakuiert und mit He begast. KNO;-Ldésung, Methylviologen und
Natrium-Dithionitldsung wurden unter anaeroben Bedingungen hergestellt und
nach der Begasung in die Wheatonflaschen mit Reaktionsansatz mit Hilfe einer
Hamilton-Spritze gegeben. Nach einer Vorinkubationszeit von 5 min bei 60° C
wurde mit Hilfe einer Hamilton-Spritze eine 0,2 ml Probe enthnommen und diese
in Doppelansatzen auf ihren Nitrit- bzw. Nitratgehalt analysiert. Nitrit wurde nach
Harrigan und McCance (1966) (Kap. 2.6.3) gemessen und Nitrat nach Cataldo et
al. (1975) analysiert; beide Methoden wurden von Gadkari (1984) modifiziert.

AnschlieBend wurden die Reaktionansdtze 60 min lang bei 60° C inkubiert und
erneut auf ihren Nitritgehalt untersucht. Aus der Differenz zwischen End (t;)- und
Anfangsgehalt (ty) an Nitrit ergab sich die Menge an gebildetem Nitrit als Folge
der Nitrat-Reduktion. Als Referenz diente ein identisch behandelter Ansatz ohne

Protein oder ohne Nitrat.
2.6 Bestimmung von Azid, Ammonium und Nitrit
2.6.1 Bestimmung von Azid

Zur Bestimmung der Azid-Konzentration wurde die von Dilworth und Thorneley
(1981) beschriebene Methode angewendet. Zur Trennung des Azids vom Protein
wurden Zentrifugal-Proteinkonzentratoren (Microsep Mikrokonzentrator, 30 kDa
Ausschlussgrenze, Pall Science, Rossdorf) eingesetzt. Das Eluat wurde fir die
Azidanalyse verwendet. Das Azid wurde spektralphotometrisch als Eisenazid
(Fe*3-Azid) in saurer Ldésung gemessen. Ein Probevolumen von 0,5 ml wurde
jeweils mit 1 ml Glycin-Puffer/HCI (0,1 M Glycin/HCI, pH 2,0) und 0,5 ml FeCl;
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(0,2 M FeCl; in 0,01 M HCI, dieses Reagens erfordert Filtration) versetzt.
AnschlieBend wurde die Extinktion der gelb-rétlichen Ldsung nach 15 min
Inkubation bei Raumtemperatur in Kivetten der Schichtdicke d = 1 cm im
Photometer bei 458 nm (Novaspec II, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
gemessen. Zur Ermittlung des Azidsgehalts aus der Extinktion wurde eine
Eichgerade mit NaN; als Standard (0 - 100 pg Ansatz?!) erstellt.

Geradengleichung:
Asss = 2,727%.Konzentration an Azid (ug.500 pl'!) + 4,447
2.6.2 Bestimmung von Ammonium

Die Konzentration des Ammoniums wurde nach der von Gadkari (1984)
modifizierten Methode von Fawcett und Scott (1960) bestimmt. Ein
Probevolumen von 0,1 ml wurde jeweils mit 1,9 ml Aqua dest., 1 ml Na-Phenolat
(2%) w/v), 0,5 ml Na-Nitroprussid (0,005% w/v), und 0,5 ml Na-Hypochlorit
(0,2 M Na-Hypochlorit, 0,125 N NaOH) versetzt. Die Ansatze wurden 60 min lang
bei 30° C im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion der
blaugefarbten Losung in Klvetten der Schichtdicke d = 1 cm im Photometer bei
630 nm gemessen. Zur Ermittlung des Ammoniumgehalts aus der Extinktion
wurde eine Eichgerade mit NH,Cl als Standard (0 - 10 pg Ansatz!) erstellt.

Geradengleichung:
As3o = -0,00204.Konzentration an Ammonium-N (ug.100 pl™t) + 0,18796
2.6.3 Bestimmung von Nitrit

Die Nitritbestimmung wurde nach Harrigan und McCance (1966) durchgefihrt.
Ein Probevolumen von 1 ml wurde mit 1 ml frisch hergestellter Reagenzlésung,
die aus gleichen Teilen 0,8%iger Sulfanilsaure (w/v) in 5 N Essigsdure und
5%igem a-Napthylamin (w/v) in 5 N Essigsdure besteht, versetzt. AnschlieBend
wurde die Extinktion der rotgefarbten Ldésung nach 15 min Inkubation bei
Raumtemperatur in Kivetten der Schichtdicke d = 1 ¢cm im Photometer bei 550
nm bestimmt. Zur Ermittlung des Nitritgehalts aus der Extinktion wurde eine
Eichgerade mit KNO; als Standard (0 - 4 pug Ansatz!) erstellt.

Geradengleichung:

Asso = 0,01664.Konzentration an Nitrit (ug.100 pl™) + 0,32636
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2.7 Metallanalyse

Die Bestimmung von Eisen, Molybdan, Kupfer, Mangan, Zink, Selen, Magnesium
und Vanadium wurde am Bayreuther Institut flr  Terrestrische
Okosystemforschung (BITOK) mittels Induced-Couple-Plasma-
Massenspektrometrie (VG Plasmaquad PQ2 Turbo Plus, Fisons Instrument/VG

Elemental, Wiesbaden) durchgeflhrt.

Der Kupfergehalt von behandelter CO-Dehydrogenase wurde sowohl mit dem
gewonnen Ultrafiltrat als auch mit den enthommenen Aliquots der Enzymldsung
durchgefiihrt. Die Messung erfolgte an einem Atomic Absorption
Spectrophotometer 1100B (Perkin Elmer, Uberlingen, 10 mA Lampenstrom mit
Kupferdetektionslampe bei 234 nm), Gasgemisch: ca. 4 bar Pressluft, 1,3 bar
Acetylen. Als Eichgerade wurde eine 0 bis 16 uM Kupfersulfatlésung verwendet.
Die gemessenen Proben wurden so verdinnt, dass die Kupferkonzentration im
Bereich der Eichgerade lag (< 8 uM CO-Dehydrogenase). Der Kupfergehalt wurde

aus drei Parallelmessungen ermittelt.
2.8 Bestimmung von FAD

Das Flavin der CO-Dehydrogenase wurde mit Trichloressigsaure extrahiert und
durch Messung der Absorptionsdifferenz zwischen oxidierter und reduzierter
Form bei 450 nm bestimmt (Meyer 1982). In einem Eppendorf-Reaktionsgefal
wurden 600 ul CO-Dehydrogenase (0,5 bis 1,5 mg ml™? in KH,PO,/NaOH-Puffer,
pH 7,2) mit 60 ul 50% (w/v) Trichloressigsaure vermischt und 20 min bei 4° C
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 340 ul 2,4 M K,HPO, neutralisiert
und das Prazipitat 5 min bei 13.000 g abzentrifugiert. Vom klaren Uberstand
wurde vor und nach Zugabe einiger Kristalle Dithionit die Absorption bei 450 nm
bestimmt. Die Konzentration an Flavin wurde mit Hilfe des millimolaren Redox-
Differenz-Extinktionskoeffizienten e4s0 = 10,5 mM™* cm™ bestimmt (Waud et al.
1975).
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2.9 Spektroskopische Methoden
2.9.1 UV /vis-Absorptionsspektroskopie

UV/vis-Absorptionsspektren von Proteinlésungen wurden an einem Zweistrahl-
Spektralphotometer (Uvicon 941, Kontron, Eching) gegen die Basislinie des
entsprechenden Puffers als Referenz mit einer Bandbreite von 2 nm und einer

Geschwindigkeit von 200 nm min™* von 230 bis 850 nm aufgezeichnet.

Die Aufnahme der Spektren von CO-Dehydrogenase nach Dithionit-, H,- bzw.
CO-Reduktion und wahrend der Azid-Reduktion erfolgte in Quarzkivetten mit

Septum und Schraubdeckel.
2.9.2 Elektronspinresonanz (ESR)-Spektroskopie

Die Elektronspinresonanz-Spektren (ESR-Spektren) wurden an einem Bruker
EMX-ESR-Spektrometer (Karlsruhe) aufgenommen. Das Spektrometer war mit
einem Helium-Kryostaten (ESR 900 Cryostat, Oxford Instruments, England),
sowie einer Temperatur-Kontrolleinheit (ITC503, Oxford Instruments, England),
die Temperaturen von 6 K bis 120 K ermdglichte, ausgestattet. Die Spektren
wurden mit einer Mikrowellenleistung von 10 bzw. 200 mW aufgezeichnet. Die
ESR-Spektren wurden jeweils zehnmal gemessen und gemittelt. Die Daten
wurden mit Software WIN-EPR (Bruker) aufgezeichnet und ausgewertet. Die
Bestimmung der Mikrowellenfrequenz erfolgte mit einem Mikrowellenzahler, die

Kalibrierung des Magnetfeldes mit einer Diphenylpicrylhydrazin-Referenzprobe.
Die g-Faktoren wurden mittels folgender Gleichung berechnet:
71,4484 . v
9=—"_"—
(B, + 0,267)
Vi Mikrowellenfrequenz in GHz
Bo: Magnetfeld in mT

CO-Dehydrogenase (10 bis 12 mg ml™) in 50 mM HEPES/NaOH-Puffer, pH 7,2
wurde unter anoxischen Bedingungen (5-maliges Evakuieren und Begasen mit
100% Argon oder Helium) mit 4 mM Dithionit versetzt. Oxidierte und reduzierte

Proben wurden unter der jeweiligen Gasatmosphdare mit einer gasdichten
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Hamilton-Spritze in ESR-R6hrchen Uberfihrt und anschlieBend in Flissigstickstoff

eingefroren.

2.10 Analytische Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Analytische Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wurde als vertikale
Plattenelektrophorese im diskontinuierlichen System nach Laemmli (1970)
durchgefihrt. Dabei betrug die Dimension des Trenngels 120 mm H x 125 mm B
x 1,5 mm T. Ein 20 mm hohes Sammelgel wurde auf das Trenngel gegossen und

ein Kamm zur Ausbildung von 10 Probentaschen (225 pl Volumen) eingesetzt.

Herstellung der Gele:

Lésungen:

Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung: Acrylamid, 30% (w/v)
N,N'-Methylenbisacrylamid, 0,8% (w/v)

Trenngelpuffer: 0,980 M Tris/HCI (pH 8,8)

Sammelgelpuffer : 0,325 M Tris/HCI (pH 6,8)

Laufpuffer: 0,050 M Tris, 0,384 M Glycin (pH 8,5)
0,1% (w/v) SDS (nur bei denaturierenden
Gelen)

Das Gel wurde zur Durchfiihrung der Elektrophorese in die mit Laufpuffer gefilite

Elektrophorese-Kammer gesetzt.

Tabelle 2-1 Pipettierschema fiir Polyacrylamidgele

Trenngel Sammelgel
7,5% | 13% 5% 7,5%
Acrylamid/Bisacrylamid (ml) 9,00 | 16,40 | 1,67 | 2,50
Trenngelpuffer (ml) 18,00 | 18,00 - -
Sammelgelpuffer (ml) - - 5,00 5,00
Aqua bidest (ml) 9,00 3,60 | 2,45 2,45
Na,SO; (mg) 50,00 | 50,00 - -
SDS (10% w/v)*) (ml) - 0,36 - 0,10
TEMED (ul) 9,00 9,00 5,00 5,00
Ammoniumperoxodisulfat (10% w/v) (ul) |90,00 | 90,00 | 50,00 |50,00

*) nur bei denaturierenden Gelen
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Die Proben mit einem Proteingehalt bis zu 100 pg in einem Volumen von
maximal 100 pl wurden vor ihrer Applikation auf das Gel mit 1/10 Volumen
0,25% (v/v) Bromphenolblau und 1/10 Volumen 40% (w/v) Saccharose versetzt

und mittels einer Hamilton-Spritze in die einzelnen Taschen gegeben.

Bei der Auftrennung von Proteinen in denaturierenden Gelen wurden die Proben
(50 bis 100 pg) vor Zugabe von Bromphenolblau und Saccharose (10 bis 15 pl)

mit 2% (w/v) SDS versetzt und 5 min lang im Wasserbad gekocht.

Die Elektrophoresen erfolgten bei einer Stromstarke von 15 mA im Sammelgel
und 45 mA im Trenngel (Netzgerat: Desatronic 1000/200, Desaga Heidelberg).
Sie wurden beendet, wenn die Bromphenolblau-Front das untere Ende des Gels

erreichte.

Zur Bestimmung der molekularen Massen von Proteinen in denaturierenden
Gelen wurde ein Standard im Bereich 14 bis 94 kDa (Pharmacia Biotech,
Freiburg) verwendet. Die Molekulargewichtsbestimmung in nicht-denaturierenden

Gelen erfolgte mit ,,High Molecular Weight Calibration Kit for Gel Electrophoresis".

Nach der Elektrophorese wurden die Proteinbanden der analytischen
Polyacrylamidgele mit Coomassieblau R-250 fir 60 min auf einem
Horizontalschittler (50 rpm, Braun Melsungen) gefarbt und fixiert. AnschlieBend
wurden die Gele zur Entfernung des Uberschlissigen Farbstoffes in

Entfarberlésung geschwenkt.

Farbeldosung:

Coomassie Brilliant Blue R-250 500 mg
Tech. Ethanol 454 ml
Essigsaure 92 ml
H,O 454 ml
Entfarberlosung:
H,O 400 ml
Methanol 500 ml
Essigsaure 100 ml

Die Dokumentation der Polyacrylamidgele erfolgte mit Docu Gel IV (MWG-

Biotech, Ebersberg). Die Integration der Peakflachen einzelner Banden und die
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Molekulargewichtsbestimmung wurde mit Hilfe der Software RFLPscan und

OneDscan der Firma Scananlytics (Billerica, Massachusetts, USA) durchgefiihrt.
2.11 Aktivitatsfarbung

Die CO-Dehydrogenase-Aktivitdat wurde in den analytischen, nativen
Polyacrylamidgelen (Kap. 2.10) mit 2-(4-Indophenyl)-3-(4-Nitrophenyl)-2H-
Tetrazoliumchlorid (INT) und 1-Methoxyphenazin-Methosulfat  (MPMS)

nachgewiesen.

Der Testansatz wurde 30 min lang in einer Schott-Flasche mit Hilfe einer Kantle
mit CO begast und anschlieBend in einer kleinen Schale Uber das Gel gegossen.
In der Regel wurde bei positiver Reaktion bereits nach 1 min eine deutliche rote

Bande, die auf Grund der Reduktion von INT entstand, sichtbar.
2.12 Inaktivierung der CO-Dehydrogenase

2.12.1 Inaktivierung der CO-Dehydrogenase durch Cyanid und

Bestimmung des cyanolysierbaren Schwefels

Die CO-Dehydrogenase wurde mit Cyanid inaktiviert (Meyer und Schlegel 1983,
Gremer 2000) und der herausgeldste cyanolysierbare Schwefel analysiert. 0,4 ml
einer frisch angesetzten anoxischen 250 mM K-Cyanid-L6ésung (in KH,PO,/NaOH-
Puffer, pH 7,2) wurde zu 9,6 ml anoxischer CO-Dehydrogenase (3 mg ml™* in
KH,PO,4/NaOH-Puffer, pH 7,2) gegeben und bei Raumtemperatur inkubiert. Von
0,7 ml Aliquots des Reaktionsansatzes wurden proteinfreie Eluate mittels
Zentrifugalfiltration (30 min, 5500 g) an einer Membran mit 30 kDa
Ausschlussgrenze (Zentrifugal-Konzentrator Mikrosep, Pall Sciences, Rossdorf)
gewonnen. Enthaltenes Rhodanid (SCN’) wurde mit SORBOS Reagenz zu
rotbraunem Eisen-Rhodanid (FeSCN) umgesetzt (Westley 1981). Das Eluat (0,5
ml) wurde in einer Kiivette mit SORBOS Reagenz (0,5 ml) gemischt und 10 min
inkubiert. Das gebildete FeSCN wurde photometrisch bei 460 nm gemessen. Als
Referenz diente ein identischer Ansatz, der anstelle des Eluates 0,5 ml 10 mM
KCN in 50 mM KH,PO,/NaOH-Puffer, pH 7,2 enthielt. Die Quantifizierung der
Absorption bei 460 nm erfolgte (iber eine Eichgerade, die mit KSCN (0-20 uM in
KH,PO,4/NaOH-Puffer, pH 7,2) aufgenommen wurde. Die abgetrennte CO-

Dehydrogenase, die sich an der Membran sammelte, wurde zuriickgewonnen und
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Uber Gelfiltration an Sephadex G-25 (PD-10, Amersham Pharmacia, Freiburg)
entsalzt. Sie wurde anschlieBend flr Bestimmungen wie CO-Oxidation (Kap.
2.5.1) und Azid- (Kap. 2.5.2), Nitrit- (Kap. 2.5.3) und Nitrat-Reduktion (Kap.

2.5.4) verwendet.

SORBOS Reagenz nach Westley (1981):

Fe(NOs3)3; x 9H,0 10 g
65% HNO; 20 ml
Aqua dest. ad 150 ml

2.12.2 Inaktivierung der CO-Dehydrogenase durch n-Butylisocyanid

Die oxidierte CO-Dehydrogenase wurde durch n-Butylisocyanid inhibiert (Dobbek
et al. 2002). Die anoxischen Testansatze, die 1 mg Protein in KH,PO,/NaOH-
Puffer, pH 7,2 enthielten, wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 bis
1,2 mM) von n-Butylisocyanid versetzt. Nach 15 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Reaktionsansdtze flir die verschiedenen Tests wie
CO-Oxidation (Kap. 2.5.1) und Azid- (Kap. 2.5.2), Nitrit- (Kap. 2.5.3) und Nitrat-
Reduktion (Kap. 2.5.4) verwendet.

2.12.3 Inaktivierung der CO-Dehydrogenase durch Cyanat

Die anoxischen Testansatze enthielten 1 mg CO-Dehydrogenase und 1 ml
KH,PO4/NaOH-Puffer (50 mM, pH 7,2). Diese Testansatze wurden mit Na-
Dithionit, H, oder CO reduziert. Anoxische K-Cyanat-Lésung (10 bis 30 mM)
wurde zu den Testansdtze gegeben und diese bei 50° C inkubiert. Der zeitliche
Verlauf der spezifischen Aktivitat wurde in Aliquots im CO — INT/MPMS-Test
bestimmt (Kap. 2.5.1).

2.13 Messung der Gasentwicklung

2.13.1 Warburg-Technik

Fir die Messung der Gasbildung mittels Warburg-Technik wurde ein Rund-

Warburg-Gerat (Braun Melsungen) mit geschlossenen Differentialmanometern
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und Brodischer Lésung als Sperrflissigkeit benutzt. Das Wasserbad hatte eine

Temperatur von 40° C.
Reaktionsansatz:

Hauptraum: 2 ml KH,PO4/NaOH-Puffer (50 mM, pH 7,2), 2 mg CO-
Dehydrogenase, 5 mM oder 15 mM Azid.

Zentralzylinder: 0,2 ml KOH (20%)

Die GefaBe wurden 10 min lang mit He durchgespiilt. Die Reaktion wurde durch

Zugabe von 10 mM Dithionit gestartet.
2.13.2 Gaschromatographische Bestimmung von Distickstoff

Die Konzentration von molekularem Distickstoff wahrend der Azid-
Reduktionsuntersuchungen wurde gaschromatographisch ermittelt. Die Proben
wurden in einen Gaschromatographen (Modell CP 9000; Chrompack, Middelburg,
Niederlande) mit ,Warmeleitfahigkeits-Detektor® (Modell 903 A) eingespritzt. Als
Saulenmaterial dienten Hayeser Q (2,5 m) und Molekularsieb 13 X (1,8 m). Die
Temperatur des Ofens betrug 40° C, die des Injektors und des Detektors 80° C
und 200° C. Als Trégergas wurde He mit einer Durchflussrate von 30 ml min™*
benutzt. Das Chromatogramm wurde mittels eines Schreibers (LINSEIS-L6512)
aufgezeichnet. Zur Ermittlung der Stickstoffkonzentration wurde eine Eichgerade

mit reinem Stickstoff als Standard (0 — 200 nmol) erstellt.
Korrelationsgerade:
Peak (cm) = 0,10835.Konzentration an Stickstoff (nmol.50 pl'?) + 0,03428

2.14 Rontgenstrukturanalyse der Azid/CO-inkativierten CO-

Dehydrogenase aus O. carboxidovorans

Die Kristallisation von Azid/CO-inaktivierter CO-Dehydrogenase erfolgte nach
dem Dampfdiffusionsverfahren im ,hangenden Tropfen". Fir die Kristallisation
wurden 6 pl Enzym (24 mg ml? in 50 mM HEPES/NaOH-Puffer, pH 7,2) auf
silanisierte Deckglaser (18 mm Durchmesser, Damm, Frankfurt) aufgetragen und
mit 2 bis 6 pl Kristallpuffer gemischt (Dobbek et al. 1999).
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Die Silanisierung der Deckglaser erfolgte durch eine 20 bis 30-min Behandlung
mit Dichlordimethylsilan-Lésung (1% (v/v) in Toluol) bei 60° C. AnschlieBend
wurden die Deckglaser mit Wasser abgespilt, 5 bis 10 min mit 96% (v/v)
Ethanol behandelt, erneut mit Wasser abgespllt, mit Druckluft getrocknet und

Uber Nacht bei 130° C trockener Hitze sterilisiert.

Kristallisationspuffer:

0,82 M KH,PO,/KOH

0,82 M NaH,PO,/NaOH
82,00 MM HEPES/NaOH pH 7,2
3% (v/v) 2-Methyl-2,4-Pentanediol (MPD)
in Aqua bidest.

Die Vertiefungen einer Gewebe-Kulturschale (IWAKI microplate, Dunn
Labortechnik, Asbach) wurden mit 700 ul Kristallisationspuffer beflillt und der
obere Rand mit viskosem Silikondl (Mischung aus Rotisilon A und Rotisilon B,
Roth, Karlsruhe) eingefettet. Die Deckgldaser mit einem Tropfen einer Mischung
aus 6 pl Azid plus CO-inaktivierter CO-Dehydrogenase wund 3 pl
Kristallisationspuffer wurden umgedreht und auf die Vertiefungen der Gewebe-

Kulturschale aufgelegt. Die Kristallisation fand bei 4° C statt.

2.15 Chemikalien und Gase

Die verwendeten Chemikalien wurden in der Regel von den Firmen Fluka
(Deisenhofen), Merck (Darmstadt), Sigma (Deisendorf), Boehringer (Mannheim),
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) und Serva (Heidelberg) mit einem
Reinheitsgrad besser als 97% bezogen. Die verschiedenen Gase wurden von den
Firmen Linde (Hoéllriegelskreuth) und Riessner (Michelau/Lichtenfels) bezogen.
Ihre Reinheitsgrade betrugen: CO 99,3%, CO, 99,99%, Acetylen 99,5%, Argon
99,90%, He 99,5% und Stickstoff 99,90%.
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3 Experimente und Ergebnisse

3.1 Massenproduktion der CO-autotroph wachsenden Kulturen von

O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus

Die Kultur von Streptomyces thermoautotrophicus zeigte unter CO-autotrophen
Bedingungen eine kiirzere Lag-Phase und das maximale Wachstum erfolgte bei
einer OD43¢ von 1,5 bis 2. Die genaue Ursache fUr dieses Verhalten ist bislang
nicht aufgeklart. Es wird vermutet, dass wdhrend des Wachstums ein oder
mehrere sekundarer/sekundare Metaboliten ausgeschieden wird/werden, die die
CO-Dehydrogenase oder ein anderes wichtiges Enzym oder eine Funktion
hemmen. Eine Beobachtung wahrend der Wachstumsphase ergab, dass der CO-
Dehydrogenasegehalt in der stationdaren Phase deutlich abnimmt und die
Aktivitat deutet darauf hin, dass, im Vergleich zu der Aktivitdt der exponentiellen
Phase, die Aktivitat in der stationdaren Phase geringer wird (Abb. 3-1A). Beim
Wachstum von Oligotropha carboxidovorans kommt eine sehr lange Lag-Phase
(ca. 48 h) vor.

Unter den gleichen Wachstumsbedingungen wie bei S. thermoautotrophicus,
abgesehen vom Temperaturunterschied (30° C), wuchs die Kultur jedoch bis zu
einer OD436 von 10 bis 13 (Abb. 3-1). Die héchste CO-Oxidationsaktivitat tritt
allerdings in der Mitte der exponentiellen Wachstumsphase auf (Schibel 1996).
Die maximalen Verdopplungszeiten und die Generationszeiten in der
exponentiellen Phase sind von beiden Organismen vergleichbar. Aus einem noch
nicht geklarten Grund besitzen O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus
CO-Dehydrogenase-Spezies, die sehr unterschiedliche spezifische Aktivitaten

aufweisen.
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OD.ass

Abb. 3-1 CO-autotrophes Wachstum von O. carboxidovorans und
S. thermoautotrophicus im 50 I-Fermenter (A).
Coomasieblau- Farbung (B1) und Aktivitatsfarbung (B2) der
cytoplasmatischen Fraktionen von S. thermoautotrophicus

aus unterschiedlichen Zeiten der Wachstumsphase

O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus wurden in Mineralmedium unter
Begasung mit 2 | min™' mit einem Gasgemisch bestehend aus 10% (v/v) CO, 5% (v/v)
CO, und 85% (v/v) Luft CO-autotroph angezogen (Kap. 2.2). (A): Das Wachstum wurde
anhand der optischen Dichte bei 436 nm verfolgt. (B): Die cytoplasmatischen Fraktionen
fir die Aktivitatsbestimmung wurden wahrend unterschiedlicher Wachstumsphasen aus
S. thermoautotrophicus vorbereitet (Kap. 2.3.1). Die cytoplasmatischen Fraktionen
wurden auf einer nativen PAGE analysiert (Kap. 2.10). Bahn 1: 20 pg Standard (High
Molecular Weight, Pharmacia Freiburg) mit folgenden Markerproteinen: Thyroglobulin
(669 kDa), Ferritin (440 kDa), Katalase (232 kDa), Lactat-Dehydrogenase (140 kDa),
Rinderserumalbumin (67 kDa), Bahn 2 bis 5: 50 pg Cytoplasma aus den Zellen, die 72,
96, 120 und 146 Stunden nach dem Animpfen gewonnen wurden. (Bl): Die
Proteinbanden wurden mit Coomasieblau angefarbt (Kap. 2.10) und (B2): Die
Proteinbanden wurden durch Aktivitatsfarbung sichtbar gemacht (Kap. 2.11).
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3.2 Anreicherung von CO-Dehydrogenase

CO-Dehydrogenase wurde aus den Zellen mehrerer Fermentationen durch ein
Aufreinigungsverfahren, bestehend aus Ultrazentrifugation, Anionenaustausch-
Chromatographie und hydrophober Interaktionschromatographie (HIC), isoliert.
Die Aufreinigungsverfahren zur Gewinnung homogener CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus wurden mehrfach durchgefihrt
und fihrten jeweils zu ahnlichen Ergebnissen. Die Chromatographieprofile der
CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus waren
vergleichbar. Es wird deshalb exemplarisch eine Aufreinigung der CO-

Dehydrogenase aus O. carboxidovorans dargestellt.

Fir die Aufreinigung von CO-Dehydrogenase wurden 40 g (Feuchtgewicht) CO-
autotroph gewachsene Zellen eingesetzt. Nach Zellaufschluss und niedertouriger
Zentrifugation wurde der zellfreie Rohextrakt durch Ultrazentrifugation in
Cytoplasma- und Membranfraktionen getrennt (Kap. 2.3.1). Die CO-
Dehydrogenase ist ein starkes Anion (pI: 4,7) (Meyer 1989), deshalb ware flr
ihre Aufreinigung eine Anionenaustausch-Chromatographie geeignet. Die
gewonnene Cytoplasmafraktion wurde daher einer Chromatographie an Source
30Q unterzogen (Abb. 3-2, Kap. 2.3.2). Nichtgebundene Proteine wurden
wahrend des Probenauftrags und des sich anschlieBenden Waschvorgangs der
Saule mit Aquilibrierungspuffer (50 mM KH,PO./NaOH-Puffer, pH 7,2)
abgetrennt. Gebundene Proteine wurden mittels eines linearen NaCl-Gradienten
(0 bis 1 M) eluiert. Die Elution der CO-Dehydrogenase erfolgte bei ca. 0,4 M

NaCl. Die Fraktionen, die die CO-Dehydrogenase enthielten, wurden gepoolt.

Zur weiteren Anreicherung wurden die CO-Dehydrogenase-Fraktionen vereint
und Uber eine Source 15ISO (HIC) Saule weiter gereinigt (Abb. 3-3, Kap. 2.3.3).
Nichtgebundene Proteine wurden wahrend des Probenauftrags und des
anschlieBenden Waschvorgangs der Saule abgetrennt. Gebundene Proteine
wurden mit Hilfe eines linearen, fallenden Ammoniumsulfat-Gradienten von der
Saule eluiert. Die Elution der CO-Dehydrogenase erfolgte bei ca. 0,45 M
(NH4).S0,4 (Abb. 3-3). Fraktionen, die eine Absorption bei 450 nm (MaB fir den
relativen Flavingehalt) und 550 nm (MaB flir den relativen FeS-Gehalt)

aufwiesen, sowie CO-Oxidationsaktivitat zeigten, wurden gepoolt und durch
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Ultrafiltration (Kap. 2.3.5) aufkonzentriert. Zur Entfernung von Ammoniumsulfat
wurde das gereinigte Enzym mittels Sephadex G-25 filtriert (Kap. 2.3.4).
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Abb. 3-2 Anionenaustausch-Chromatographie der cytoplasmatischen

Fraktion von O. carboxidovorans an Source 30Q

Die cytoplasmatische Fraktion wurde auf eine mit 50 mM KH,PO,/NaOH-Puffer, pH 7,2 aquilibrierte
Source 30Q-Saule (100 ml Bettvolumen) aufgetragen. Die Elution nichtbindender Proteine erfolgt
durch Spilen mit 200 ml 50 mM KH,PO,/NaOH-Puffer, pH 7,2. Die gebundenen Proteine wurden
durch einen linearen NaCl-Gradienten (1,5 1) von 0 bis 1 M NaCl in 50 mM KH,PO,/NaOH-Puffer, pH
7,2 eluiert. Die Flussrate wihrend der Probeniibertragung betrug 10 ml min™ und die der Spiilung
und des Gradienten 20 ml mint. Das Volumen der Fraktionen betrug 20 ml. Der Proteingehalt
wurde durch die Messung der Absorption bei 280 nm bestimmt. Die Messung des relativen Flavin-
und FeS-Gehalts erfolgte Uber die Absorption bei 450 nm bzw. 550 nm. Die CO-Dehydrogenase-
Aktivitat in den einzelnen Fraktionen wurde photometrisch wie in Kap. 2.5.1 beschrieben bestimmt.

In dieser Arbeit wurden CO-Dehydrogenasen mit unterschiedlichen CO-
oxidierenden Aktivitaten gewonnen. Die CO-Dehydrogenasen mit
unterschiedlichen oxidierenden Aktivitaten sind ebenfalls sehr gut geeignet zur
Klarung der Frage, ob das aktive Zentrum auch fir die reduzierende Aktivitat
eine Rolle spielt. Damit konnte man die katalytisch kompetente CO-
Dehydrogenase, die flir die oxidierende Aktivitat verantwortlich ist, genau mit

der reduzierenden Aktivitat untersuchen und vergleichen.
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Abb. 3-3 Hydrophobe Interaktionschromatographie an Source 15I1SO

Der Proteinpool aus der Anionenaustausch-Chromatographie, der CO-Dehydrogenase-
Aktivitat enthalt, wurde mit (NH,4),SO,4 Lésung bis zu einer Endkonzentration von 1,2 M
versetzt. Nach Abzentrifugation wurde der Uberstand auf eine mit 0,85 M (NH,),S0, in
50 mM KH,PO,4/NaOH, pH 7,2 aquilibrierte Saule (100 ml Bettvolumen) aufgetragen. Die
Elution nichtbindender Proteine erfolgte mit 200 ml 0,85 M (NH4),S0O4 in 50 mM
KH,PO4/NaOH, pH 7,2. Gebundene Proteine wurden durch einen linearen Gradienten (1 1)
von 0,85 M bis 0 M (NH,4),S0,4 eluiert. Die Flussrate fiir die Probenubertragung betrug 5
ml m? und fir den Gradienten 10 ml™?. Das Fraktionsvolumen lag bei 10 ml. Die
Bestimmung des relativen Flavin- und FeS-Gehalts erfolgte (ber die Messung der
Absorption bei 450 nm bzw. 550 nm. Die CO-Dehydrogenase-Aktivitat in den einzelnen
Fraktionen wurde photometrisch, wie in Kap. 2.5.1 beschrieben, bestimmt.

CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans wurde mit einer Ausbeute von ca.
56% 6fach und einer spezifischen Aktivitit von 14,8 U mg™! (bei 30° C, mit
INT/MPMS als Elektronenakzeptoren) angereichert (Tabelle 3-1). Die Analyse der
nativen PAGE zeigte, dass die gereinigten CO-Dehydrogenasen aus
O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus in Form von elektrophoretisch
homogenen Proteinbanden vorlagen. Die qualitative CO-Oxidationsaktivitat der
beiden CO-Dehydrogenasen wurde durch Aktivitatsfarbung nachgewiesen (Abb.
3-4A, Kap. 2.11). Durch SDS-PAGE wurden die Untereinheiten der gereinigten
CO-Dehydrogenasen bestimmt (Abb. 3-4B, Kap. 2.10).
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Abb. 3-4 Native PAGE der gereinigten CO-Dehydrogenasen
Aktivitatsfarbung (A) und denaturierende PAGE homogener
CO-Dehydrogenasen (B) aus O. carboxidovorans und
S. thermoautotrophicus

Proben (je 50 pg pro Bahn) der gereinigten CO-Dehydrogenasen mit der spezifischen
Aktivitat von 14,8 U mg?' fir O. carboxidovorans und 11,5 U mg?' fir
S. thermoautotrophicus wurden auf einer nativen PAGE (A) in einem 7,5%-igen Trenngel
aufgetragen und auf einer denaturierenden PAGE (B) mit 7,5%-igem Sammelgel und
12%-igem Trenngel analysiert. Die Proteinbanden Bahn 1 und 2 (A) und Bahn 1 bis 3 (B)
wurden mit Coomasieblau gefarbt (Kap. 2.10). Die Proteinbanden Bahn 3 und 4 (A)
wurden durch Aktivitatsfarbung sichtbar gemacht (Kap. 2.11).

A: Bahn 1 und 4, gereinigte CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans; Bahn 2 und 3,
gereinigte CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus.

B: Bahn 1, gereinigte CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans; Bahn 2,
Standardproteine von 14 bis 94 kDa (Pharmacia Biotec Freiburg); Bahn 3, gereinigte CO-
Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus.

CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans zeigte drei Untereinheiten, eine
groBe Untereinheit (Cox L) mit 90 kDa, eine mittlere Untereinheit (Cox M) mit 30
kDa und eine kleine Untereinheit (Cox S) mit 17 kDa. Bei der CO-Dehydrogenase
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aus S. thermoautotrophicus konnte eine ahnliche Untereinheitenstruktur mit der
Molekularmasse von 88 kDa flir Cox L, 32 kDa fir Cox M und 18 kDa fiir Cox S

bestimmt werden.

Tabelle 3-1 Anreicherung von CO-Dehydrogenase aus O.
carboxidovorans
Anreicherungs- Volumen Gesamt- Gesamt- Spezifische Ausbeute Anreicherungs-
schritt protein aktivitat* Aktivitat faktor
(ml) (mg) () (U mg™) (%)
Zellfreier Rohextrakt 110 2816 7040 2,50 100 1,0

Cytoplasmatische
Fraktion 140 1400 5656 4,04 80,3 1,6

Anionenaustausch-
Chromatographie 120 540 4374 8,10 62,1 3,2

Hydrophobe Interak-
tionschromatographie 130 299 4156 13,90 59,0 5,6

Umpufferung und
Aufkonzentrieren 16,6 268 3962 14,80 56,3 5,9

* 1 U = 1 pmol CO oxidiert min™ bei 30°C

3.3 Wirkung von N-N, N-O- und C-C Verbindungen auf die
CO-Dehydrogenase

In der Molybdoenzym-Gruppe wurde CO-Dehydrogenase kirzlich als eine neue
Familie der zweikernigen Molybdoenzyme (L CuSMoOL") vorgeschlagen (Gnida
et al. 2003). In der Literatur ist bekannt, dass Molybdoenzyme N-N-, N-O- und
C-C-Verbindung reduzieren koénnen. Zur Charakterisierung der reduktiven
Aktivitat der CO-Dehydrogenase sollte deshalb zuerst der Einfluss ausgewahlter
Substrate wie N3, CyH,, NO,, NOs" und He (als Kontrolle) auf die CO-
Oxidationsaktivitat Uberprift werden (Abb. 3-5). Von diesen ausgewahlten
Substraten zeigte nur C,H, eine Hemmwirkung auf die CO-Oxidationsaktivitat. Es
wurde kiurzlich bewiesen, dass C,H, im aktiven Zentrum bindet (Kap. 1.3.3)
(Egerer 2003). Deshalb wurde C,H, als mdgliches Substrat fliir die Reduktion
durch CO-Dehydrogenase ausgeschlossen. Im Gegensatz dazu zeigten Substrate
wie Azid, NO, und NO3™ keine Hemmwirkung auf die CO-Dehydrogenase (Abb. 3-
5). Das Ergebnis, das Azid keine Hemmwirkung auf CO-Dehydrogenase hat, ist
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sehr interessant, da Azid eigentlich ein bekannter Inhibitor zahlreicher
metallhaltiger Enzyme ist (Kap. 1.6). Bei den Untersuchungen Uber die
Hemmwirkung von Azid auf Cu-haltige Enzyme, wie z.B. Nitritreduktase oder
CuZn-Superoxid- Dismutase (CuzZn-SOD) wurde nachgewiesen, dass Azid nicht
die reduzierten Enzyme, in denen die Cu-I Form vorliegt, hemmt (Leone et al.
1998, Strange et al. 1999). Bei der CO-Dehydrogenase kommt unabhangig vom
Redoxzustand immer Cu (I) im aktiven Zentrum vor (Dobbek et al. 2002). Aus
diesem Grund ist es einleuchtend, dass Azid keine Wirkung auf die CO-
Dehydrogenase auslibt. NO,” und NOj; zeigten ebenfalls keine Wirkung auf die
CO-Dehydrogenase (Abb. 3-5).
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Abb. 3-5 Wirkung unterschiedlicher Substrate auf die Aktivitat der CO-
Dehydrogenasen aus O. carboxidovorans und
S. thermoautotrophicus

Die oxidierten CO-Dehydrogenasen (1mg ml™? in 5 ml KH,PO,/NaOH-Puffer, 50 mM, pH
7,2) aus O. carboxidovorans (<, O, O, A, V) und S. thermoautotrophicus (¢, ®, H, A,
V¥) wurden in geschlossenen Wheatonflaschen unter anoxischer Bedingung bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Flaschen enthielten: He-Atmosphire (@, <); C,H--
Atmosphére (@, O); 10 mM N5 (M, O); 10 mM NO, (A, A); 10 mM NO5™ (¥, V). In
regelmaBigen Abstanden wurden mit Hilfe einer Hamilton-Spritze Proben aus den
Flaschen entnommen und auf CO-Dehydrogenase-Aktivitat geprift. Der zeitliche Verlauf
der spezifischen CO-Dehydrogenase-Aktivitdit (100% Aktivitdst = 14,8 U mg*
(0. carboxidovorans) und 11,2 U mg?! (S. thermoautotrophicus) wurde im INT-Test
(Kap. 2.5.1) bestimmt.
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In dieser Arbeit wurden diese drei Substrate, die keine Hemmung der CO-

Dehydrogenase-Aktivitat verursachten, flir weitere Untersuchungen verwendet.

3.4 Azid als neues Substrat der CO-Dehydrogenase

In Anwesenheit eines Reduktionsmittels, z.B. Dithionit, sind die CO-
Dehydrogenasen aus O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus in der
Lage, Azid zu Ammonium und N, zu reduzieren. Die Voraussetzungen flur die

Azid-Reduktion sind in Tabelle 3-2 zusammengefasst.

Tabelle 3-2 Einfluss einzelner Komponenten auf die Ammoniumbildung

aus Azid
Komponenten im Ansatz Aktivitat
CO-Dehydrogenase Dithionit NaNs N5 -Reduktion®
+9 + + 35,23
+9 + + 37,65
+ + - n.n.
+ - + n.n.
- + + n.n
- - + n.n

In den Ansatzen, die jeweils 1 ml KH,PO,/NaOH-Puffer (50 mM, pH 7,2), 1 mg CO-
Dehydrogenase, 10 mM NaNs;, 5 mM Dithionit als Elektronen-Donor enthielten, wurde die
Azid-Reduktionsaktivitdat gemessen (Kap. 2.5.2). Die Ammoniumbildung des Azid-
Reduktionsprodukts wurde wie in Kap. 2.6.2 beschrieben ermittelt.

3 nmol NH4* mg™ min bei 60° C

b) CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans

9 CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus
+ anwesend

- abwesend

n.n.: nicht nachweisbar
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Abb. 3-6 Die CO-oxidierende Aktivitat der CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans (A) und S. thermoautotrophicus (B)
wahrend der Azid-Reduktion

Die Ansatze enthielten jeweils 1 ml KH,PO,4/NaOH-Puffer (50 mM, pH 6,5 und 7,2), 1 mg
Protein, 10 mM N3 und 5 mM Dithionit (Kap. 2.5.2). Der zeitliche Verlauf der CO-
Dehydrogenase-Aktivitdt [100% Aktivitdt = 14,8 U mg™ (O. carboxidovorans) und 11,5
U mg? (S. thermoautotrophicus)] wéhrend der Azid-Reduktion wurde im CO >
INT/PMS-Test bestimmt (Kap. 2.5.1) und die Ammoniumbildung gemessen (Kap. 2.6.2).

Symbole: (O) NH4*-Bildung bei pH 7,2; (m) NH,"-Bildung bei pH 6,5; (O) CO-
Oxidationsaktivitat bei pH 7,2; (®) CO-Oxidationsaktivitat bei pH 6,5; (A) NH,"-Bildung
ohne N3 (Kontrolle), (V) NH4*-Bildung ohne Enzym (Kontrolle).
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Wahrend der Azid-Reduktion bleibt die Oxidationseigenschaft der CO-

Dehydrogenase unverindert.

In Anwesenheit von Azid wurde die Oxidationsaktivitat der CO-Dehydrogenase
nicht gehemmt. Bei direkter Zugabe von Azid wahrend des INT-Tests (flr die
Messung der CO-Dehydrogenase-Aktivitat) wurde die CO-Oxidationsaktivitat
ebenfalls nicht gehemmt. Als weitere Frage stellte sich, ob im reduzierten
Zustand wadhrend der Azid-Reduktion bzw. in Anwesenheit von Azid, die CO-
Oxidationsfahigkeit inaktiviert wird. Abb. 3-6 zeigt die CO-Oxidationsaktivitat
wahrend der Azid-Reduktion. Die Dithionit-reduzierten CO-Dehydrogenasen aus
O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus wurden in Anwesenheit von Azid
nicht gehemmt und behielten vollstdndig ihre CO-Oxidationsaktivitat. Vermutlich
haben Azid bzw. Ubergangsprodukte, die wahrend der Azid-Reduktion entstehen,
keine Hemmwirkung auf die CO-Oxidation haben. Es besteht deshalb die
Méglichkeit, dass die Elektronen, die wahrend der CO-Oxidation gebildet werden,
fur die Reduktion des Azids zur Verfligung stehen. Voraussetzung dafiir ist, dass
Azid oder die Ubergangsprodukte mit CO nicht reagieren oder toxische

Verbindungen bilden, die die CO-Dehydrogenase negativ beeinflussen.
3.4.1 Produkte der Azid-Reduktion

Die molare Stoéchiometrie des reduzierten Azids (als Substrat) zum gebildeten
Ammonium (als Produkt) war 2:1 woraus sich die Frage ergibt, was mit der
anderen Halfte des Azids geworden ist. Das andere mogliche Produkt kdnnte
Distickstoff sein. Zur Uberpriifung wurde die Warburg-Manometrie eingesetzt
(Kap. 2.13.1), in der sich sowohl Gasverbrauch als auch Gasbildung nachweisen
lasst (Abb. 3-7). Die Gasbildung war nur in den Ansatzen deutlich sichtbar, die

alle Komponenten, also CO-Dehydrogenase, Dithionit und Azid, enthielten.

Damit man die Proportion der Ammonium- und Gasbildung in den beiden Ansatze
miteinander vergleichen kann wurden zwei unterschiedliche Ansatze vorbereitet.
Ein Ansatz enthielt 15 mM Azid, der andere 5 mM Azid. In beiden Ansatzen

wurden CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus und Dithionit zugegeben.
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Abb. 3-7 Gasbildung wahrend der Azid-Reduktion durch CO-
Dehydrogenase

Wahrend der Azid-Reduktion wurde die Gasbildung anhand der Gaszunahme in den
Warburg-GefaBen bestimmt (40° C) (Kap. 2.13.1). Die kompletten Reaktionsansatze
enthielten 2 ml KH,PO4/NaOH-Puffer (50 mM, pH 7,2), 2 mg CO-Dehydrogenase, 10 mM
Dithionit und 5 mM (O) oder 15 mM Azid (@®). Kontrolle: ohne Enzym (V¥), ohne Azid
(V), ohne Dithionit (W) ohne Azid und Dithionit (O), ohne Enzym und Dithionit (®), ohne
Enzym und Azid (<), nur Puffer (A).

Nach 35 h Inkubationszeit wurde das Experiment beendet. Die Ansatze, die 15
mM Azid enthielten, bildeten 337,95 + 2,63 pl (359,58 und 336,32 pl) Gas, das
entspricht 13,24 + 0,55 ul (14,09 und 13,18 umol) Gas bzw. 15,16 + 0,1 pmol
(15,06 und 15,28) NH,*. Die Ansétze, die 5 mM Azid enthielten, bildeten 136,85
+5,17 ul (131,68 und 142,02 ul) Gas; das entspricht 5,36 (+ 0,20) umol Gas,
bzw. 5,36 + 0,2 ymol (5,16 und 5,56 ) NH4;*. Es wurde deutlich, dass wahrend
der Azid-Reduktion auBer Ammonium auch Gas gebildet wird. In den Ansatzen,
in denen CO-Dehydrogenase, Azid oder Dithionit fehlten, konnte weder
Ammonium- noch Gasbildung beobachtet werden. Es ist deshalb davon
auszugehen, dass die NH4*- und Gasbildung nur aus Azid durch enzymatische
Reaktion in Anwesenheit von Reduktionsmittel stattfindet. Das gebildete Gas
wurde gaschromatographisch analysiert und eindeutig als Distickstoff bestimmt.
Die Stochiometrie des verbrauchten Substrats und der gebildeten Produkte

wurde genauer untersucht.
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3.4.2 Stochiometrie der Azid-Reduktion

Um die genaue Stdochiometrie der Reduktion von Azid und der dabei gebildeten
Produkte zu erhalten, wurden Versuche in kleinen Wheatonflaschen (8 ml)
durchgefihrt. Diese enthielten 4 ml KH,PO,/NaOH-Puffer (50 mM, pH 6,5), 1 mg
CO-Dehydrogenase ml™, 5 mM Dithionit und 4 oder 7,5 umol Azid. Alle Anséatze
wurden mit mehrmaliger Evakuierung und Begasung mit He unter anoxischen
Bedingungen vorbereitet. Die Wheatonflaschen wurden bei 50° C (O.
carboxidovorans), bzw. 60° C (S. thermoautotrophicus) inkubiert. 1In
regelmaBigen Abstanden wurden einzelne Wheatonflaschen flr die Analyse
entnommen. Mit Hilfe einer Hamilton-Spritze wurden 50 pl Gas aus dem
Headspace entnommen und fir die Gasanalyse verwendet. Die Azid- und
Ammonium-Analyse (Kap. 2.6.1 und Kap. 2.6.2) durchgefiihrt. Fur die

Gasanalyse wurde ein Gaschromatograph verwendet (Kap.2.13.2).

In Abb. 3-8 ist dargestellt, dass die CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans
7,5 umol Azid zu 7,66 (+ 0,03) pmol NH4* und 7,79 (+ 0,13) pmol N, reduziert
(Tabelle 3-3). Die CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus katalysierte
die Reduktion von 4 pmol Azid zu 3,80 (+ 0,07) pmol NH4* und 3,88 (+ 0,10)
pmol N, (Tabelle 3-3). Die CO-Dehydrogenasen aus O. carboxidovorans und S.
thermoautotrophicus verhalten sich bei der Azid-Reduktion ahnlich (Abb. 3-8). Es
ist deutlich geworden, dass die Azid-Reduktion und die gebildeten Produkte NH,*

und N, im Verhaltnis 1:1 stehen.

I1Ns +4H +2¢€ —> 0,99 NH;" + 1,01 N,

Tabelle 3-3 Stochiometrie der Azid-Reduktion

Azid Ammonium Stickstoff
CO-Dehydrogenase (pmol) (Mmol) (pmol)
I II I II
O. carboxidovorans 7,5 7,63 7,68 7,66 7,91

S. thermoautotrophicus 4,0 3,87 3,73 3,98 3,79
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Abb. 3-8 Die stochiometrische Azid-Reduktion durch CO-
Dehydrogenase aus O. carboxidovorans (A) und
S. thermoautotrophicus (B)

Die Ansatze enthielten jeweils 4 ml KH,PO4/NaOH-Puffer (50 mM, pH 6,5), 1 mg Enzym
ml?, 5 mM Dithionit, 7,5 pmol Azid (A) oder 4 umol Azid (B). Alle Ansédtze wurden unter
anoxischen Bedingungen vorbereitet (Kap. 2.5.2). Die Proben wurden im Wasserbad bei
50° C (0. carboxidovorans) bzw. 60° C (S. thermoautotrophicus) inkubiert. Das gebildete
N, wurde in einem Gaschromatographen, der mit einem ,Thermal Conductive Detektor"
ausgestattet war, analysiert und quantifiziert (Kap. 2.13.2). Die Ammoniumbildung und
die Azid-Konzentration wurden, wie in Kap. 2.6.1 und Kap. 2.6.2 beschrieben,
gemessen.

Symbole: (A) Azid-Reduktion, (O) NH4*-Bildung; Kontrolle: (A) Azid-Reduktion ohne
Enzym, (m) NH,*-Bildung ohne Enzym (®) N,-Bildung ohne Enzym.
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3.4.3 Kinetik der Azid-Reduktion

Die optimale Azid-Reduktion findet bei einem pH-Wert von 6,5 und einer
Temperatur von 60° C statt. Meyer und Schlegel (1980) berichteten, dass das
Temperaturoptimum der CO-Dehydrogenase-Aktivitat bei 63° C lag.
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Abb. 3-9 Abhdngigkeit der Ammoniumbildung durch CO-
Dehydrogenase aus O. carboxidovorans (A) und

S. thermoautotrophicus (B) von der Azidkonzentration

Die Ansatze enthielten jeweils 1 ml KH,PO,/NaOH-Puffer (50 mM, pH 6.5), 5 mM
Dithionit, 1 mg CO-Dehydrogenase und 2 bis 40 mM Azid (m), Kontrolle (ochne Enzym)
(O) (Kap. 2.5.2). Die Proben wurden bei 60° C inkubiert. Die Ammoniumbildung aus Azid
wurde gemessen (Kap. 2.6.2). Der Inset zeigt den Hanes-Plot. Die aufgetragenen Daten
waren die Mittelwerte aus zwei Experimenten.



EXPERIMENTE und ERGEBNISSE 52

Die Kn-Werte der Azid-Reduktion wurden durch graphische Auftragung nach
Hanes (1932) bestimmt. Ein K,-Wert von 6,06 mM (Abb. 3-9) fiur
O. carboxidovorans und 4,93 mM flr S. thermoautotrophicus wurde ermittelt.
Der gemessene Ky-Wert zeigt, dass die CO-Dehydrogenasen aus dem
mesophilen Bakterium O. carboxidovorans und dem thermophilen Bakterium
S. thermoautotrophicus ungefahr die gleiche Affinitat zu Azid haben. Die V. der
Azid-Reduktion beider Enzyme sind auch in etwa identisch und liegen bei 54
nmol NH,* mg™ min™’. Verglichen mit der CO-Oxidationsaktivitat (12 bis 23 pmol

mg! min?) ist die Azid-Reduktionsaktivitdt etwa um den Faktor 300 geringer.

3.4.4 H, als geeigneter Elektronen-Donor fiir die Azid-Reduktion

CO-Dehydrogenase wurde durch CO, H, oder einen kinstlichen Elektronen-Donor
wie Dithionit reduziert. Wie bereits erwahnt, dient Dithionit auch als Elektronen-
Donor fir die Azid-Reduktion. Aus diesem Grund wurde die Frage gestellt, ob
andere Elektronen-Donoren wie CO, H, und Ti(III)-Citrat fir die Azid-Reduktion
geeignet sind.
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Abb. 3-10 Azid-Reduktion mit unterschiedlichen Elektronen-Donoren

durch CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans

Die Ansatze enthielten jeweils 1 ml KH,PO4/NaOH-Puffer (50 mM, pH 6,5), 1,4 mg Enzym
ml?, 10 mM Azid und unterschiedliche Elektronen-Donoren: 5 mM Dithionit (@®); H, (H);
CO (A) oder 1 mM Ti(III)-Citrat (V). Alle Ansatze wurden unter anoxischen Bedingungen
vorbereitet (Kap. 2.5.2), bzw. unter CO-Atmosphdre mit CO als Elektronen-Donor oder
H,-Atmosphdre mit H, als Elektronen-Donor. Die Proben wurden bei 60° C inkubiert. Die
Ammoniumbildung wurde, wie in Kap. 2.6.2 beschrieben gemessen.
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Abb. 3-10 zeigt den Vergleich der verschiedenen Elektronen-Donoren in Bezug
auf die Azid-Reduktion. H, erwies sich ebenfalls als ein geeigneter Elektronen-
Donor flr die Azid-Reduktion. Die Aktivitat der Azid-Reduktion, wobei das H, als

Elektronen-Donor verwendet wird, war ca. 80% weniger als mit Dithionit.

Die CO-Dehydrogenase konnte kaum Ti(III)-Citrat als Elektronen-Donor flr die
Azid-Reduktion verwenden. Erstaunlicherweise konnte CO nur wahrend des
Reaktionsbeginns (flr ca. 15 min) als Elektronen-Donor dienen (Abb. 3-10). Um
dieses Phanomen auf den Grund zu gehen, wurde die CO-Oxidationsaktivitat der

CO-Dehydrogenase wahrend der Inkubation mit Azid und CO gemessen.
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Abb. 3-11 CO-oxidierende Aktivitat wahrend der Azid-Reduktion durch
CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans und
S. thermoautotrophicus in Anwesenheit von CO oder H,

Die Reaktionsansatze enthielten jeweils 1 ml KH,PO,/NaOH-Puffer (50 mM, pH 6,5) und
1 mg Enzym und wurden unter anoxischen Bedingungen vorbereitet. Die Proben wurden
entweder mit H, oder mit CO begast (2 min lang). Dann wurde das anoxische Azid
(Endkonzentration 10 mM) mit Hilfe einer Hamilton-Spritze dazugegeben. Die Proben
wurden im Wasserbad (50° C) inkubiert. Der zeitliche Verlauf der spezifischen Aktivitat
wurde in Aliquots im CO — INT/MPMS-Test bestimmt (Kap. 2.5.1). [100% Aktivitdt =
21,5 U mg™* (O. carboxidovorans) und 12,5 U mg™ (S. thermoautotrophicus)].

O. carboxidovorans: (@) H,-Atmosphare, () CO-Atmosphére; S. thermoautotrophicus:
(O) Hy-Atmosphare, (O) CO-Atmosphare.
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Im Gegensatz zu Azid und H,-Atmosphéare wurde in Anwesenheit von Azid und
CO-Atmosphéare die CO-Oxidationsaktivitat der CO-Dehydrogenase vollsténdig
inaktiviert. Gleichzeitig wurde mit der Oxidationsaktivitat (Abb. 3-11) auch die
Reduktionsaktivitat beeintrachtigt. Das war ein erster Hinweis darauf, dass

zwischen CO-Oxidation und Azid-Reduktion ein Zusammenhang besteht.

Es ist bekannt, dass die CO-Oxidationsaktivitdat der CO-Dehydrogenase durch CO
plus O, oder H, plus O, inaktiviert wird (Gremer 2000, Lengel 2002). Falls die
hier beobachtete Inaktivierung der CO-Dehydrogenase mit Azid/CO nichts zu tun
haben sollte, misste es eine andere Erklarung geben. Es kénnten méglicherweise
wahrend der Assay-Vorbereitung in die GefaBe Spuren von O, eintreten, die
zusammen mit CO eine Inaktivierung herbeiftihren. Allerdings misste
zwangslaufig in den Ansatzen mit H,-Atmosphare, auch eine Hemmung eintreten,
da O, und H, zusammen ebenfalls die CO-Dehydrogenase hemmen (Lengel
2002). Dies ist nicht der Fall, was bedeutet, dass tatsachlich auch in Anwesenheit

von Azid und CO die CO-Dehydrogenase inaktiviert wird.
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Abb. 3-12 Inaktivierung der CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans
durch CO plus Azid in Anwesenheit von Dithionit

Die Reaktionsansatze enthielten 1 mg Enzym, 1 ml KH,PO,/NaOH-Puffer (50 mM, pH
6,5), 5 mM Dithionit und 10 mM Azid. Die Proben wurden unter anoxischen Bedingungen
vorbereitet und mit CO begast. Vor Messung der CO-Oxidationsaktivitat wurde die
Reaktion durch Entfernen von CO aus den Flaschen gestoppt. Der zeitliche Verlauf der
spezifischen Aktivitdt (100% Aktivitdit = 14,5 U mg™) wurde in Aliquots im CO —
INT/MPMS-Test bestimmt (Kap. 2.5.1). Symbole: (¥) Ansatz mit CO und Azid; (@)
Ansatz ohne Azid; (O) Ansatz ohne Azid und Dithionit.
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Ein weiterer Beweis daflr ist, dass die Inaktivierung durch Zugabe von Dithionit
nicht verhindert werden kann (Abb. 3-12). Vermutlich reagieren Azid und CO
oder die Ubergangsprodukte, die wéahrend der Azid-Reduktion entstehen,
miteinander und verursachen die Hemmung. Im Folgenden wurde daher eine

ausflhrliche Untersuchung dieses Phanomens durchgefihrt (Kap. 3.4.6).

3.4.5 Bindung und Reduktion von Azid am aktiven Zentrum der CO-

Dehydrogenase

Die CO-Oxidationsaktivitat wird durch n-Butylisocyanid, Cyanid und Acetylen
inhibiert (Gremer 2000, Dobbek et al. 2002, Egerer 2003). Diese Inhibitoren
binden entweder am aktiven Zentrum oder entfernen einen Teil der
Komponenten vom aktiven Metallzentrum (Kap. 1.3, Dobbek et al. 2002). Dieser
Befund hat dazu beigetragen, dass das aktive Zentrum der CO-Dehydrogenase
charakterisiert werden konnte (Dobbek et al. 2002). In dieser Arbeit weisen die
vorherigen Versuche darauf hin, dass wahrscheinlich die Bindungsstelle fir die
CO-Oxidation und Azid-Reduktion gleich ist und dass eine groBe Korrelation
zwischen CO-Oxidation und Azid-Reduktion besteht.

Es sollte daher genau untersucht werden, ob die beobachtete Korrelation
zwischen Oxidations- und Reduktionsaktivitdt der CO-Dehydrogenase tatsachlich

besteht und die Ergebnisse zur Strukturaufklarung beitragen kénnten.

3.4.5.1 Azid-Reduktionsaktivitat der Cyanid behandelten CO-

Dehydrogenasen

Das zweikernige Molybdoenzym CO-Dehydrogenase reagiert nach Cyanid-
Behandlung ahnlich wie einkernige Molybdoenzyme, z.B. Xanthin-Oxidase oder
Xanthin-Dehydrogenase (Gremer 2000, Meyer und Schlegel 1983). Damit ist
erwiesen, dass CO-Dehydrogenase cyanolysierbaren Schwefel besitzen muss.
Jedoch wurden durch die Cyanidbehandlung nicht nur der Sulfido-Ligand als
Rhodanid (SCN’), sondern auch das Cu-Atome, wahrscheinlich als CuCN, vom
aktiven Zentrum der CO-Dehydrogenase entfernt (Dobbek et al. 2002). Das
Enzym verliert die CO-Oxidationsfahigkeit. Es wurde in dieser Arbeit bereits
beobachtet, dass es zwischen der Azid-Reduktionsaktivitat und der CO-
Oxidationsaktivitat einen Zusammenhang gibt (Kap. 3.4.4). Ob die Azid-

Reduktionsaktivitdt in Abhangigkeit vom aktiven Zentrum steht, an dem die
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CO-Oxidationsfahigkeit postuliert wird (Dobbek et al. 2002), muss durch
Entfernung des Sulfido-Liganden und des Cu-Atoms vom aktiven Zentrum nun

bei der Cyanidbehandlung untersucht werden.

Die CO-Dehydrogenasen aus O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus
wurden in Gegenwart von 10 mM Kaliumcyanid (KCN) inkubiert. Wahrend des
Zeitverlaufs wurden Proben zur Messung der CO-Oxidations- und der Azid-
Reduktionsaktivitdt und der Freisetzung von Schwefel (Kap. 2.12.1) entnommen.
Die Inkubation von aktiver CO-Dehydrogenase mit KCN unter anoxischen

Bedingungen fihrte zu einer Inaktivierung.

Die Halbwertzeit sowohl fir die CO-Oxidationsaktivitat als auch fir die Azid-
Reduktionsaktivitat betragt ca. 30 min (Abb. 3-13). Die Messungen der CO-
Oxidations- und der Azid-Reduktionsaktivitat erfolgten nach der Entfernung des
KCN Uber Gelfiltration an Sephadex G-25 (PD-10).

Die Abnahme der CO-Oxidationsaktivitat korrespondierte mit der Abnahme der
Azid-Reduktionsaktivitat. Die Freisetzung von Rhodanid (SCN’) war umgekehrt
proportional zu den beiden Aktivitdaten (Abb. 3-13). Das farblose Rhodanid wurde
durch Zentrifugalfiltration der Cyanid-inhibierten Enzyme Uber eine Membran mit
30 kDa Ausschlussgrenze gewonnen. Nach Reaktion mit Fe(NO)s bildete
Rhodanid eine rotbraune Farbe Fe(SCN),, die ein charakteristisches
Absorptionsmaximum bei 460 nm zeigte. Eine typische Bleichung des UV/vis-
Spektrums im Bereich von 300 nm bis 600 nm wurde von der Cyanid-inhibierten

CO-Dehydrogenase festgestelt.

Nach der Inkubation der CO-Dehydrogenasen aus O. -carboxidovorans
(Ausgangsaktivitat: 14,8 U mg™) mit KCN im Zeitraum von 19 bis 24 h wurde
der cyanolisierbare Schwefel (1,78 mol mol™* Enzym) vollstdndig aus dem Enzym
entfernt (Abb. 3-13A). AuBerdem wurde nachgewiesen, dass die Cu-Atome (1,54
mol mol™* Enzym) auch aus dieser Probe entfernt wurden. Dies fiihrte zu einer
kompletten Hemmung der CO-Oxidations- und der Azid-Reduktionsaktivitat. CO-
Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus, die mit Cyanid behandelt war,
zeigte ahnliche Resultate (Abb. 3-13B). Es ist deshalb anzunehmen, dass das
aktive Zentrum der CO-Dehydrogenase sowohl fiir die CO-Oxidation als auch fir

die Azid-Reduktion verantwortlich ist.
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Abb. 3-13 Zeitlicher Verlauf der Cyanid-Inaktivierung der CO-Oxidation
und Azid-Reduktion der CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans (A) und S. thermoautotrophicus (B) und
Freisetzung des cyanolysierbaren Schwefels

CO-Dehydrogenase (2,2 mg ml™) wurde unter anoxischen Bedingungen mit 10 mM
Cyanid versetzt (Kap. 2.12.1). Der zeitliche Verlauf der spezifischen CO-Dehydrogenase-
Aktivitat (Kap. 2.5.1) und die Azid-Reduktion wurde in Aliquots nach Abtrennung von
Cyanid und der Reaktanten durch Gelfiltration bestimmt. Die Ansatze der Azid-Reduktion
enthielten jeweils 1 ml KH,PO,/NaOH-Puffer (50 mM, pH 6,5), 1.0 mg Enzym, 10 mM N5’
und 5 mM Dithionit (Kap. 2.5.2). Die Ammoniumbildung als Folge der Azid-Reduktion
wurde, wie in Kap 2.6.2 beschrieben, gemessen. Parallel dazu wurden in den
Ultrafiltraten der Reaktionsansatze (Ausschlussgrenze 30 kDa) gebildetes Rhodanid
nachgewiesen und quantifiziert (Kap. 2.12.1). [100% Aktivitdten, CODH bzw. NH,*-
Bildung = 14,8 U mg?, 28,2 nmol mg™® min? (O. carboxidovorans) und 11,5 U mg’,
35,8 nmol mg™* min™! (S. thermoautotrophicus)].

Symbole: (®) CO-Dehydrogenase-Aktivitdt; (l) Ammoniumbildung;

(A) cyanolysierbarer Schwefel.
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3.4.5.2 Azid-Reduktionsaktivitidt der n-Butylisocyanid behandelten CO-

Dehydrogenase

Cyanid-inhibierte CO-Dehydrogenasen zeigten weder CO-Oxidations- noch Azid-
Reduktionsaktivitat. Also ist die Anwesenheit des Cu-Atoms und des Sulfido-
Liganden im aktiven Zentrum eine Voraussetzung sowohl fir die Azid-Reduktion
als auch fir die CO-Oxidationsaktivitat. Zur Klarung der Funktion des aktiven
Zentrums wird daher eine inaktive CO-Dehydrogenase, die immer noch den
[CuSMo00,]-Cluster enthdlt, eine groBe Hilfe sein. In Gegenwart von 1 mM n-
Butylisocyanid verliert innerhalb sehr kurzer Zeit die oxidierte CO-
Dehydrogenase ihre CO-Oxidationsaktivitdt (Dobbek et al. 2002). Der
Hemmeffekt ist nicht reversibel, da das n-Butylisocyanid im aktiven Zentrum der
CO-Dehydrogenase kovalent gebunden wird (Kap. 1.3.2). Das zweikernige
Zentrum des Enzyms, das durch n-Butylisocyanid behandelt wurde, blieb intakt
(Dobbek et al. 2002). Abb. 3-14 zeigt die Azid-Reduktionsaktivitdten der mit n-
Butylisocyanid behandelten CO-Dehydrogenasen aus O. carboxidovorans und

S. thermoautotrophicus.

Vor Versuchsbeginn wurde die oxidierte CO-Dehydrogenase 15 min lang bei
Raumtemperatur mit unterschiedlichen Konzentrationen an n-Butylisocyanid (0
bis 1,2 mM) inkubiert. Es wurde festgestellt, dass die CO-Oxidationsaktivitat mit
zunehmender Konzentration an n-Butylisocyanid stark gehemmt wurde (Abb. 3-
14). CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans, die mit 0,05 mM n-
Butylisocyanid behandelt wurde, zeigte nur ca. 50% CO-Oxidationsaktivitat und
45% Azid-Reduktionsaktivitat (Abb. 3-14A). Mit steigender n-Butylisocyanid-
Konzentration (0,6 mM) wurden die Aktivitdten bis auf eine Restaktivitdt von
1,8% bzw. 4,2% stark verringert. Unter noch héheren Konzentrationen von n-
Butylisocyanid wurden die Aktivitaten vollstandig gehemmt. CO-Dehydrogenase
aus S. thermoautotrophicus, die mit n-Butylisocyanid behandelt war, zeigte
ahnliche Resultate (Abb. 3-14B).

Es ist eindeutig, dass durch n-Butylisocyanid inaktivierte CO-Dehydrogenase, in
der das aktive Zentrum nicht entfernt war, sowohl die Oxidations- als auch die
Reduktionsfahigkeit verlor. Da das aktive Zentrum der CO-Dehydrogenase
sowohl fir die CO-Oxidation als auch fir die Azid-Reduktion vollstandig

verantwortlich ist, ist es gut vorstellbar, dass im zweikernigen Zentrum die
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Bindungs- und Reduktionsstelle fur Azid an der gleichen Stelle liegen, an der
auch CO bindet und oxidiert wird.
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Abb. 3-14 Die Azid-Reduktion der n-Butylisocyanid-inaktivierten CO-
Dehydrogenase aus O. carboxidovorans (A) und
S. thermoautotrophicus (B)

Reaktionsansatze, die 1 ml KH,PO4/NaOH-Puffer (50 mM, pH 7,2) und 1 mg Enzym
enthielten, wurden unter anoxischen Bedingungen mit 0 mM bis 1,0 mM n-Butylisocyanid
versetzt. Nach der Inkubation (15 min) bei Raumtemperatur wurde ohne Abtrennung von
n-Butylisocyanid die CO-Oxidationsaktivitat im CO > INT/PMS-Test (Kap. 2.5.1) und die
Azid-Reduktionsaktivitat bestimmt (Kap. 2.5.2). ). [100% Aktivitdten, CODH bzw. NH,*-
Bildung = 14,8 U mg?, 28,2 nmol mg™® min? (O. carboxidovorans) und 11,5 U mg’},
35,8 nmol mg™* min™! (S. thermoautotrophicus)].

Symbole: (@) CO-Oxidation; () Ammoniumbildung.
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3.4.6 Reaktivitdit des aktiven Zentrums [CuSMo0O,] der CO-
Dehydrogenase wihrend der Inkubation mit Azid und CO

Der (bliche Elektronen-Donor fir die Azid-Reduktion ist Dithionit. H,, das
eigentlich ein Substrat flir die CO-Dehydrogenase ist, fungiert auch als
alternativer Elektronen-Donor in der Azid-Reduktionsreaktion. Allerdings konnte
CO, das auch ein Substrat flir die CO-Dehydrogenase ist, nur sehr begrenzt als
Elektronen-Donor dienen (Kap. 3.4.4). In Gegenwart von CO und Azid wird die
Oxidationsfahigkeit der CO-Dehydrogenase innerhalb von 15 min inaktiviert und

fuhrt gleichzeitig zur Inaktivierung der Azid-Reduktionsaktivitat.

Um dieses Phanomen zu klaren, wurde die Reaktivitat der CO-reduzierten CO-
Dehydrogenase in An- oder Abwesenheit von CO untersucht. In Anwesenheit von
Azid bleibt die CO-Oxidationsaktivitat intakt, vorausgesetzt, dass vor der
Azidzugabe das CO, das den reduzierten Zustand der CO-Dehydrogenase
erzeugt, evakuiert und durch He-Atmosphdre ersetzt wird (Abb. 3-15). Die
Inaktivierung der CO-Oxidation und Azid-Reduktion findet nur bei gleichzeitiger

Anwesenheit von CO und Azid statt.

Die Inaktivierung der CO-Dehydrogenase in Gegenwart von Azid und CO

ist irreversibel.

Es wurde beobachtet (siehe oben), dass in Gegenwart von Azid/CO die
Oxidations- und Reduktionsaktivitat der CO-Dehydrogenase innerhalb sehr
kurzer Zeit gehemmt wird. Wahrend der ersten 30 min bildet CO-Dehydrogenase
in Anwesenheit von Azid/CO 0,242 mM NH,*. Wahrend der weiteren Inkubation
findet jedoch keine neue NH,*-Bildung statt. Von der CO-Oxidationsaktivitat war
nach 30 min Inkubation nur noch 3% ubrig. Es ist durchaus méglich, dass Azid
mit CO einen Komplex bildet und dieser die CO-Dehydrogenase hemmt. Um zu
klaren, ob die Inaktivierung reversibel ist oder nicht, wurde die Assay-Ldsung
Uber eine Sephadex G-25 (PD 10) Saule filtriert, damit Azid und die eventuell
vorhandenen Produkte entfernt werden. Das so gewonnene reine Enzym wurde
erneut auf die Oxidations- und Reduktionsaktivitat Uberpruft. Es wurde
festgestellt, dass trotz der Entfernung des Azids und der mdglichen Reaktanten
die CO-Oxidations- und Azid-Reduktionsaktivitdat nicht wieder hergestellt war

und somit die Inaktivierung nicht reversibel ist.



EXPERIMENTE und ERGEBNISSE 61

0 (A)

-
o
o

[0¢]
o

o))
o

1)

N
o

111

N
o
T

L

CO-Dehydrogenase-Aktivitat (%)

o

=
o
o

(0]
o

o))
o

N
o

N
o

CO-Dehydrogenase-Aktivitat (%)

o

0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit (min)

Abb. 3-15 Der Effekt von CO-Atmosphire auf die CO-oxidierende
Aktivitit der reduzierten CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans (A) und S. thermoautotrophicus (B) in
Anwesenheit von Azid

Die Reaktionsansatze, die jeweils 1 ml KH,PO,/NaOH-Puffer (50 mM, pH 6,5) und 1 mg
Enzym enthielten, wurden unter anoxischen Bedingungen vorbereitet. Probe (I): nach
der Begasung mit CO (2 min) wurde das CO entfernt und durch He ersetzt (A); Probe
(II): wurde wie Probe (I) behandelt. Nach 20 min Inkubation wurde sie aber nochmal mit
CO fir 30 sec begast (@®). Probe (III): sie wurde ohne Entfernung von CO inkubiert ().
Das anoxische Azid (10 mM Endkonzentration) wurde mit Hilfe einer Hamilton-Spritze
zugegeben. Die Proben wurden im Wasserbad (50° C) inkubiert. Der zeitliche Verlauf der
spezifischen Aktivitat [100% Akttivitdt = 14,8 U mg™ (O. carboxidovorans) und 11,5 U
mg™! (S. thermoautotrophicus)] wurde in Aliquots im CO — INT/MPMS-Test bestimmt
(Kap. 2.5.1).
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Abb. 3-16 UV /vis Absorptionsspektren luftoxidierter, aktiver und
Azid/CO-inaktivierter CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans

UV/vis-Absorptionsspektren von 21,5U-CO-Dehydrogenase (jeweils 1,2 mg ml?t in
KH,PO4/NaOH-Puffer, pH 7,2). Spektrum a: luftoxidierter Zustand der aktiven CO-
Dehydrogenase; Spektrum b: luftoxidierte, Azid/CO-inaktivierte CO-Dehydrogenase nach
Gelfiltration an Sephadex G-25 (PD10); Spektrum c: Differenzspektrum aus aktivem
(Spektrum a) und Azid/CO inaktiviertem Enzym (Spektrum b).

Die UV/vis-Spektren der CO-Dehydrogenasen, die mit Azid und CO inkubiert
wurden, zeigten eine spezifische Bleichung im vis-Bereich von ca. 300 bis 600
nm (Abb. 3-16). Diese Eigenschaft ist ahnlich den UV/vis-Spektren der
inaktivierten CO-Dehydrogenase, die mit Cyanid, n-Butylisocyanid oder Acetylen
behandelt war. Man konnte daher nicht erkennen, was mit den aktiven Zentren
genau passiert war. Die Spektren zeigten, dass das Flavin (im Bereich 450 nm)
und die Eisen-Zentren (im Bereich 550 nm) intakt geblieben waren. Es war daher
notwendig zu wissen, ob der Kupfergehalt im aktiven Zentrum des inaktivierten

Enzyms noch vollstandig ist oder nicht.

Die Eluate von Azid/CO-inaktiviertem Enzym, die durch Zentrifugalfiltration Gber
eine Membran mit 30 kDa Ausschlussgrenze gewonnen wurden, enthielten kein
Kupfer (Tabelle 3-4). Das Kupfer war also noch im Enzym. Nach der Abtrennung
des im Reaktionsansatz enthaltenen Azids und mdglicher Reaktanten mittels

Gelfiltration an Sephadex G-25 konnte ca. 75% (1,5 mol mol* Enzym) Kupfer
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aus diesem Enzym nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sind nicht mit dem
Cyanid-inhibiertem Enzym vergleichbar, da die gesamte Cu-Menge bereits in den
Eluaten nachgewiesen wurde (Tab. 3-4). Daher stellte sich eine weitere Frage:
Sind das verbliebende Kupfer und mdglicherweise der Sulfido-Ligand vom
[CuSMo00,]-Cluster durch Cyanid abspaltbar? Das Azid/CO-inaktivierte Enzym
wurde 24 h mit Cyanid behandelt und anschlieBend cyanolysierbareres Kupfer

und cyanolisierbarer Schwefel bestimmt.

Tabelle 3-4 zeigt, dass das Azid/CO-inaktivierte Enzym aus O. carboxidovorans
1,53 (£ 0,05) mol Cu-Atome mol? Enzym enthélt. Jedoch konnten nach der
Cyanid-Behandlung am inaktivierten Enzym nur noch ca. 25% des
cyanolisierbaren Schwefels und Kupfers nachgewiesen werden (Tabelle 3-5). Die
genaue Begriindung fiir dieses Verhalten ist noch unbekannt; entweder enthielt
das aktive Zentrum des Azid/CO-inaktivierten Enzyms keinen cyanolysierbaren
Schwefel und kein Kupfer mehr oder es hat sich eine ungewo6hnlich stabile
Verbindung im aktiven Zentrum gebildet. Daher waren das Cu-Atom und der p-

Sulfido-Ligand nicht mehr cyanolysierbar.

Um die genaue Ursache der Azid/CO-Inaktivierung der CO-Dehydrogenase zu
untersuchen, wurde das inaktivierte Enzym kristallisiert und ihre ESR-

Spektralen-Eigenschaften untersucht.

Tabelle 3-4 Der Effekt der Azid/CO- und Cyanid-Inaktivierung auf den
Kupfergehalt der CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans

Kupfergehalt (mol mol™* Enzym)
Inaktivierung Eluate nach Enzym nach
Zentrifugalfiltration Gelfiltration an G-25
I II I II
Azid/CO n.n. n.n. 1,48 1,58
Cyanid 1,88 2,24 n.n. n.n.

n.n.= nicht nachweisbar
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Tabelle 3-5 Cyanolisierbarer Schwefel und cyanolysierbares Kupfer der

Azid/CO- inaktivierten CO-Dehydrogenase

CO-Dehydrogenase

Cyanolysierbarer Schwefel
(mol mol™* Enzym)

Cyanolysierbares Kupfer
(mol mol™* Enzym)

I II I II
O. carboxidovorans 0,46 0,52 0,46 0,51
S. thermoautotrophicus 0,49 0,44 0,44 0,47

3.4.6.1 Kristallstruktur der Azid/CO-inaktivierten CO-Dehydrogenase

aus 0. carboxidovorans

Aufgrund der unterschiedlichen Reaktivitdt des [CuSMoO,]-Clusters mit
Inhibitoren, wie z.B. Cyanid, n-Butylisocyanid und Acetylen, stellt sich nun die
Frage, was mit der Azid/CO-inaktivierten CO-Dehydrogenase passiert ist. Die
vorhergehenden Experimente zeigten allerdings, dass Azid/CO wahrscheinlich
einen anderen Inaktivierungsmechanismus aufweist. Die Réntgenstruktur sollte
aufkldaren, nach welchem Mechanismus Azid/CO die CO-Dehydrogenase
inaktiviert.

Kristalle der Azid/CO-inaktivierten CO-Dehydrogenase wurden mittels
Dampfdiffusionsverfahren im ,hangenden Tropfen™ gewonnen. Kristalle bildeten
sich innerhalb von ca. 10 Tagen. Nach Transformation wurden die Kristalle in

flissigem N, eingefroren und mittels Synchrotronstrahlung vermessen.

Die gewonnenen Datensatze ermdéglichten die Berechnung einer Struktur mit
einer Auflésung von 2,2 A. Die Bindungslédngen und Bindungswinkel wurden mit

dem Programm XFit vermessen.
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Das aktive Zentrum der Azid/CO-inaktivierten CO-Dehydrogenase

entspricht der Cyanid-inaktivierten CO-Dehydrogenase.

Die Struktur mit einer Auflésung von 2,2 A zeigt, dass das aktive Zentrum nur
eine ganz schwache Elektronendichte im Bereich des verbriickenden Sulfido-
Liganden und des Cu aufweist (Abb. 3-17). Die negative Differenz im Bereich des
Kupfers und der verbriickenden Sulfido-Liganden am Mo-Zentrum weist auf ein
Fehlen im Vergleich zur nativen Struktur hin.

Abb. 3-17 Stereodarstellung des aktiven Zentrums der Azid/CO-

inaktivierten CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans

Das aktive Zentrum der Azid/CO-inaktivierten CO-Dehydrogenase enthalt kein Cu an der
Position, an der im aktiven Enzym Cu als essentieller Teil des aktiven Zentrums erkannt
wurde. 2Fyps-Fcaic- Fouriersynthese konturiert bei 1.06.

Die Mo-Sy (Cys 388) Distanz von 6,5 A liegt deutlich naher an der gemessenen
Distanz in der Cyanid-inaktivierten CO-Dehydrogenase (6,6 A), als an der
oxidierten aktiven Form (5,9 A). Ebenso ist die Mo-O-(aquatorial) und Mo-0O-
(frihere Position des p-Sulfido-Liganden) Distanz (1,8 R) &hnlich wie bei der
Cyanid-inaktivierten CO-Dehydrogenase (Dobbek et al. 2002) (Abb. 3-18).
Deshalb entspricht der Aufbau des aktiven Zentrums der Azid/CO-inaktivierten

CO-Dehydrogenase dem der Cyanid-inaktivierten Form.
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Gin 240

Abb. 3-18 Struktur des aktiven Zentrums der Azid/CO-inaktivierten CO-

Dehydrogenase aus O. carboxidovorans

Das Molybdan-Zentrum der Azid/CO-inaktivierter CO-Dehydrogenase ist durch die beiden
Dithiolatschwefel des MCDs sowie durch drei Sauerstoff-Liganden (Trioxomolybdan)
koordiniert. Die Zahlen reprasentieren die Abstande zwischen den Atomen (/3\).

3.4.6.2 ESR-spektroskopische Eigenschaften der Azid/CO-inaktivierten
CO-Dehydrogenase

Anhand der Kristallstruktur konnte gezeigt werden, dass Azid/CO-inaktivierte CO-
Dehydrogenase aus O. carboxidovorans in Bezug auf Kofaktoren (Mo-MCD, [2Fe-
2S]-Zentren und FAD) nicht von der nativen CO-Dehydrogenase zu

unterscheiden ist. Obwohl die Daten der Azid/CO- und der Cyanid-inaktivierten
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CO-Dehydrogenase, die durch biochemische Untersuchungen gewonnen wurden,
nicht genau gleich waren (Tabelle 3-5), zeigen die Kristallstrukturen beider
Enzyme jedoch ein ahnliches aktives Zentrum, in dem es keinen Cu- und p-
Sulfido-Liganden mehr gibt (Kap. 3.4.6.1).

Um weitere Informationen Uber die Funktionalitat der Kofaktoren in der Azid/CO-
inaktivierten CO-Dehydrogenase zu erhalten, wurde das Enzym ESR-
spektroskopisch analysiert und mit der bekannten Cyanid-inhibierten CO-

Dehydrogenase verglichen.

Im Iluftoxidierten Zustand befinden sich das Mo-Zentrum und die [2Fe-2S]-
Zentren der aktiven CO-Dehydrogenase in der diamagnetischen und somit ESR-
inaktiven Form (zeigt kein Signal im ESR-Spektrum). Durch Reduktion mit
Dithionit wird Mo(+VI) Uber die Oxidationsstufe Mo(+V) zu Mo(+1V) reduziert.
Durch Titration mit Dithionit Iasst sich der paramagnetische Oxidationszustand
des Mo(+V) erreichen (Gremer et al. 2000).

Inaktivierung der CO-Dehydrogenase durch Cyanid entfernt den anorganischen
uS als SCN™ aus dem aktiven Zentrum. In dieser Desulfo-Form @ndert sich durch
Dithionit-Reduktion das Signal des Mo bei 120 K von komplex zu rhombisch
(Dobbek et al. 2002).

Sollten die Sulfido-Liganden, bzw. Kupfer-Atome aus dem aktiven Zentrum der
Azid/CO- inaktivierten CO-Dehydrogenase entfernt worden sein, so misste sich
das mit Dithionit-regenerierbare Mo (+V)-Signal der aktiven CO-Dehydrogenase

zu einem Desulfo-Mo(+V)-Signal verandern.

CO-Dehydrogenase wurde unter anoxische Bedingungen mit CO reduziert; dazu
wurden anoxisch 10 mM Azid-Lédsung mg™* Enzym gegeben und der Ansatz fiir
2 h bei 50° C inkubiert. Nach Evakuierung des CO wurde das (iberschiissige Azid
und Reaktanten mittels Gelfiltration an Sephadex G-25 abgetrennt, die
Proteinfraktion aufkonzentriert und unter anoxischen Bedingungen mit Na-
Dithionit titriert. Das ESR-Spektrum bei 120 K dieser Probe war durch ein
dominierendes, rhombisches Signal mit g-Werten von g;= 1,979, g,= 1,968,
gs= 1,955, g, = 1,967 charakterisiert (Abb. 3-19, Spektrum b). Im Gegensatz
dazu zeigte native CO-Dehydrogenase bei 120 K ein komplexes ESR-Spektrum
(Abb. 3-19, Spektrum a) im Bereich von 320 bis 370 mT.



EXPERIMENTE und ERGEBNISSE 68

S~

9gs

2,12 2,08 2,04 2,00 1,96 1,92 1,88 1,84
g value

Abb. 3-19 Mo(+V)-Spektren von aktiver (a) und Azid/CO-inaktivierter
CO-Dehydrogenase (b) aus O. carboxidovorans nach
Reduktion mit Dithionit

CO-Dehydrogenase (3 mg ml™! in 50 mM KH,PO,/NaOH-Puffer, pH 7,2; 21,5 U) wurde
unter anoxischen Bedingungen mit CO reduziert und anoxische Azid-Lésung (30 mM)
dazu gegeben. Der Reaktionsansatz wurde 2 h lang bei 50° C inkubiert. Zur Abtrennung
von Azid und Reaktanten wurde Uber Sephadex G-25 gelfiltriert. Aktive und inaktivierte
CO-Dehydrogenase wurden auf eine Proteinkonzentration von 12 mg ml? aufkonzentriert
und in HEPES/NaOH-Puffer, pH 7,2 unter anoxischen Bedingungen (Kap. 2.9.2) 1,5 min
mit 4 mM Dithionit reduziert und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die ESR-Spektren
wurden bei einer Temperatur von 120 K mit einer Mikrowellenfrequenz von 9,47 GHz,
einer Modulationsamplitude von 1 mT und einer Mikrowellenleistung von 10 mWw
aufgezeichnet (Kap. 2.9.2). Spektrum a: aktive CO-Dehydrogenase, Spektrum b:
Azid/CO inaktivierte CO-Dehydrogenase (spez. Akt. 2,1 U mg™).

Das rhombische Spektrum der Azid/CO-inaktivierten CO-Dehydrogenase zeigte
starke Ahnlichkeiten mit dem Mo(+V)-Signal der Cyanid-inaktivierten CO-
Dehydrogenase, die ein ESR-Spektrum bei 120 K mit einem dominierenden

rhombischen Signal mit g-Werten von g;= 1,977, g,= 1,967, g;= 1,953,
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gav= 1,966 aufwies (Gremer 2000). Es ist deshalb davon auszugehen, dass
Kupfer- und p-Sulfido-Ligand nicht mehr in der richtigen Stelle des aktiven

Zentrums sind.

ESR-spektroskopische Eigenschaften der [2Fe-2S]-Zentren der Azid/CO

inaktivierter CO-Dehydrogenase.

Im luftoxidierten Zustand befinden sich die [2Fe-2S]-Zentren der aktiven CO-
Dehydrogenase in der diamagnetischen und somit ESR-inaktiven Form (zeigt
kein Signal im ESR-Spektrum). Die Fe-S-Zentren zeigen ESR-Signhale nur nach
Reduktion des Enzyms. Die zwei Fe-S-Zentren sind ESR-spektroskopisch
unterscheidbar und werden mit Typ I und Typ II bezeichnet. Nach Reduktion mit
Dithionit bilden beide [2Fe-2S]-Zentren charakteristische ESR-Signale bei 49 K
und 16 K aus (Gremer et al. 2000). Das Signal des Typ I-Zentrums, das bei 49 K
erzeugt werden kann, wurde dabei dem proximal zum Mo-MCD-Kofaktor
lokalisierten [2Fe-2S]-Zentrum zugeordnet. Das bei 16 K ausgepragte Signal des
Typ II-Zentrums wurde dabei dem distal zum Mo-MCD-Kofaktor und proximal

zum FAD lokalisierten [2Fe-2S]-Zentrum zugeordnet (Gremer et al. 2000).

Das ESR-Signal der reduzierten CO-Dehydrogenase stellt bei 16 K ein
kombiniertes Spektrum bestehend aus dem rhombischen Signal des Typ I-
Zentrums und Anteilen des Typ II-Zentrums (gl II) dar. Das rhombische ESR-
Signal bei 50 K zeigte jeweils das filr das [2Fe-2S]-Zentrum vom Typ I
charakteristische Spektrum (Abb. 3-20).

Die ermittelten g-Werte der ESR-Signale von Azid/CO-inaktivierter CO-
Dehydrogenase entsprechen den Werten der Cyanid-inaktivierten und denen der
aktiven CO-Dehydrogenase. Die [2Fe-2S]-Zentren vom Typ I und Typ II in der
Azid/CO-inaktivierten CO-Dehydrogenase sind strukturell intakt und redoxaktiv.
Dies war einen eindeutige Hinweis, dass die inaktive CO-oxidierende Aktivitat
nicht durch strukturell und/oder funktionell defekte [2Fe-2S]-Zentren vom Typ I
und Typ II bedingt wird. Die entsprechenden g-Werte wurden in Tabelle 3-6
zusammengefasst und die Zuordnung ist in Abb. 3-20 exemplarisch flir native

CO-Dehydrogenase gezeigt.
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Abb. 3-20 ESR-Spektren der [2Fe-2S]-Zentren vom Typ I und Typ II
von nativer (a, b) und Azid/CO inaktivierter (c, d) CO-
Dehydrogenase aus O. carboxidovorans bei 16 K (a, c¢) und
50 K (b, d)

Native und inaktivierte CO-Dehydrogenase (12 mg ml! in HEPES/NaOH-Puffer, pH 7,2)
wurden unter anoxischen Bedingungen (Kap. 2.9.2) 1,5 min mit 4 mM Dithionit reduziert
und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die ESR-Spektren wurden bei einer Temperaur
von 16 K (A) bzw. 50 K (B) mit einer Mikrowellenleistung von 200 mW (16 K) bzw. 10
mW (50 K) aufgezeichnet. Spektren a und b: aktive CO-Dehydrogenase, Spektren ¢ und
d: Azid/CO-inaktivierte CO-Dehydrogenase.
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Tabelle 3-6 ESR-Parameter der [2Fe-2S]-Zentren vom Typ I und Typ II

von Azid/CO-inaktivierter und nativer CO-Dehydrogenase

Probe Fe-S Typ g1 a> gs3 Gav
CO/Azid [2Fe-2ST; 2,027 1,951 1,903 1,960
inaktivierte CO- [2Fe-2S]x 2,155
Dehydrogenase
Cyanid [2Fe-2S]; 2,026 1,949 1,901 1,960
inaktivierte CO- [2Fe-2S]x 2,169
Dehydrogenase™
Native CO- [2Fe-2S]; 2,028 1,949 1,904 1,960
Dehydrogenase [2Fe-2S]n 2,155

Y (aus Gremer 2000)

3.4.6.3 CO-Oxidationsaktivitait wahrend der Inkubation von CO-
Dehydrogenase mit Cyanat im oxidierten und reduzierten
Zustand

Inkubiert man reduzierte CO-Dehydrogenase mit Azid/CO, wird ihre CO-
Oxidations- und Azid-Reduktionsaktivitdt inaktiviert. Die Kristallographie-
Untersuchungen zeigten, dass das aktive Zentrum der Azid/CO-inaktivierten CO-
Dehydrogenase kein Cu und keinen p-Sufido-Liganden mehr enthielt. Nach
Reduktion mit Dithionit zeigten ebenfalls die ESR-Spektren der Azid/CO-
inaktivierten CO-Dehydrogenase bei 120 K ein typisches, einfaches, rhombisches

Molybdan(+V)-Slow-Signal, ahnlich dem des Cyanid-inaktivierten Enzyms.

Eine direkte Unwandlung von CO und Azid zu Cyanid ist jedoch unwahrscheinlich.
Der reduzierte [CuSMo0,]-Cluster misste eigentlich zuerst mit Azid Ammonium
und Distickstoff bilden. In Anwesenheit von CO koénnte Cyanat entstehen, das
dann weiter zu Cyanid reduziert wirde, wenn ein Elektronen-Donor vorhanden
ist. Es wurde deshalb gepriift, wie die Wirkung des Cyanats auf die CO-
Oxidationsaktivitat ist. CO-Dehydrogenase wurde mit unterschiedlichen

Cyanatkonzentration unter H,-Atmosphare inkubiert.
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Abb. 3-21 CO-Oxidationsaktivitat wahrend der Inkubation der

reduzierten CO-Dehydrogenase mit Cyanat

Die anoxischen Reaktionsansatze enthielten jeweils 1 mg CO-Dehydrogenase und 1 ml
KH,PO,4/NaOH-Puffer (50 mM, pH 7,2). Sie wurden 2 min lang mit H, begast. Die
anoxische Cyanat-Lésung wurde mit Hilfe einer Hamilton-Spritze dazu gegeben
(Endkonzentration 10 mM, 20 mM und 30 mM ). Die Proben wurden im Wasserbad (50°
C) inkubiert (Kap. 2.12.3). Der zeitliche Verlauf der spezifischen CO-Dehydrogenase-
Aktivitat [100% Aktivitdt = 14,8 U mg™ (O. carboxidovorans] wurde in Aliquots im CO
— INT/MPMS-Test bestimmt (Kap. 2.5.1). Symbole : (®) 0 mM KOCN; (H) 10 mM KOCN;
(A) 20 mM KOCN; (V) 30 mM KOCN.

Abb. 3-21 zeigt eine deutliche Inaktivierung der CO-Oxidationsaktivitat, die
abhangig von der Cyanatkonzentration ist. Die Halbwertzeit fiur die CO-
Oxidationsaktivitat betragt ca. 30 min, wenn das Enzym mit 20 mM bis 30 mM
Cyanat inkubiert wurde. Weiterhin wurde die CO-Dehydrogenase mit 20 mM
Cyanat in Gegenwart unterschiedlicher Elektronen-Donoren sowie unter gleichen
Bedingungen aber ohne Elektronen-Donor inkubiert. Die Inkubation von CO-
Dehydrogenase mit Cyanat unter He-Atmosphare in Abwesenheit von

Elektronen-Donoren zeigt, dass ihre CO-Oxidationsaktivitat intakt geblieben ist.
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Abb. 3-22 CO-Oxidationsaktivitat wahrend der Inkubation der CO-
Dehydrogenase mit Cyanat und unterschiedlichen

Elektronen-Donoren

Die anoxischen Reaktionsansatze enthielten jeweils 1 mg CO-Dehydrogenase und 1 ml
KH,PO,4/NaOH-Puffer (50 mM, pH 7,2). Sie wurden mit 5 mM Dithionit reduziert oder 2
min lang entweder mit H, oder CO begast. Die anoxische Cyanat-Losung wurde mit Hilfe
einer Hamilton-Spritze dazu gegeben (Endkonzentration 20 mM). Die Proben wurden im
Wasserbad (50° C) inkubiert (Kap. 2.12.3). Der zeitliche Verlauf der CO-Dehydrogenase-
Aktivitat [100% Aktivitdt = 14,8 U mg™ (0. carboxidovorans)] wurde in Aliquots im CO
— INT/MPMS-Test bestimmt (Kap. 2.5.1). Symbole: (O ) CO; (O) H,; (A) Dithionit ;
(V) He (Kontrolle).

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Inaktivierung des Enzyms durch Cyanat
nur in Anwesenheit von Elektronen-Donoren erfolgte (Abb. 3-22). 1In
Anwesenheit von natlirlichen Substraten, wie CO oder H,, konnte eine stark
inhibierende Wirkung des Cyanats nachgewiesen werde. Vermutlich werden die
gebildeten Elektronen aus der CO- oder H,-Oxidation direkt flir die Reduktion von
Cyanat zu Cyanid verwendet. Solche Reaktionen sind zu beobachten, wenn
Substrat-Oxidation und Cyanat-Reduktion am selben Ort oder nahe beieinander

stattfinden.
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3.4.7 Korrelation der Oxidations- und Reduktionsaktivitat der CO-
Dehydrogenase mit cyanolysierbarem Schwefel und

Kupfergehalt

Die gereinigten CO-Dehydrogenasen, die aus CO-autotroph gewachsenen
Kulturen von O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus isoliert wurden,
zeigen von einer Prdparation zur anderen unterschiedliche spezifische CO-

oxidierende Aktivitaten.

Im vorherigen Kapitel wurde gezeigt, dass die Oxidations- und
Reduktionsaktivitaten der CO-Dehydrogenase miteinander korrelieren. In den
folgenden Experimenten wurden die CO-Dehydrogenasen, die mit identischen
Aufreinigungsverfahren gewonnen wurden aber unterschiedliche Aktivitaten
aufwiesen, miteinander in Bezug auf ihre Oxidations- und Reduktionsfahigkeit
untersucht. Das Ziel dieser Experimente ist zu verstehen, ob die beiden
Aktivitaten immer miteinander korrelieren und ob ein Zusammenhang zwischen
den Aktivitdten und dem cyanolisierbaren Schwefel und dem Cu-Gehalt besteht.
CO-Dehydrogenasen aus O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus, die
unterschiedliche CO-Oxidationsaktivitat hatten, wurden flir die Untersuchung
verwendet. Diese Enzyme enthalten unterschiedliche cyanolysierbare Schwefel-
und Cu-Atome. Es soll in diesem Versuch auch geklart werden, warum die CO-
Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus, die nur 11,5 U CO-
Oxidationsaktivitat besitzt, eine vergleichbare Azid-Reduktionsaktivitat aufweist
wie die hoch aktive CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans (spez. Akt.
21,5 U).

Bei der Reduktion der CO-Dehydrogenase mittels CO nahm die Absorption im
Bereich zwischen 320 nm und 650 nm ab. Je hdher die CO-Oxidationsaktivitat
des Enzyms ist, desto grdBer ist die Absorptionsabnahme. Das AusmalB der
Bleichung ist bei der Inkubation von CO-Dehydrogenase mit CO abhdngig von
der spezifischen Aktivitdat der entsprechenden Enzymspezies (Gremer 2000,
Ferner 2001). Die Enzympraparation aus O. carboxidovorans, die eine hohe
spezifische CO-Oxidationsaktivitat (21,5 U) aufwies, zeigte eine maximale
Bleichung (Absorptionsabnahme) (Abb. 3-23A). Obwohl die CO-
Oxidationsaktivitat der CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus nur

11,5 U aufwies (Abb. 3-23B), war sie in Gegenwart von CO vollstandig reduziert
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und es zeigte sich ein ahnliches Spektrum wie bei der CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans, die 21,5 U spezifische Aktivitat besal3. Offensichtlich betragt
die maximale spezifische Oxidationsaktivitat der CO-Dehydrogenase aus

S. thermoautotrophicus etwa 11,5 U.
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Abb. 3-23 UV/vis Absorptionsspektren luftoxidierter und CO-
reduzierter 21,5U-CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans (A) und 11,5 U-CO-Dehydrogenase aus
S. thermoautotrophicus (B)

UV/vis-Absorptionsspektren der CO-Dehydrogenase mit 21,5 U mg?® (A) und mit
11,5 U mg™ (B). Spektren a: luftoxidierter Zustand, Spektren b: 30 min nach Inkubation
mit CO unter anoxischen Bedingungen, Spektren c: Differenzspektren des luftoxidierten

minus CO-reduzierten Enzyms.



EXPERIMENTE und ERGEBNISSE 76

c A —~—
£ eof A ; $ {20 E D
B sof . 5 EE
: {168 85
£ 40} —%— g ol
5 112 2 8%
o -
o 30t £ OE
5 + - 23
10,8 & =
= 5l = g ok
1 = ©
% ¢ 25
T 10} 104
=
0 T T T T T 0,0
0 5 10 15 20
CO-Dehydrogenase-Aktivitat (U)
=70 2,0
£ (B) [ ~ —
o € 3
- L] 11,6 N =2 O
o uC_, c €
£ 50| ~ 3 F
© = 1]
11,2 © o
E 40r A E 57
e s 5
g 30 108 & 2=
S 5 5 E
1 ©
g 1042 5
X 10f
=
0 ‘ ‘ ‘ ‘ 0,0
0 2 4 6 8 10 12
CO-Dehydrogenase-Aktivitat (U)

Abb. 3-24 Korrelation der CO-Oxidations- und Azid-Reduktionsaktivitat
der CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans (A) und
S. thermoautotrophicus (B)

Die CO-Dehydrogenasen wurden aus den CO-gewachsenen Bakterien verschiedener
Fermentationen aufgereinigt. Das Kupfer wurde durch Induced-Couple-Plasma-
Massenspektrometrie gemessen. Der cyanolysierbare Schwefel wurde als Thiocyanat wie
in Kap. 1.12.1 beschrieben gemessen. Die CO-Oxidationsaktivitdt wurde im CO -
INT/MPMS-Test (Kap. 2.5.1), die Azid-Reduktionsaktivitat durch Messung der
Ammoniumbildungsaktivitat ermittelt (Kap. 2.5.2 und Kap. 2.6.2).

Symbole: (|:|) Azid-Reduktionsaktivitdt; (M) cyanolysierbarer Schwefel, (@)
Kupfergehalt.
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Wie vorherige Ergebnisse zeigen (Kap. 3.4.4, Kap. 3.4.5.1 und Kap. 3.4.5.2), ist
auch hier die Azid-Reduktionsaktivtiat proportional zur Oxidationsaktivitat. Die
CO-Dehydrogenase mit 21,5 U Aktivitdat aus O. carboxidovorans und die CO-
Dehydrogenase mit 11,5 U Aktivitdat aus S. thermoautotrophicus bilden 56,80
NH4* nmol bzw. 60,36 NH,;* nmol m™ mg™. Beide CO-Dehydrogenasen weisen
nahezu einen vollstandigen stéchiometrischen Metallgehalt auf. Allerdings sind
die Oxidations- und Reduktionsaktivitdten  nicht proportional zum
cyanolisierbaren Schwefel, sondern proportional zum Cu-Gehalt des Enzyms.
Dies deutet auf eine Cu-Abhangigkeit der CO-Oxidations- und Azid-
Reduktionsaktivitaten hin (Abb. 3-24). Dieser Befund wurde auch durch
homologe rekombinante CO-Dehydrogenase mit einem defekten aktiven Zentrum
unterstitzt. Da das aktive Zentrum rekombinanter CO-Dehydrogenase keinen
cyanolysierbaren Schwefel und substéchiometrische Mengen an Kupfer (Ferner
2001) enthalt, kann es keine Azid-Reduktionsaktivitat zeigen (nicht dargestellt).

Tabelle 3-7 Der Metallgehalt der gereinigten CO-Dehydrogenase aus
S. thermoautotrophicus

MetallV mol mol* Enzym

Mo 1,939
Fe 7,967
Cu 1,750
Mg 2,312
Zn 0,194
Se 0,053
Mn n.n.

\Y n.n.

U Die Metallanalyse wurde mittels ICP-MS und ICP-OES wie in Kap. 2.7 geschrieben
durchgefihrt.

n.n nicht nachweisbar

Obwohl die Struktur der CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus noch
nicht aufgeklart ist, zeigen die Ergebnisse, dass die CO-Dehydrogenasen aus
O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus sehr ahnliche chemische
Reaktionen durchfiihren (Abb. 3-24B). Es wird deshalb angenommen, dass das

aktive Metallzentrum der CO-Dehydrogenase des Gram-positiven, thermophilen
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Bakteriums, S. thermoautotrophicus ahnlich dem der CO-Dehydrogenase aus
dem Gram-negativen, mesophilen Bakterium O. carboxidovorans ist. Die Tabelle

3-7 zeigt den Metallgehalt der CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus.

Dithionit-reduzierte CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus mit
11,5 U mg™* zeigt dhnliche Mo(+V) ESR-Signale wie CO-Dehydrogenase

aus O. carboxidovorans mit 21,5 U CO-Oxidationsaktivitat.

CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus, die 11,5 U CO-Oxidations-
aktivitat besitzt, zeigte eine volle Reduktion nach Zugabe von CO. Die UV/vis-
Spektren dieser Enzympraparation sind vergleichbar mit der CO-Dehydrogenase
aus O. carboxidovorans, die 21,5 U CO-Oxidationsaktivitat besitzt. Durch UV/vis-
Spektren kann man jedoch nicht die Redoxverhaltnisse am Molybdan-Zentrum
beweisen. Nach Reduktion mit Dithionit zeigte CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans mit einer spezifischen CO-Oxidationsaktivitat von 21,5 U
mg! bei 120 K ein komplexes ESR-Spektrum (Abb. 3-19a). Deshalb ist es
notwendig zu prifen, wie das Mo(+V) ESR-Signale der CO-Dehydrogenase aus

S. thermoautotrophicus nach der Reduktion mit Dithionit regeneriert wird.

L 1 1 1 1 1 1 J

2,12 2,08 2,04 2,00 1,96 1,92 1,88 1,84

g-Faktor

Abb. 3-25 ESR-Spektrum des Mo-Zentrums der CO-Dehydrogenase aus
S. thermoautotrophicus mit 11,5 U mg™* CO-
Oxidationsaktivitat

CO-Dehydrogenase (12 mg ml? in KH,PO,/NaOH, pH 7,2) wurde unter anoxischen
Bedingungen mit 4 mM Dithionit reduziert und in flissigem Stickstoff eingefroren. Das
ESR-Spektrum wurden bei 120 K, einer Mikrowellenfrequenz von 9,7 GHz, einer
Modulationsamplitude von 1 mT und einer Mikrowellenleistung von 10 mW aufgezeichnet
(Kap. 2.9.2).
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Im luftoxidierten Zustand zeigte die CO-Dehydrogenase aus
S. thermoautotrophicus kein ESR-Signal (nicht dargestellt). Dies steht im
Einklang mit einem Mo(VI), das diamagnetisch ist. Nach Zugabe von Dithionit
konnte ein komplexes Mo(+V) ESR-Signal erzeugt werden (Abb. 3-25). Das
Signal weist Ahnlichkeiten zu dem Mo(+V) Signal der CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans auf (Abb. 3-19a, Kap. 3.4.6.2). Das ESR-Spektrum wies
Maxima bei g-Faktoren von 2,114, 2,101, 2,069, 2,004, 1,977, 1,946, 1,924,
1,891, 1,860 und Minima mit g-Faktoren von 2,106, 2,091, 2,056, 1,995, 1,936,
1,909, 1,878, 1,855 auf.

CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus enthalt ebenfalls [2Fe-2S]-
Zentren vom Typ I und II (ohne Abbildung), die ein &hnliches Redoxverhalten
mit  Dithionit wie die FeS-Zentren von  CO-Dehydrogenase aus

O. carboxidovorans zeigen.

3.4.8 UV/vis-spektroskopische Eigenschaften der CO-Dehydrogenase
wahrend der Azid-Reduktion

Die oxidierte CO-Dehydrogenase zeigte ein fiur Molybdo-Eisen-Schwefel-Flavo-
Proteine charaktrisches UV/vis-Absorption-Spektrum mit Absorptionsmaxima bei
276, 339, 384, 426, 450 und 550 nm sowie mit Absorptionsminima bei 308 und
407 nm (Abb. 3-26A und Abb. 3-26B) (Gremer 2000). CO-Dehydrogenase kann
in Abwesenheit eines Elektronenakzeptors durch Dithionit, CO oder H, reduziert
werden. Zugabe von Dithionit oder die Inkubation unter CO- oder H,-Atmosphare
fiUhren zu einer Abnahme der Absorption im Bereich von 370 bis 650 nm, welche
durch die Reduktion der in der CO-Dehydrogenase enthaltenen chromophoren
und redoxaktiven Gruppen, insbesondere der [2Fe-2S]-Zentren vom Typ-I und
Typ-II, so wie FAD und moglicherweise auch des MCD-Mo-Kofaktors, verursacht
wird (Gremer 2000).

Auf Grund der Stdochiometrie der Azid-Reduktion werden theoretisch zwei
Elektronen fir ein mol Azid verbraucht. Deshalb kann man erwarten, dass die
reduzierte CO-Dehydrogenase unter limitierenden Elektronen-Donor-
Bedingungen wahrend der Azid-Reduktion reoxidiert wird. Um die mdgliche
Reoxidation der CO-Dehydrogenase beobachten zu kénnen, war es notwendig, in
Abwesenheit von Elektronen-Donoren ein reduziertes Enzym zu erhalten. Es

konnte erstmals gezeigt werden, dass unter anoxischen Bedingungen mit CO
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reduzierte CO-Dehydrogenase nach Entfernung von CO im reduzierten Zustand
blieb (Abb. 3-26B).
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Abb. 3-26 UV/vis Absorptionsspektren luftoxidierter und CO-
reduzierter CO-Dehydrogenase (frei von CO) aus
O. carboxidovorans in Anwesenheit (A) und in Abwesenheit
von Azid (B)

A: Spektrum a, Iuftoxidierte CO-Dehydrogenase; Spektrum b, CO-reduzierte CO-
Dehydrogenase (frei von CO); Spektrum ¢, d, e, f, g, und h, CO-reduzierte CO-
Dehydrogenase (frei von CO) in Anwesenheit von 10 mM Azid nach Inkubation fur 5, 10,
15, 30, 45, 60 min. B: Spektrum a, luftoxidierte CO-Dehydrogenase; Spektrenschar (b
bis f), CO-reduzierte CO-Dehydrogenase (frei von CO) ohne Zugabe von Azid nach
Inkubation fir 5, 15, 30, 45, 60 min. Der Proteingehalt der Probe betrug 1 bis 1,1 mg
ml™. Die anoxische Probe (1,2 ml) in einer Wheaton-Flasche (8 ml Vol) wurde mit CO fiir
2 min begast und 5 min im Wasserbad (50° C) inkubiert. Das CO wurde evakuiert, die
Probe mit He begast und mit Hilfe einer Hamilton-Spritze zur anoxischen Quartz-Kivette
transferiert. Die Spektren wurden wie in Kap. 2.9.2 beschrieben aufgenommen.
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Das CO-reduzierte Enzym, das frei von CO war, blieb sehr stabil. Mit dieser
Enzympraparation konnte in Gegenwart von Azid die Reoxidation von CO-
Dehydrogenase beobachtet werden. Abb. 3-26A zeigte eine fast vollstdndige
Reoxidation der reduzierten CO-Dehydrogenase nach Zugabe von Azid. Die
Inkubation von reduzierter CO-Dehydrogenase mit Azid, die frei von einem
Elektronen-Donor (CO) war, zeigte eine Absorptionszunahme im Bereich von 320
bis 650 nm. Im Zeitraum von 1 h wurde die maximale Absorptionszunahme
erreicht, d.h. die [2Fe-2S]-Zentren vom Typ-I und Typ-II, sowie das FAD und
moglicherweise auch der MCD-Mo-Kofaktor befanden sich wieder im oxidierten
Zustand (Abb. 3-26A).

Es kann angenommen werden, dass die Elektronen vom Metallzentrum (Mo'),
bzw. FAD und den [2Fe-2S]-Zentren zum Azid Ubertragen wurden und dass sie
dabei das Enzym reoxidierten. Wahrend dieser Reaktion wird Azid zur NH,;*
reduziert. Das gebildete NH,;* (3,25 +0,15 pymol) lag nahe zu der Enzymsmenge
(3,6 umol); dadurch wurde, wie oben erwahnt, bewiesen, dass flr die Azid-
Reduktion zwei Elektronen per mol Azid bendtigt werden. In Kontrollansatzen, in
denen Azid nicht zugegeben war, konnte keine Reoxidation der CO-

Dehydrogenase beobachtet werden.

3.5 Nitrit als alternatives Substrat der CO-Dehydrogenase

Die Wirkung des Nitrits und Azids in der oxidierten CO-Dehydrogenase sind
gleich. Beide Substanzen verursachen keine Hemmung der CO-Oxidation. Es
konnte nachgewiesen werden, dass Azid durch CO-Dehydrogenase in
Anwesenheit von Dithionit oder H, reduziert wird. Das Azidanion hat die gleiche
GroBe wie Nitrit und ist ein wirksamer Hemmstoff fir Cu-Nitritreduktase. Wie
Azid ist Nitrit auch ein alternatives Substrat fir das mehrkernige Molybdo-Enzym
Nitrogenase. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit untersucht, ob tatsachlich

die CO-Dehydrogenase auch in der Lage ist, Nitrit zu reduzieren.
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3.5.1 Reduktion von Nitrit zu Ammonium

Es ist bekannt, dass Nitrit durch die klassische Nitritreduktase entweder zu NO
oder NH,;* reduziert wird. Daher wéare es sehr interessant zu wissen, welche
Produkte wahrend der Nitrit-Reduktion durch CO-Dehydrogenase gebildet
werden. Unter anoxischen Bedingungen und in Anwesenheit von Dithionit als
Elektronen-Donor sind die CO-Dehydrogenasen aus O. carboxidovorans und
S. thermoautotrophicus in der Lage, Nitrit zu Ammonium zu reduzieren. Das
Enzym allein, wenn es ohne Elektronen-Donor vorliegt, kann Nitrit nicht
reduzieren. Die Voraussetzung fir die Nitrit-Reduktion durch CO-Dehydrogenase

ist in Tabelle 3-8 zusammengefasst.

Tabelle 3-8 Die Voraussetzung fiir die Reduktion von Nitrit zu
Ammonium durch CO-Dehydrogenase aus

O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus

Komponenten im Ansatz Aktivitat
CO-Dehydrogenase  Na-Dithionit ~ NO5’ NO'-Reduktion
+ + * 13,50
+ + + 12,49
+ - n.n.
+ ) + n.n.
) + + n.n.

In den Ansatzen, die jeweils 1 ml KH,PO4/NaOH-Puffer (50 mM, pH 6,5), 1 mg CO-
Dehydrogenase, 10 mM KNO, und 10 mM Dithionit als Elektronen-Donor enthielten,
wurde die Nitrit-Reduktionsaktivitdt gemessen (Kap. 2.5.3). Die Proben wurden bei 60°C
inkubiert. Die Ammoniumbildung des Nitrit-Reduktionsprodukts wurde wie im Kap. 2.6.2
beschrieben ermittelt.

2 nmol NH,* mg™* min™ (bei 60° C)

b CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans

¢ CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus
+anwesend

-abwesend

n.n.: nicht nachweisbar
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3.5.2 Stochiometrie der Nitrit-Reduktion

Um die Stdéchiometrie der Reaktion beschreiben zu kénnen, es ist wichtig zu
Uberzuprifen, ob der Nitritverbrauch dem gebildeten Ammonium entspricht oder
andere Produkte gebildet wurden. Unter geringer Konzentration von Nitrit wurde
die Stoéchiometrie der Nitrit-Reduktion  untersucht. Die klassischen
Nitritreduktasen, die Cytochrom c Nitritreduktasen, katalysieren die Umwandlung
von Nitrit zu Ammonium. Dabei werden sechs Elektronen benétigt (Einsle et al.
2002).
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Abb. 3-27 Die stochiometrische Nitrit-Reduktion zu Ammonium durch
CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans

Die Reaktionsansatze enthielten jeweils 4 ml KH,PO4/NaOH-Puffer (50 mM, pH 7,2), 2
mg Protein, 2 pmol NO;  und 15 mM Dithionit (Kap. 2.5.3). Alle Ansatze wurden unter
anoxischer Bedingung vorbereitet. Die Reaktionsansatze wurden im Wasserbad bei 60° C
inkubiert. Der Nitritverbrauch und das gebildete Ammonium wurden verfolgt. Flr die
Nitrit- und Ammoniumbestimmung wurden Aliquots mit Hilfe einer Hamilton-Spritze
entnommen und wie in Kap. 2.6.3 und Kap. 2.6.2 beschrieben, gemessen.

Symbole: (®) NH4* Bildung, (®) Nitrit-Verbrauch, (O) Nitrit-Verbrauch ohne Enzym,

(O) NH4* Bildung ohne Enzym. Inset: Die Proportion von Nitritverbrauch und
Ammoniumbildung.
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In Abb. 3-27 wird gezeigt, dass 2,00 pmol NO, zu 2,19 (+ 0,18) pmol NH,*
reduziert werden. Das Verhaltnis zwischen verbrauchtem Nitrit (Substrat) und
gebildetem Ammonium (Produkt) ist 1:1 (Abb. 3-27). Es kann angenommen
werden, dass Nitrit nur zu Ammonium reduziert wird. Wenn Ubergangsprodukte
wie NO oder Hydroxylamin gebildet wiirden, miusste wahrend des zeitlichen
Verlaufs die Proportion des Substratsverbrauchs nicht 1:1 stehen. Eine ahnliche
Reaktion wurde auch von dem mehrkernigen Molybdoenzym Nitrogenase
berichtet. Nitrogenase katalysiert die Reaktion von NO, in Anwesenheit von ATP
und Dithionit zu NH4* (Vaughn und Burgess 1989). Allerdings reduziert das
einkernige Molybdoenzym Xanthin-Oxidoreduktase, das zur gleichen Familie wie
die CO-Dehydrogenase gehort, NO,” zu NO (Millar et al. 1998, Godber et al.
2000).

3.5.3 Kinetik der Ammoniumbildung aus der Nitrit-Reduktion durch
CO-Dehydrogenase

Durch die Bestimmung der K- und Vn.x«-Werte identifiziert man die Affinitat und
Geschwindigkeit des Substratumsatzes. Je niedriger die K,-Werte sind, umso
hoher ist die Affinitdt des Enzyms zum Substrat. Die Bestimmung der K- und
Vmax-Werte des Enzyms flir die Nitrit-Reduktion wurde an gereinigter CO-
Dehydrogenase aus O. carboxidovorans durchgefihrt. Die Auftragung der
MeBergebnisse erfolgte nach Hanes (Abb. 3-28 (Inset)). Die Darstellung in Abb.
3-28) zeigt, dass die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der
Substratskonzentration einer Michaelis-Menten-Kinetik folgt. Demzufolge war die
Auftragung von (S)/V gegen S linear. Aus dieser Abbildung konnte ein K,-Wert
von 6,62 mM Nitrit bestimmt werden. Der Vm.-Wert betrug 12,3 nmol NH,* mg™
min'!. Die kinetischen Untersuchungen der Nitrit-Reduktion, die durch
nichtklassische Nitritreduktase entstehen, zeigten wie bei der Nitrogenase aus
Azotobacter vinelandii K., Werte, die ziemlich hoch sind (Vaughn and Burgess
1989).

3.5.4 Bindung und Reduktion des Nitrits am aktiven Zentrum
[CuSMo00O,] der CO-Dehydrogenase

Wie bereits fur die Azid-Reduktion beschrieben, wurden die Untersuchungen der

Bindung und Reduktion des Nitrits durch Inaktivierung der CO-Dehydrogenase
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durchgefiihrt. Das Enzym wurde durch Cyanid oder n-Butylisocyanid inaktiviert

und hinsichtlich der Nitrit-Reduktionsaktivitat untersucht.
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Abb. 3-28 Die Abhdngigkeit der Nitrit-Reduktionsaktivitat von der CO-
Dehydrogenase aus O. carboxidovorans von Nitrit-
Konzentration.

Die Reaktionsgeschwindigkeiten der Ammoniumbildung aus der Nitrit-Reduktion wurden
bei verschiedenen Nitrit-Konzentrationen ermittelt (Kap. 2.5.3 und Kap. 2.6.2). Der
Hanes-Plot wurde durch eine Auftragung des Quotienten aus der Substratskonzentration
(mM) und der Reaktionsgeschwindigkeit (nmol min'* mg?) gegen Substratskonzentration
erstellt. Inset: Kn,-Wert-Bestimmung der Ammoniumbildung aus der Nitrit-Reduktion
durch CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans. Inset: Hanes-Plot zur Bestimmung des
Km-Werts.

3.5.4.1 Nitrit-Reduktionsaktivitat der CO-Dehydrogenase nach
Inhibition mit Cyanid

Das aktive Zentrum der CO-Dehydrogenase, [CuSMo0O,], an dem die CO-
Oxidation stattfindet (Dobbek et al. 2002), ist auch essentiell flir die Azid-
Reduktion. Dieses Phanomen wurde durch Cyanid-Inaktivierung untersucht. Da

die Cyanid-inaktivierte CO-Dehydrogenase den Cu- und den p-Sulfido-Liganden
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aus ihrem aktivem Zentrum verloren hat, zeigte das Enzym keine Azid-
Reduktionsaktivitdt mehr (Kap. 3.4.5.1).

Mit der gleichen Prinzip wurde die Reaktion des [CuSMo00O,]-aktiven Zentrums mit
Nitrit untersucht (Kap. 2.12.1). Die CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans
wurde mit Cyanid unter anoxischen Bedingung inkubiert. Wahrend des Versuchs
wurden Proben flir die Bestimmung der CO-Oxidations- und der Nitrit-
Reduktionsaktivitat entnommen. Aus den gleichen Proben wurde der Gehalt an
cyanolysierbarem Schwefels analysiert. Die Bestimmung des cyanolysierbaren
Schwefels in Form von Rhodanid (SCN") erfolgte nach der Zentrifugalfiltration der
Inaktivierungsansatze lUber eine Membran mit 30 kDa Ausschlussgrenze und als
rot-braunes Fe(SCN), nach Reaktion mit Fe(NO)s;. Die CO-Oxidations- (Kap.
2.5.1) und Nitrit-Reduktionsaktivitat (Kap. 2.5.3) wurde nach der Gelfiltration an
G-25 (PD10) bestimmt.

Nach Cyanid-Behandlung wurden die CO-Oxidationsaktivitdt und ebenso die
Nitrit-Reduktionsaktivitdt gehemmt (Abb. 3-29). Die Halbwertszeiten der
Inaktivierung der CO-Oxidationsaktivitat und der Nitrit-Reduktionsaktivitat sind
vergleichbar (30 min). Die Abnahme der CO-Oxidationsaktivitat und die Nitrit-
Reduktionsaktivitat verlaufen parallel zueinander. Die Zunahme des Rhodanids

(SCN’) in den gleichen Proben wurde nachgewiesen (Abb. 3-29).

Nach Inkubation der CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans mit Cyanid im
Zeitraum von 24 h war sowohl die CO-Oxidations- als auch die Nitrit-
Reduktionsaktivitat komplett gehemmt. Am Ende des Versuchs wurden im
Assaymedium 1,89 (+ 0,15) mol mol* Enzym cyanolysierbarer Schwefel und 1,5
(x 0,15) mol mol* Enzym Kupfer nachgewiesen. Es ist ersichtlich, dass die Cu-
Atome und die Sulfido-Liganden aus dem aktiven Zentrum vollstandig entfernt
wurden. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Anwesenheit des intakten aktiven
Zentrums [CuSMoO,] nicht nur fiir CO-Oxidations-, sondern auch fir die Nitrit-

Reduktionsaktivitat essentiell ist.



EXPERIMENTE und ERGEBNISSE 87

- 12,0
L 100
2

11,6 —
3 80 L _
0 2 E
+ 55‘
T 60} 11205
z 5~
_ o
(0] o O

o)
8 40 -0,8.§f
S 23
B s £
2 2l 1048
S [
o
@]
ot Y 10,0

0 4 8 12 16 20 24 28
Time (h)

Abb. 3-29 Zeitlicher Verlauf der Cyanid-Inaktivierung der CO-Oxidation
und Nitrit-Reduktion der CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans und Freisetzung des cyanolysierbaren
Schwefels

CO-Dehydrogenase (2,2 mg ml™) wurde unter anoxischen Bedingungen mit 10 mM
Cyanid versetzt. Der zeitliche Verlauf der spezifischen CO-Dehydrogenase-Aktivitat (Kap.
2.5.1) und die Ammoniumbestimmung (Nitrit-Reduktionsprodukt) (Kap. 2.6.2) in Aliquots
nach Abtrennung von Cyanid und der Reaktanten durch Gelfiltration bestimmt. Die
Ansatze der Nitrit-Reduktion enthielten jeweils 1 ml KH,PO,/NaOH-Puffer (50 mM, pH
7,2), 1.0 mg Enzym, 10 mM NO;" und 10 mM Dithionit (Kap. 2.5.3). Parallel dazu wurden
in den Ultrafiltraten der Reaktionsansatze (Ausschlussgrenze 30 kDa) gebildetes
Rhodanid nachgewiesen und quantifiziert (Kap. 2.12.1). [100% Aktivitéten, CODH bzw.
NH,*-Bildung = 14,8 U mg™, 12,2 nmol mg* min™].

Symbole: (@) CO-Dehydrogenase-Aktivitat; (M) Nitrit-Reduktionsaktivitat;

(A) cyanolisierbarer Schwefel.

3.5.4.2 Nitrit-Reduktionsaktivitat der CO-Dehydrogenase nach

Inhibition mit n-Butylisocyanid

Um zu untersuchen, ob die inaktive CO-Dehydrogenase, in der das [CuSMo0,]-
Zentrum vorhanden ist, Nitrit-Reduktionsaktivitat zeigt, wurde das Enzym mit n-
Butylisocyanid behandelt. Im Gegensatz zur Cyanid-Behandlung verliert die mit
n-Butylisocyanid behandelte CO-Dehydrogenase ihre CO-Oxidationsaktivitat,

jedoch wird das katalytische Zentrum nicht vom Enzym entfernt (Dobbek et al.
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2002). In diesem Zustand kann das Enzym weder CO-Oxidation noch Azid-

Reduktion durchfiihren (Kap. 3.5.4.2).
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Abb. 3-30 Die Nitrit-Reduktion durch die n-Butylisocyanid-inaktivierte
CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans und Inset:
S. thermoautotrophicus

Reaktionsansatze, die 1 ml KH,PO4/NaOH-Puffer (50 mM, pH 7,2) und 1 mg Enzym
enthielten, wurden unter anoxischen Bedingungen mit 0 mM bis 1,0 mM n-Butylisocyanid
versetzt. Nach 15 min Inkubation wurden ohne Trennung von n-Butylisocyanid die CO-
Oxidationsaktivitdit im CO > INT/MPMS-Test (Kap. 2.5.1) wund die Nitrit-
Reduktionsaktivitat bestimmt (Kap. 2.5.3). [100% Aktivitdten, CODH bzw. NH,*-Bildung
= 14,8 U mg™?, 12,0 nmol mg™* min™ (0. carboxidovorans) und 11,5 U mg™, 11,9 nmol
mg ™ min? (S. thermoautotrophicus)].

Symbole: (@, O) CO-Dehydrogenase-Aktivitat; (M, O) Nitrit-Reduktionsaktivitat.

Die  oxidierte wurde  bei mit
unterschiedlichen Konzentrationen an n-Butylisocyanid (0 bis 1,2 mM) 15 min
AnschlieBend wurden die CO-Oxidations- und die Nitrit-
In Abb. 3-30 wird gezeigt, dass die CO-

Nitrit-Reduktionsaktivitaten

CO-Dehydrogenase Raumtemperatur

lang inkubiert.
Reduktionsaktivitaten gemessen.
Oxidations- und die miteinander weitgehend
korrelieren. Mit 0,8 mM n-Butylisocyanid behandelte CO-Dehydrogenase aus

O. carboxidovorans besitzt noch 2,9% CO-Oxidationsaktivitat wahrend die Nitrit-
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Reduktionsaktivitat 10% war. CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus
zeigt ein dhnliches Aktivitatsmuster (Abb. 3-30 (Inset)). Durch die Bindung von
n-Butylisocyanid im aktiven Zentrum der CO-Dehydrogenase verliert das Enzym
sowohl die CO-Oxidations- (Dobbek et al. 2002) als auch die Nitrit-
Reduktionsaktivitat.

3.5.4.3 Abhadngigkeit der Nitrit-Reduktion von der CO-Oxidations-
aktivitat

Bei der Cyanid- und n-Butylisocyanid inhibierten CO-Dehydrogenase konnte
keine Nitrit-Reduktionsaktivitét nachgewiesen werden. Es kann deshalb
angenommen werden, dass die strukturelle Anderung des aktiven Zentrums die
Inaktivierung der Nitrit-Reduktionsaktivitdt verursachte. Die strukturelle
Anderung wird durch chemische Agenzien wie z.B. Cyanid oder n-Butylisocyanid
hervorgerufen. Es stellt sich die Frage, ob die nativen CO-Dehydrogenasen aus
O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus, die ohne chemische Behandlung
unterschiedliche = CO-Oxidationsaktivitdaten aufweisen, auch die  Nitrit-

Reduktionsaktivitaten wiederspiegeln.

Die Charakterisierung der CO-Dehydrogenasen aus O. carboxidovorans und
S. thermoautotrophicus durch z.B. UV/vis-Spektraleigenschaften, Kupfergehalt
und cyanolysierbarem Schwefel wurde bereits im Kap. 3.4.7, Abb. 3-23A und
Abb. 3-23B ausfihrlich besprochen. Die Azid-Reduktionsaktivitat der CO-
Dehydrogenase ist abhangig von der CO-Oxidationsaktivitat (Kap. 3.26). Hier
konnte gezeigt werden, dass die Enzyme, die die héchste CO-Oxidationsaktivitat
aufwiesen, auch die hochste Nitrit-Reduktionsaktivitat (Abb. 3-31) zeigten. Das
bedeutet, dass die Nitrit-Reduktionsaktivitat abhdngig vom Metallgehalt des
[CuSMo00,]-Zentrums ist. Es ist durchaus mdglich, dass CO-Oxidation, Azid-
Reduktion und Nitrit-Reduktion an der gleichen Stelle der CO-Dehydrogenase

stattfinden.
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Abb. 3-31 Korrelation der CO-Oxidations- und der Nitrit-
Reduktionsaktivitat der CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans (A) und S. thermoautotrophicus (B)

Die CO-Dehydrogenasen wurden aus CO-gewachsenen Bakterien aus verschiedenen
Fermentationen aufgereinigt. Das Kupfer wurde durch Induced-Couple-Plasma-
Massenspektrometrie gemessen. Der cyanolysierbare Schwefel wurde als Thiocyanat wie
in Kap. 2.12.1 beschrieben, gemessen. Die CO-Oxidationsaktivitat wurde im CO -
INT/MPMS-Test bestimmt (Kap. 2.5.1) und die Nitrit-Reduktionsaktivitat wurde durch die
Messung der Ammoniumbildung ermittelt (Kap. 2.5.3 und Kap. 2.6.2).

Symbole: ([I) Nitrit-Reduktionsaktivitat; (W) cyanolysierbarer Schwefel;

(@) Kupfergehalt.

Die Werte sind die Mittel aus 2 parallelen Messungen mit ihren Standardabweichungen.
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3.6 Nitrat als Substrat fiir die reduktive Aktivitdit der CO-

Dehydrogenase

In der Natur wird Nitrat durch Nitratreduktase zu Nitrit reduziert. Es gibt drei
Nitratreduktasen, die als NAS (eine ldsliche, cytoplasmatische Nitratreduktase),
NAP (eine membrangebundene Nitratreduktase) und NAR (eine periplasmatische
Nitratreduktase) bezeichnet werden (Kap. 1.5.3). Diese bakteriellen
Nitratreduktasen besitzen Molybdopterin-Guanin-Dinucleotid (MGD) als Kofaktor
(Zumft 1997).

Es wurde bereits berichtet, dass die CO-Dehydrogenase in der Lage ist, Nitrat zu
Nitrit zu reduzieren (Fuchs 1992, Meyer et al. 1993c). Die Nitratreduktase-
Aktvitat der gereinigten CO-Dehydrogenase aus CO-autotroph gewachsener O.
carboxidovorans-Kultur war ca. 11 nmole min? mg'. Die CO-Dehydrogenase
konnte auch CO als Elektronen-Donor fir die Nitrat-Reduktion dienen. Es wurde
beschrieben, dass die Nitrat-Reduktion in Gegenwart von Cyanid und Methanol
gehemmt wurde (Meyer et al. 1993c, Fuchs 1992). Es gibt aber noch keine
weiteren Informationen Uber die Zusammenhdnge zwischen CO-Oxidations- und
Nitrat-Reduktionsaktivitdt, ebenso Uber die Kinetik dieser Aktivitat. In dieser
Arbeit wurde anhand der neusten Erkenntnisse Uber Struktur und Funktion der
CO-Dehydrogenase (Dobbek et al. 2002, Gnida et al. 2003) die Nitrat-
Reduktionsaktivitat untersucht. Es wird versucht, einen Zusammenhang zwischen
CO-Oxidation- und Nitrat-Reduktion im [CuSMoO,]-Cluster zu klaren.

3.6.1 Reduktion von Nitrat durch CO-Dehydrogenase zu Nitrit

Die CO-Dehydrogenasen aus O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus
katalysieren die Reduktion von Nitrat zu Nitrit (Tabelle 3-9). Wie bei vorherigen
Untersuchungen (Meyer et al. 1993c) festgestellt, zeigte die gereinigte CO-

Dehydrogenase eine geringe Nitrat-Reduktionsaktivitdt (8,02 nmol Nitrit min™

1 1

mg?! flir O. carboxidovorans und 5,5 nmol Nitrit min? mg?' fir
S. thermoautotrophicus). Der geeignete Elektronen-Donor fir die Nitrat-
Reduktion durch CO-Dehydrogenase war &hnlich wie bei der klassischen

Nitratreduktase reduziertes Methylviologen.
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Tabelle 3-9 Voraussetzungen fiir die Reduktion von Nitrat zu Nitrit
durch CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans und S.

thermoautotrophicus
Komponenten im Ansatz Aktivitat
CO-Dehydrogenase Methylviologen® NOj5 NO;-Reduktion”

+9 + + 8,02
+9 + + 5,50
+ + - n.n.
+ - + n.n.
- + + n.n.

Die Ansatze, die jeweils 1 ml KH,PO,/NaOH-Puffer (50 mM, pH 7,2), 1 mg CO-
Dehydrogenase, 80 mM KNO,, 1,5 mM Dithionit und 0,9 Methylviologen enthielten,
wurden im Wasserbad bei 60° C inkubiert. Es wurde die Nitrit-Bildung gemessen (Kap.
2.6.3).

2) 0,9 mM Methylviologen plus 1,5 mM Dithionit

®) NO,” nmol mg™ min™

9 CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans

9 CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus
+ anwesend

- abwesend
n.n.: nicht nachweisbar

Es wurde festgestellt, dass andere Elektronen-Donoren wie CO, H, oder Dithionit
fir die Aktivitdtsmessung nicht gut geeignet waren; in Gegenwart dieser
Elektronen-Donoren war die Aktivitat gering (Abb. 3-32). (spesizifische Aktivitat:
14,8 U)

Im Vergleich zur Nitrat-Reduktionsaktivitéat (100%), die mit reduziertem
Methylviologen als Elektronen-Donor eingesetzt wurde, betrugt die Nitrat-
Reduktionsaktivitat mit CO als Elektronen-Donor 70%, mit H, als Elektronen-
Donor 30%, und mit Dithionit als Elektronen-Donor 19% (Abb. 3-32).
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Abb. 3-32 Die Abhdngigkeit der Nitrat-Reduktion von Elektronen-
Donoren durch CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans

Die Reaktionsansatze enthielten jeweils 1 mg Enzym, 80 mM NOs;, 1 ml 50 mM
KH,PO4/NaOH-Puffer, pH 7,2 und folgende Elektronen-Donor: Mv-Dth: 0,9 mM
Methylviologen plus 1,5 mM Dithionit; CO: CO-Atmosphare; H,: H,-Atmosphdre und Dth:
10 mM Dithionit. Die Proben wurden im Wasserbad bei 60° C inkubiert. Das gebildete
Nitrit wurde wie in Kap. 2.6.3 beschrieben gemessen. Die Werte sind die Mittel aus 2
parallelen Messungen mit ihren Standardabweichungen.

Genau wie bei den klassischen Nitratreduktasen ist die Nitrat- Reduktionsaktivitat
der CO-Dehydrogenase pH abhangig, ihr pH-Optima liegt bei pH 8,0. Das pH-
Optimum far die periplasmatische Nitratreduktase von Desulfovibrio

desulfuricans liegt im Bereich 8,0 bis 9,5 (Romao et al. 2001).
3.6.2 Kinetik der Nitrat-Reduktion

Im folgenden Versuch wurden der K- und V.x-Wert bestimmt. Die Abb. 3-33
zeigt eine typische Abhdngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der
Substratskonzentration. Die Auftragung der Messergebnisse erfolgte nach Hanes
(Abb. 3-33 (Inset)).

Aus diesen kinetischen Untersuchungen konnte ein K,-Wert von 264,89 mM
Nitrat und ein V.x-Wert von 24,7 nmol Nitrit mg'1 min! bestimmt werden. Die
Affinitat des Enzyms zu Nitrat war sehr gering. Ein anderes Molybdan-haltiges
Enzym, Xanthin-Oxidase-Reduktase, besitzt auch Nitrat-Reduktionsaktivitat. Die
Xanthin-Oxidoreduktase hat einen K,-Wert von 32 mM Nitrat und einen Vi ax-

Wert von 391 nmol Nitrit min"* mg™’ (Doel et al. 2001). Verglichen mit der
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klassische Nitratreduktase (Vmax:18 pmol min™ mg™ und K.: 20 uM) (Romdo et
al. 2001), waren die Affinitdaten und Aktivitaten der CO-Dehydrogenase sehr

gering.

24
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Abb. 3-33 Die Abhdngigkeit der Nitrat-Reduktionsaktivitat der CO-
Dehydrogenase aus O. carboxidovorans von der Nitrat-
Konzentration

Die Reaktionsgeschwindigkeiten der Nitrat-Reduktion wurde bei verschiedenen Nitrat-
Konzentrationen bestimmt (Kap. 2.5.4 und Kap. 2.6.3). Der Hanes-Plot wurde durch eine
Auftragung des Quotienten aus der Substratskonzentration (mM) wund der
Reaktionsgeschwindigkeit (nmol min™ mg™?) gegen die Substratskonzentration erstellt.
Inset: Hanes-Plot flir die K,-Wert-Bestimmung der NO, -Bildung aus der Nitrat-Reduktion
durch CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans.

3.6.3 Nitrat-Reduktionsaktivitit der inaktiven CO-Dehydrogenase

Es sollte geprift werden, ob die inaktive CO-Dehydrogenase, die noch Mo im
aktiven Zentrum enthalt, Nitrat reduzieren kann. In dieser Arbeit wurde die
durch Cyanid-inaktivierte CO-Dehydrogenase verwendet. Das aktive Zentrum der
Cyanid-behandelten CO-Dehydrogenase besitzt nur noch das Molybdan, das
durch zwei Dithiolat-Schwefel und drei Oxo-Grupen koordiniert wird (Dobbek et
al. 2002).
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Abb. 3-34 Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung der CO-Oxidations- und
der Nitrat-Reduktionsaktivitat der CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans und Freisetzung des cyanolysierbaren
Schwefels

CO-Dehydrogenase (2,2 mg ml™) wurde unter anoxischen Bedingungen mit 10 mM
Cyanid versetzt. Der zeitliche Verlauf der spezifischen CO-Dehydrogenase-Aktivitat (Kap.
2.5.1) und die Nitrat-Reduktion (Kap. 2.5.4) wurden in Aliquots nach Abtrennung von
Cyanid und der Reaktanten durch Gelfiltration bestimmt. Die Ansatze der Nitrat-
Reduktion enthielten jeweils 1 ml KH,PO,/NaOH-Puffer (50 mM, pH 8), 1.0 mg Enzym, 80
mM NO;3™ und Dithionit-reduziertes Methylviologen (Kap. 2.5.4). Parallel dazu wurden in
den Ultrafiltraten der Reaktionsansatze (Ausschlussgrenze 30 kDa) gebildetes Rhodanid
nachgewiesen und quantifiziert (Kap. 2.5.1). [100% Aktivitaten, CODH bzw. NO, -Bildung
= 14,8 Umg™, 6,9 nmol mg*min™].

Symbole: (M) Nitrat-Reduktion; (®) CO-Dehydrogenase-Aktivitat; (A) cyanolisierbarer
Schwefel

Die Inkubation von CO-Dehydrogenase mit 10 mM K-Cyanid flhrte zur
Inaktivierung der CO-Oxidationsaktivitdt aber die Nitrat-Reduktionsaktivitat war
nur partiell beeintrachtigt (Abb. 3-34). Die Messungen der CO-Oxidations- und
der Nitrat-Reduktionsaktivitdat wurden nach der Abtrennung des Cyanids aus der
Praparation durch Gelfiltration auf G-25 (PD10) durchgefiihrt (Kap. 2.12.1). Nach
2 h Inkubationszeit konnten verglichen mit dem Kontrollansatz nur noch 43.4%

CO-Oxidationsaktivitat aber immer noch 90% Nitrat-Reduktionsaktivitat
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nachgewiesen werden. Wahrend der weiteren Inkubationszeit, in der der
cyanolysierbare Schwefel vollstdndig vom aktiven Zentrum entfernt (1,98 mol
mol™? Enzym) wurde, zeigte das Enzym fast keine CO-Oxidationsaktivitdt mehr.

Es war jedoch noch 60% der Nitrat-Reduktionsaktivitat vorhanden.

Die UV/vis-Spektren der Dithionit-reduzierten und damit flir die CO-Oxidation
inaktivierten CO-Dehydrogenase unterschieden sich nicht vom normalen
Spektrum der aktiven CO-Dehydrogenase (Abb. 3-35). Diese Ergebnisse sind
nicht Uberraschend, weil die CO-Dehydrogenase, die fir die CO-Oxidation

inaktiviert wurde, noch durch Dithionit reduziert werden konnte.
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Abb. 3-35 UV/vis-Absorptionsspektren luftoxidierter, CO-inkubierter
und Dithionit-reduzierter Cyanid-inaktivierter (A) und 13U-
CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans (B)

UV/vis-Absorptionsspektren von Cyanid-inaktivierter (A) und 13U-CO-Dehydrogenase (B)
(Probe A: 1,1 mg ml™! und Probe B: 1,2 mg ml?! in 50 mM KH,PO,/NaOH-Puffer, pH 7,2).
Spektren a: luftoxidierter Zustand, Spektren b: 30 min nach Inkubation mit CO unter
anoxischen Bedingung, Spektren c: 5 Minuten nach Reduktion mit Dithionit unter
anoxischen Bedingungen.
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Die Nitrat-Reduktion ist vom intakten [CuSMoO,]-Cluster unabhangig. Es ist
deshalb davon auszugehen, dass die Bindung und die Reduktion von Nitrat und
die Oxidation von CO nicht an der gleichen Stelle stattfinden. Es kdnnte sein,

dass Nitrat direkt am Mo-Zentrum bindet und reduziert wird.

Die rekombinante inaktive CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans OM5-
12/pJRDMSL enthalt ein defektes aktives Zentrum, in dem kein cyanolysierbarer
Schwefel und nur in substéchiometrischen Mengen Cu vorhanden sind (Ferner
2001). Ihr aktives Zentrum ist deshalb mit der Cyanid-inaktivierten CO-
Dehydrogenase vergleichbar (Ferner 2001). Die inaktive rekombinante CO-
Dehydrogenase besitzt ebenfalls Nitrat-Reduktionsaktivitat. Diese Ergebnisse
sind vergleichbar mit den Ergebnissen, die mit Cyanid-inaktivierter CO-
Dehydroegnase erzielt wurden. Es ist ersichtlich, dass eine Korrelation zwischen
der Nitrat-Reduktionsaktivitat und der CO-Oxidationsaktivitdt nicht gegeben ist

und fir die Nitratreduktion kein intaktes katalytisches Zentrum notwendig ist.

3.6.4 Abhdngigkeit der Nitrat-Reduktionsaktivitat von der CO-

Oxidationsaktivitat

Um die Abhangigkeit der Nitrat-Reduktion von der CO-Oxidationsaktivitat genau
Zu untersuchen, wurden CO-Dehydrogenase-Praparationen aus 0.
carboxidovorans, die unterschiedliche CO-Oxidationsaktivitaten aufwiesen,
verwendet. Abb. 3-36 zeigt das Verhaltnis zwischen Nitrat-Reduktion und CO-
Oxidationsaktivitat. Die Nitrat-Reduktion ist wunabhdngig von der CO-
Oxidationsaktivitat.

Im Gegenwart von Methylviologen zeigten unterschiedliche CO-Dehydrogenasen,
z.B. die mit 6 oder 13 U Oxidationsaktivitat, eine fast gleiche Nitratreduktion.
Ebenso wies vollstandig inaktive rekombinante CO-Dehydrogenase deutliche
Nitrat-Reduktionsaktivitdt auf (Abb. 3-36A). Die Nitrat-Reduktion ist eine
Enzymreaktion, da in den Reaktionsansatzen, in denen kein Elektronen-
Donor/Enzym vorkamen oder die erhitzes Enzym enthielten, Nitritbildung nicht

nachgewiesen wurde (nicht dargestellt).



EXPERIMENTE und ERGEBNISSE 98

@

[e)]
—

NO> -Bildung

N

(nmol mg'1 min'l)
~

o

[e)]
H

1 min'l)

N

NO> -Bildung
_{

N

(nmol mg

13U 6U  0U 1

CO-Dehydrogenase-Aktivitat (U mg )

Abb. 3-36 Korrelation der Aktivitat der CO-Oxidation und der Nitrat-
Reduktion der CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans in
Anwesenheit von Dithionit-reduziertem Methylviologen (A)
oder CO (B) als Elektronen-Donor

Die CO-Dehydrogenase wurde aus CO-gewachsenen Kulturen der verschiedenen
Fermentationen aufgereinigt. Das inaktive Enzym (0 U) mit defektem aktivem Zentrum
ist die rekombinante CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans OM5-12/pJRDML. Die
CO-Oxidationsaktivitdat wurde im CO -> INT/MPMS-Test bestimmt (Kap. 2.5.1) und die
Nitrat-Reduktionsaktivitat in Anwesenheit von Dithionit-reduziertem Methylviologen (A)
oder CO (B) als Elektronen-Donor wurde durch die Messung der Nitrit-Bildung ermittelt
(Kap. 2.6.3). Die Werte sind die Mittel aus 2 parallelen Messungen mit ihren

Standardabweichungen.

Wenn Nitrat-Reduktion unter CO-Atmosphare stattfindet, dann kdnnen die
Elektronen aus der CO-Oxidation fur diese Nitrat-Reduktion nur Gber das intakte
katalytisch aktive Zentrum flieBen. Unter dieser Bedingung zeigte deshalb die
inaktive rekombinante CO-Dehydrogenase, die ein defektes aktives Zentrum
enthalt, keine Nitratreduktion. Die CO-Dehydrogenasen, die 6 und 13U CO-
Oxidationsaktivitat aufwiesen, zeigten Nitratreduktion, die mit der CO-

Oxidationsaktivitat korrelierte (Abb. 3-36B).
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4. Diskussion

Wie in dieser Arbeit gezeigt, beschrankt sich die Reduktionsaktivitat der CO-
Dehydrogenase nicht nur auf Nitrat, sondern sie ist auch in der Lage, Azid und
Nitrit zu reduzieren. Diese Fahigkeit besitzt nicht nur die CO-Dehydrogenase
des mesophilen Bakteriums O. carboxidovorans, sondern auch die des
thermophilen Bakteriums S. thermoautotrophicus. Die CO-Dehydrogenasen aus
beiden Bakterien synthetisieren aus Azid und Nitrit Ammonium und aus Nitrat
Nitrit. Die Reduktionseigenschaften der CO-Dehydrogenasen aus beiden
Organismen wurden naher charakterisiert und besonders der EinfluB von CO-
Strukturanalogen auf Reduktionsaktivitaten untersucht. Da sowohl die
Kristallstrukturen der aktiven als auch der gehemmten CO-Dehydrogenasen, wie
z.B. n-Butylisocyanid- und Cyanid-inhibierte Formen, vorliegen, sollte in dieser
Arbeit versucht werden, die Bindungs- und die Reduktionsstelle der drei neuen
Substrate am aktiven [CuSMo0O,]-Cluster aufzuklaren. Es wurde beobachtet, dass
die CO-Oxidationsaktivitat mit den Reduktionsaktivitdten von Azid (N5") und Nitrit
(NOy") korreliert, allerdings zeigte die Nitrat (NOs’)-Reduktionsaktivitédt keine

Korrelation mit der CO-Oxidationsaktivitat.

4.1 Azid-Reduktion

4.1.1 Einfluss von Azid auf die CO-Dehydrogenase

Azid ist neben Cyanid, Isocyanid und Acetylen ein alternatives Substrat der
mehrkernigen Nitrogenase, die Distickstoff zu Ammonium reduziert (Dilworth
1966, Rubinson et al. 1985, Li et al. 1982).

CO-Dehydrogenase, ein zweikerniges Molybdoenzym, wird jedoch durch Molekiile
mit Dreifachbindung, wie z.B. n-Butylisocyanid, Cyanid und Acetylen inaktiviert.
Im oxidierten Zustand wird n-Butylisocyanid am [CuSMoO,]-Cluster gebunden,
wobei das N-Atom des n-Butylisocyanids am Cu und das C-Atom am uS und an
der Hydroxygruppe des Mo koordiniert wird (Dobbek et al. 2002). In Gegenwart
von Cyanid werden der Sulfido-Ligand und das Kupferatom aus dem [CuSMoO,]-
Cluster entfernt (Dobbek et al. 2002). Ein anderes Molekiil, Acetylen, bildet
zusammen mit dem Mo, dem uyS und dem Hydroxy-O einen FlUnfring (Egerer
2003).
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Obwohl Azid strukturell auch als Dreifachbindung bezeichnet werden kann,
werden die CO-Dehydrogenasen aus O. carboxidovorans und S.
thermoautotrophicus durch Azid nicht gehemmt (Kap. 3.3, Abb. 3-5 und Abb. 3-
6). Eigentlich ist Azid bekannt als starker Inhibitor fir zahlreiche Kupfer-Proteine
und auch fur einkernige Molybdoenzyme. Wahrend der zyklischen Oxidation-
Reduktion der Kupfer-Proteine wird in Anwesenheit von Azid ein Azid-Cu(+II)-
Komplex gebildet. Das aktive Zentrum der CO-Dehydrogenase besteht aus dem
[CuSM00O;]-Cluster. Im oxidierten Zustand der CO-Dehydrogenase liegt
Molybdéan als Mo(+VI) vor und es kann zu Mo(+1V) reduziert werden. In der CO-
Dehydrogenase kommt das Kupfer unabhangig vom Redoxzustand des Enzyms
immer im reduzierten Zustand (Cu(+I)) vor (Dobbek et al. 2002). Das Kupfer-
Atom im [CuSMoO,]-Cluster unterscheidet sich in dieser Hinsicht vom Kupfer-
Atom der klassischen Kupfer-Proteine. Dies kdnnte einer der Griinde dafiir sein,
dass in Gegenwart von Azid die CO-Dehydrogenase nicht gehemmt wird.
Allerdings ist das Azidion linear und symmetrisch gebaut und es ist
isoelektronisch mit CO,, das die Folge der CO-Oxidation ist. Statt eines Inhibitors
wirkt Azid als alternatives Substrat flur die Reduktionsaktivitat der CO-

Dehydrogenase.

4.1.2 Katalyse der Reduktion von Azid zu Ammonium und

molekularen Distickstoff durch CO-Dehydrogenase

Azid hat keine Hemmwirkung auf die CO-Dehydrogenase, sondern fungiert ganz
im Gegenteil als Substrat, das zu Ammonium (NH;") und Distickstoff (N,)
reduziert wird. Die Stochiometrie der NH,*- und N,-Bildung wurde anhand von
limitierenden Azidkonzentrationen untersucht (Kap. 3.4.2, Tab. 3-3, Abb. 3-8).
Ein mol Azid bildet 0,99 (+ 0,04) mol NH4* und 1,01 (+ 0,04) mol N,. Daraus
folgt:

N3 _— NH3+ N2

Bedingung flr die Ammonium- und Stickstoffbildung ist aktive CO-
Dehydrogenase. In Abwesenheit einer der notwendigen Reaktionskomponenten
wurde weder die Bildung von Ammonium noch die Bildung von Stickstoff
beobachtet (Kap. 3.4.2 Abb. 3-8). Ein Enzym, das Azid reduzieren kann, ist die

Mo-haltige Nitrogenase.
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Diese katalysiert die Reduktion von N3 nach folgenden Gleichungen:

N3+ 2e + 3H ——> NH3+ N, (1)

N3+ 6e+ 7H' ——> N,oHs+ NHy  (2)

Ny+ 8¢ + 9H ——> NHj (3)
(Dilworth und Thorneley 1981)

Die Azid-Reduktion mit CO-Dehydrogenase stimmt mit Gleichung Nr.1 Uberein,
was die Folgerung erlaubt, dass zwei Elektronen flr die Reduktion von einem mol
Azid bendétigt werden. Der wesentliche Unterschied zwischen der Azid-Reduktion
durch CO-Dehydrogenase und der durch Nitrogenase ist, dass bei der
Nitrogenase Energie in Form von MgATP notwendig ist. Die CO-Dehydrogenase
fuhrt die Azid-Reduktion ohne MgATP durch und bendétigt keine Energie. Bei
niedrigerem pH-Wert (ca. 6,5) reduziert Nitrogenase das Azid zu Hydrazin und
Ammonium (Dilworth und Thornley 1981). Weiter entsteht wahrend der Azid-
Reduktion (Reaktion 3) als Zwischenprodukt Stickstoff, das wiederum sofort zu
Ammonium reduziert wird. Im Vergleich dazu reduziert CO-Dehydrogenase Azid
unabhangig vom pH-Wert immer zu Ammonium und molekularen Stickstoff. Der
Kn- und der Vi.x-Wert der Azid-Reduktion durch CO-Dehydrogenase ist mit dem
K- und dem V,.x«-Werte der Nitrogenase vergleichbar (Kap. 3.4.3, Abb. 3-9).
AuBer Nitrogenase ist CO-Dehydrogenase bislang das einzige Enzym, dass die
Fahigkeit besitzt, das in der Regel sehr toxisch auf andere Enzyme wirkende Azid
zum nichttoxischen NH4* zu reduzieren. Die zweikernige CO-Dehydrogenase, die
den [CuSMoO;]-Cluster im aktiven Zentrum enthalt, reduziert Azid wie die
Nitrogenase. Das aktive Zentrum der Nitrogenase besteht aus einem MoFe7S9-
Clusterkern und Homocitrat, welches als zweizahniger Ligand an das Mo-Zentrum
koordiniert ist. Der Kofaktor besteht aus einem Fe4S3- und einem MoFe3S3-
Clusterfragment, welche Uber drei Sulfid-Liganden miteinander verknUpft sind
(Abb. 4-2) (Howard und Rees 1996).
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Abb. 4-1 Struktur des FeMo-Kofaktors (M-Cluster) der Nitrogenase aus

Azotobacter vinelandii

Das Molybddn wird in magenta, Stickstoff in blau, Schwefel in griin, Eisen in gelb, und
Sauerstoff in rot markiert (aus Pickett et al. 2003).

CO-Dehydrogenase und Nitrogenase haben eine Gemeinsamkeit des aktiven
Zentrums, in dem die Verbindung Metall-Sufidoligand-Metall (CO-
Dehydrogenase: Cu-S-Mo; Nitrogenase: Fe-S-Mo oder Fe-S-Fe) vorkommt. Dies
kdnnte einer der Grinde daflir sein, dass die beiden Enzyme Azid reduzieren

konnen.

4.1.3 Azid-Reduktion durch CO-Dehydrogenase in Anwesenheit von
Wasserstoff

Wahrend der Azid-Reduktion, in der Dithionit als Elektronen-Donor verwendet
wird, bleibt die CO-Oxidationsaktivitat vollstandig erhalten (Kap. 3.4.1; Abb. 3-
6). Es besteht deshalb die Mdglichkeit, dass die Oxidations- und Reduktions-
aktivitdten simultan stattfinden, d.h. wahrend der Substrat-(CO oder H,)-
Oxidation gebildete Elektronen werden flir die Reduktion von Azid verwendet.

Dies kann geschehen:

Wenn (1) die CO-Dehydrogenase die Oxidation des Substrates und die Reduktion
des Azids in einem aktiven Zentrum gleichzeitig katalysieren kann und (2) dabei
keine Produkte gebildet werden, die die Aktivitdten beeintrachtigen. Es besteht
auch die Mdglichkeit, dass die Oxidation und Reduktion an unterschiedlichen
Stellen stattfindet.

In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass die CO-Dehydrogenase die Fahigkeit
besitzt, unter H,-Atmosphare Azid zu reduzieren (Kap. 3.4.4 Abb. 3-10). Die
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gereinigte CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans ist in vitro in der Lage,
wahrend der H,-Oxidation Elektronen zu bilden (Santiago 1990). Diese

Elektronen werden sehr wahrscheinlich weiter fiir die Azid-Reduktion verwendet.

Die Oxidation von H, ist abhangig von den Komponenten im aktiven Zentrum, die
auch zur CO-Oxidation notwendig sind. Es ist bekannt, dass Cyanid-behandelte
CO-Dehydrogenase sowohl die CO-Oxidation als auch die H,-Oxidationsaktivitat
verliert (Ferner 2001). Obwohl die Kristallstruktur nur indirekte Hinweise zur H,-
Bindung (Dobbek 2000) liefert, nimmt der Autor an, dass die CO und H,-
Oxidation am [CuSMo00O,]-Cluster stattfindet (Schema. 4-2).

Wahrend der Azid-Reduktion in Anwesenheit von H, war die CO-
Oxidationsaktivitat nicht beeintrachtigt (Kap. 3.4.4). Dies beweist, dass der
[CuSMo00,]-Cluster intakt blieb und dort keine eventuell gebildeten Hemmstoffe
gebunden wurden. Es kann angenommen werden, dass die CO-Dehydrogenase
simultan die Oxidation von H, und die Reduktion von Azid katalysieren kann
(Schema 4-1).

N3+ H

[CuSMo0,]

'
26 +2H'

NH5 + N,

Schema 4-1 Hypothetischer Mechanismus der Reduktion von Azid in

Gegenwart von H,

CO-Dehydrogenase oxidiert zunachst H, unter Bildung von Elektronen und Protonen. Die
gebildeten Elektronen reduzieren dann das Azid zu Ammonium und Stickstoff. In diesem
katalytischen Mechanismus finden madglicherweise die Oxidation von H; und die
Reduktion von Azid nacheinander statt.

Es ist erstmals gezeigt worden, dass die CO-Dehydrogenase in einem
Reaktionschritt mit zwei unterschiedlichen Substraten reagiert wobei ein Substrat
oxidiert (H,) und das andere (Azid) reduziert wird. Sehr wahrscheinlich findet

hier eine elektronische Koppelung zwischen zwei Substraten statt. Die
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Voraussetzung dafir ist eine aktive CO-Dehydrogenase, die durch H, reduziert

werden kann.

(—S S—/I\?O\ ) Ci{J —S(Cys) close state

SN T

”@ H—Cu )—S(Cys) open state

|| S
: S— MO / o~ CLSI)—S(Cys) half close state

o‘i

Abb. 4-2 Hypothetischer Reaktionsmechanismus fiir die heterolytische
H-Spaltung und -Oxidation (aus Dobbek 2000).

Wenn das Hydrid-Ion den p-Sulfido-Liganden am Cu(l) substituiert und damit den open
state des Clusters erzeugt, findet durch die Destabilisierung die Reduktion des Mo statt
und das erste Proton wird abgespalten. Das zweite Proton wird freigesetzt, wenn die
Bindung zwischen Cu und Sulfido-Ligand sich wieder bildet und dadurch das H,-
reduzierte aktive Zemtrum liefert (Dobbek 2000).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die CO-Dehydrogenase tatsachlich
gleichzeitig H, als oxidationsfahiges Substrat oxidiert und die dabei gewonnen
Elektronen flr die Reduktion anderer Substrat wie Azid nutzen kann. Dieser
Befund hat eine groBe Bedeutung, da CO als Hauptsubstrat der CO-
Dehydrogenase nicht als Elektronen-Donor fir die Azid-Reduktion fungieren

kann.
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Die Azid-Reduktion und die H,- bzw. CO-Oxidation kénnen an der gleichen oder
an unterschiedlichen Bindungsstelle(n) stattfinden. Dariber wird im weiteren

Kapitel diskutiert.

4.1.4 Inaktivierung der Oxidations- und Reduktionsaktivitat der CO-

Dehydrogenase in Gegenwart von Azid/CO

In Anwesenheit von CO konnte die CO-Dehydrogenase nur flUr sehr kurze Zeit
Azid reduzieren (Kap. 3.4.4, Abb. 3-10). Es konnte nachgewiesen werden, dass
die CO-Dehydrogenase durch Inkubation mit Azid und CO im Zeitraum von ca.
30 min vollsténdig inaktiviert wurde (Kap. 3.4.4, Abb. 3-11). Die genaue Ursache
fur die Inaktivierung der Azid-Reduktionsaktivitat und der CO-Oxidationsaktivitat
wurde geklart (Kap. 3.4.6, Abb. 3-15). Allerdings musste das CO vor der
Azidzugabe entfernt werden, damit die CO-Dehydrogenase nicht gleichzeitig mit
Azid und CO reagieren konnte. Erneute CO-Zugabe in den ReaktionsgefaBen
verursachte eine Inaktivierung (Kap. 3.4.6; Abb. 3-15). In der Kristallstruktur
der CO-reduzierten CO-Dehydrogenase konnte kein gebundenes CO im aktiven
Zentrum nachgewiesen werden (Dobbek et al. 2002). Es ist deshalb
wahrscheinlich mdoglich, das CO-reduzierte Enzym von CO zu befreien. Das

Enzym blieb im reduzierten Zustand, da es frei vom Elektronenakzeptor war.

Die Inaktivierung des Enzyms findet auch statt, wenn fiir die Azid-Reduktion
Dithionit als Elektronen-Donor dient aber trotzdem CO in der Umgebung
anwesend ist. Es ist bereits bekannt, dass bei gleichzeitiger Anwesenheit von CO
und Sauerstoff die CO-Dehydrogenase sehr rasch ihre Aktivitat verliert
(Oberfrank 1997, Gremer 2000). In Versuchen mit Azid bestand die Mdglichkeit,
dass sich in den Reaktionsansatzen Spuren von Sauerstoff befanden, die die CO-
Dehydrogenase zusammen mit CO inaktivierten. Kontrollansatze, in denen
Dithionit als Elektronen-Donor verwendet wurde oder in denen nur CO allein
zugegeben war, zeigten deutlich, dass die Ursache flir die Hemmung darauf
beruhte, dass Azid und CO gleichzeitig in der Umgebung von CO-Dehydrogenase
anwesend waren (Kap. 3.4.4; Abb. 3-12).

Offensichtlich reagiert das Azid zusammen mit CO im aktiven Zentrum des

Enzyms und bildet einen Komplex oder ein Produkt, welche die CO-
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Dehydrogenase-Aktivitdat hemmen. Isocyanato-Komplexe entstehen durch

Umsetzung von komplexen Metallaziden mit CO (Beck 1990, Kim et al. 2000).

Wird die oxidierte CO-Dehydrogenase durch Dithionit oder CO reduziert, kénnen
die entstehenden Elektronen fur die Azid-Reduktion verwendet werden. Bevor die
Azid-Reduktion stattfindet, muss das Azid im aktiven Zentrum gebunden werden,
wahrscheinlich am [CuSMoO,]-Cluster. Es besteht die Mdéglichkeit, dass wahrend
der Bindung des Azids das elektrophile C-Atom des CO angreift und zur Bildung
des Cyanat-Ions (NCO") fuhrt. Die verhaltnismaBig schwache N-N-Bindung der
+Azid moiety" (die Verbindung zwischen dem N-Atom in der Mitte und dem N-
Atom, das zum Metallatom koordiniert ist) verursacht die Umwandlung des N5
mit CO zum NCO" (Ziolo et al. 1972). Tatsachlich wurde die CO-Dehydrogenase
in Anwesenheit von Cyanat und Elektronen-Donoren wie z.B. H,, CO oder
Dithionit inaktiviert. Cyanat hat in Abwesenheit von Elektronen-Donoren keine
Wirkung auf die CO-Dehydrogenase (Kap. 3.4.6.3, Abb. 3-22).

Die Kristallstruktur der Azid/CO-inaktivierten CO-Dehydrogenase zeigt, dass der
M-Sulfido-Ligand und das Kupferatom im aktiven Zentrum fehlen (Kap. 3.4.6.1,
Abb. 3-17 und 3-18). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit dem der Cyanid-
behandelten CO-Dehydrogenase. Das Mo-(+V)-slow-ESR-Signal der Azid/CO-
inaktivierten CO-Dehydrogenase entsprach ebenfalls der Cyanid-inaktivierten
CO-Dehydrogenase (Kap. 3.4.6.2, Abb. 3-19). Angenommen, dass wie oben
erklart, NCO™ gebildet wird, musse es weiter zu Cyanid reduziert werden. Das so
gebildete Cyanid kann sehr leicht sowohl die p-Sulfido-Liganden als auch die Cu-
Atome aus dem aktiven Zentrum der CO-Dehydrogenase entfernen. Dieser

Reaktionen lassen sich wie folgt darstellen:

N3_+ CO _— NCO-+ N2
NCO +2e + 2H" ——> CN™+ H,O

Mo=S + CN” + H,0 ——> Mo=0 + SCN'+2e " +2H"
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Die biochemischen Untersuchungen zeigten, dass sich ca. 75% der Kupferatome
noch im Enzym befinden mussten (Kap. 3.4.6, Tabelle 3-4). Die Kristallstruktur-
und ESR-Untersuchungen zeigen jedoch eindeutig, dass im aktiven Zentrum der
Sulfido-Ligand und das Kupferatom fehlen. Die Frage, wo das Kupferatom

geblieben ist, kann zur Zeit noch nicht klar beantwortet werden.

4.1.5 Azid-Reduktionsaktivitat in Gegenwart von inaktiver CO-

Dehydrogenase

Es konnte gezeigt werden, dass fir die Azid-Reduktion eine CO-Dehydrogenase
mit intaktem [CuSMoO,]-Cluster unbedingt notwendig ist. Durch Cyanid-
Behandlung wurden cyanolysierbarer Schwefel und cyanolysierbares Kupfer aus
dem Enzym entfernt (Kap. 3.4.5.1; Abb. 3-13). Kiristallographische
Untersuchungen zeigen, dass nach Entfernung der Cu-Atome und der p-Sulfido-
Liganden vom zweikernigen aktiven Zentrum der Cyanid-behandelten CO-
Dehydrogenase nur das monokernige Zentrum mit drei O-Liganden ubrig blieb
(Einleitung, Abb. 1-4A) (Dobbek et al. 2002). Die inaktive CO-Dehydrogenase,
die aus rekombinantem O. carboxidovorans OM5-12/pJRDMSL isoliert wurde,
zeigte ebenfalls keine Azid-Reduktionsaktivitat. Dieses Enzym enthalt das gleiche
aktive Zentrum wie die Cyanid-gehemmte CO-Dehydrogenase und wurde als
L,MoOs; bezeichnet (Ferner 2001). Die CO-Dehydrogenase mit defektem
katalytischen Zentrum kann noch durch Dithionit reduziert werden. Die Zugabe
von Dithionit zu inaktiver rekombinanter CO-Dehydrogenase fiihrte genauso wie
beim aktiven Enzym zu einer Absorptionsabnahme im Bereich von 370 bis 650
nm (Ferner 2001). Theoreisch kénnte dieses Enzym eigentlich Azid reduzieren,
weil andere Kofaktoren (FAD, 2Fe-2S I, 2Fe-2S II) funktionsfahig geblieben
waren und die Elektronen weiter auf Azid Ubertragen werden konnten. Die
Vorausgesetzung daflr ist, dass flr die Azid-Reduktion kein intaktes [CuSMo0,]-
Cluster erforderlich ist. Der experimentelle Befund zeigte, dass die CO-
Dehydrogenase mit defektem [CuSMoO,]-Cluster nicht in der Lage ist, Azid zu
reduzieren. Dieses Ergebnis ist ein eindeutiger Hinweis, dass fur die Azid-
Reduktion die CO-Dehydrogenase mit einem intakten [CuSMoO,]-Cluster
ausgestattet sein muss. Es lasst den Schluss zu, dass Azid am [CuSMoO,]-

Cluster bindet und dort reduziert wird.
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Der genaue Ort der Azid-Reduktion im [CuSMoO,]-Cluster wurde weiter durch
n-Butylisocyanid-Inaktivierung geklart. In dieser Arbeit wurde nachgewiesen,
dass die CO-Dehydrogenase, die mit n-Butylisocyanid gehemmt war, keine Azid-
Reduktionsaktivitdt zeigte (Kap. 3.4.5.2, Abb. 3-14). Im Gegensatz zu der
Cyanid-inaktivierten = CO-Dehydrogenase blieb bei der n-Butylisocyanid-
inaktivierten CO-Dehydrogenase die Struktur des zweikernigen Zentrums, des
[CuSMo0O,]-Clusters intakt. Wahrend das C-Atom des n-Butylisocyanids am
M-Sulfido-Ligand und an der Hydroxygruppe des Mo gebunden wurde, band das
N-Atom des n-Butylisocyanids am Cu (Einleitung, Abb. 1-4B) (Dobbek et al.
2002).

Obwohl das Enzym einen vollstandigen [CuSMoO,]-Cluster enthalt, ist es
trotzdem nicht in der Lage, Azid zu reduzieren. Durch die Bindung des n-
Butylisocyanids andert sich die Struktur des [CuSMoO,]-aktiven Zentrums, z.B.
vergroBert sich der Abstand zwischen Mo und Cu von 3,74 A auf 5,07 A (Dobbek
et al. 2002). Die Inaktivierung ist irreversibel. Das Enzym zeigt keine Affinitat
mehr zu CO oder Azid. Es ist auffallend, dass unabhangig davon, ob der
[CuSMo00,]-Cluster aus dem Enzym entfernt oder inaktiviert wurde, die CO-
Oxidations- und Azid-Reduktiosaktivitaten fehlten. Daher ist die
Wahrscheinlichkeit sehr groB3, dass die beiden Aktivitdten am [CuSMoO,]-Cluster
an der gleichen Stelle stattfinden. Ein weiterer Hinweis darauf ist, dass die CO-
Dehydrogenase, die durch gleichzeitige Anwesenheit von Azid und CO inaktiviert
wurde, auch die oben genannten beiden Aktivitdten verlor (Kap. 3.4.6). Es ist
deshalb davon auszugehen, dass sowohl fiir die Azid-Reduktion als auch fiur die
CO-Oxidation eine CO-Dehydrogenase mit funktionsfahigem [CuSMoO,]-Cluster
unbedingt nétig ist.

Enzympraparationen, die unterschiedliche CO-Oxidationsaktivitét besitzen,
zeigen immer eine Korrelation zwischen den CO-Oxidations- und den Azid-

Reduktionsaktivitaten.

Die Ursache flir die unterschiedlichen CO-Oxidationsaktivitdten liegt daran, dass
die Enzympraparationen eine Mischung aus unterschiedlichen CO-
Dehydrogenase-Spezies enthalten, deren Bandbreite von voll funktionsfahig bis
hin zu komplett funktionsuntlichtig mit defektem [CuSMoO,]-Cluster reicht

(Ferner 2001, Gnida et al. 2003). Das voll aktive Enzym muss zwei mol Kupfer,
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zwei mol Schwefel und zwei mol Molybddn pro mol Enzym enthalten. In der
Regel enthalt das funktionsuntiichtige native Enzym den vollen Gehalt an
Molybdan und Schwefel, jedoch schwankt je nach Aktivitatsgrad der Cu-Anteil
stark. CO-Dehydrogenase, die kein Cu im aktiven Zentrum besitzt, kann weder
die CO-Oxidation noch die Azid-Reduktion durchfihren (Kap. 3.4.5.1; Abb. 3-
13). FiUr beide Aktivitaten ist der Cu-Gehalt im [CuSMoO,]-Cluster entscheidend.
Die beiden Aktivitaten erreichen ihr Maximum, wenn 2 mol Cu pro mol Enzym
vorhanden sind (Kap. 3.4.7, Abb. 3-24). CO-Dehydrogenase, die den vollen
stochiometrischen Gehalt an [CuSMoO,]-Cluster aufweist, zeigt fir die CO-
Dehydrogenase aus O. carboxidovorans 21.5 pmol min'* mg™ Oxidations- und 54
nmol min™' mg' Azid-Reduktionsaktivitidten. Der Vergleich beider Aktivitaten
zeigt deutlich, dass die bevorzugte Aktivitat der CO-Dehydrogenase die Oxidation
des Substrats (CO) und nicht die Reduktion des Substrats (N3°) ist. Setzt man die
Oxidationsaktivitat auf 100%, dann betragt die Reduktionsaktivitat etwa 0,26%.
Die CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus verhalt sich ahnlich, die
Reduktionsaktivitat ist etwa 0,41% der Oxidationsaktivitat.

Santiago und Meyer (1991) berichteten, dass die CO-Dehydrogenase aus O.
carboxidovorans in der Lage ist, H, zu bilden und die Wasserstoff-
bildungsaktivitat 0,4% der Oxidationsaktivitat betrug. Wasserstoffbildungs- und

in dieser Arbeit nachgewiesene Azid-Reduktionsaktivitat sind vergleichbar.
4.1.6 Reoxidation der reduzierten CO-Dehydrogenase durch Azid

Wahrend der Oxidation von CO wird das Enzym selbst durch CO reduziert; dabei
werden CO,, zwei Protonen und zwei Elektronen gebildet. Die Elektronen flieBen
Uber Fe-S-Zentren weiter zum FAD und anschlieBend gelangen sie an
Elektronenakzeptoren (Dobbek et al. 1999, Gremer 2000). In vivo werden die
gebildeten Elektronen (ber den membrangebundenen physiologischen
Elektronenakzeptor Cytochrom bss; in  die CO-insensitive Atmungskette

eingeschleust (Jacobitz und Meyer 1989, Meyer et al. 1990, Meyer et al. 1993c).

Durch CO reduzierte CO-Dehydrogenase bleibt nach Entfernung von CO in
Abwesenheit eines Elektronenakzeptors im reduzierten Zustand. In dieser Arbeit
(Kap.3.4.8) gelang es zu zeigen, dass unter Heliumatmosphdre die durch CO
reduzierte CO-Dehydrogenase in Gegenwart von Azid in der Lage war, wieder zu

oxidieren und die Elektronen auf Azid zu Ubertragen. Das Enzym war innerhalb
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von 1 h wieder fast vollstandig oxidiert (Kap. 3.4.8, Abb. 3-26A), wahrend das
Azid zu Ammonium reduziert wurde. Die Absorptionszunahme bei 450 nm zeigte
deutlich, dass FAD die Elektronen weiter auf Azid Ubertragen und sich somit
reoxidiert hat. Ohne Azid als Elektronenakzeptor (Kontrollansatz) blieb das
Enzym im reduzierten Zustand (Abb. 3-26B).

4.1.7 Hypothetischer Reaktionsmechanismus der Azid-Reduktion im
[CuSMo00,]-Cluster der CO-Dehydrogenase

Die CO-Dehydrogenase, das Schlisselenzym fiir die Umwandlung von CO zu CO,
ist auch in der Lage, sowohl die H,-Oxidation als auch die Bildung von H, zu
katalysieren. Interessanterweise wurde die Oxidation von CO und H, an der
gleichen Stelle, dem [CuSMo0O,]-Cluster katalysiert, der als aktives Zentrum der

CO-Dehydrogenase identifiziert wurde.

Die gesamten biochemischen Untersuchungen der Azid-Reduktion durch CO-
Dehydrogenase zeigten ebenfalls, dass die Azid-Reduktion am [CuSMoO,;]-
Cluster stattfindet. Die CO-Dehydrogenase mit defektem aktiven Zentrum, in
dem Sulfido-Ligand und Kupferatom durch Cyanidbehandlung entfernt wurden,
ist nicht in der Lage, Azid zu reduzieren. Ebenso konnte die n-Butylisocyanid-
gehemmte CO-Dehydrogenase, die einen intakten [CuSMoO,]-Cluster mit
gebundenem n-Butyisocyanid enthalt, Azid nicht reduzieren. Fir die Azid-
Reduktionsaktivitat ist eine aktive CO-Dehydrogenase mit intaktem [CuSMoO,]-
Cluster absolut notwendig. Dies spiegelt die Tatsache wieder, dass nur die CO-
Dehydrogenase, die CO-Oxidationsaktivitat besitzt, in der Lage ist, Azid zu
reduzieren. Diese Daten wurden durch Untersuchungen, die mit
Enzympraparationen unterschiedlicher CO-Dehydrogenase-Aktivitat durchgefihrt
wurden, gestitz. Die beiden Aktivitaten sind abhdngig vom Cu-Gehalt des
aktiven Zentrums (Kap. 3.4.7, Abb. 3-24).

Die CO-Dehydrogenase ist in der Lage, in Anwesenheit von H, Azid zu
reduzieren wahrend die CO-Oxidationsaktivitdt intakt bleibt. Die Hs-
Oxidationsstelle wurde bereits im [CuSMoO,]-Cluster modelliert (Dobbek 2000).
Dagegen hat das Enzym in Anwesenheit von CO und Azid die Oxidations- und
Reduktionsaktivitaten verloren. Vermutlich wurde hier Cyanat gebildet, das am
[CuSMo00,]-Cluster bindet und wieder zu Cyanid reduziert wird. Die Folge war,

dass das Enzym inaktiviert wurde. Die Kristallstruktur der Azid/CO-inaktivierten
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CO-Dehydrogenase zeigt, dass die p-Sulfido-Liganden und Cu-Atome aus dem
aktiven Zentrum fehlten (Kap. 3.4.6, Abb. 3-17, Abb. 3-18). Aus diesem Grund
wurde angenommen, dass die Azid-Reduktion am [CuSMoO,]-aktiven Zentrum
stattfinden muss (Abb. 4-3).
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Abb. 4-3 Der hypothetische Reaktionsmechanismus fiir die Azid-
Reduktion am [CuSMo00O,]-Cluster der CO-Dehydrogenase

Das Molybdan des [CuSMo0,]-Clusters werden zunachst durch Dithionit oder H, reduziert
(Mo(+VI) — Mo(1V)). Azid wird sehr wahrscheinlich am reduzierten [CuSMoO,]
gebunden. Wahrend der EinfiUhrung von drei Protonen wird dieser Azidkomplex instabil
und Ammonium und Distickstoff werden freigesetzt. Die Freisetzung von der Produkten
reoxidiert den [CuSMoO,]-Cluster (Mo(+I1V) —-Mo(VI)) (siehe Text).

Zunachst misste die Interaktion zwischen Metall-Kation (reduzierter Zustand der
CO-Dehydrogenase) und Azidanion erfolgen. Im reduzierten Zustand wird laut
Rontgenabsorptionsspektroskopie die Distanz zwischen den beiden Metallatomen
Mo(+IV) und Cu(I) von 3,70 A auf 4,23 A vergréBert (Gnida et al. 2003), bzw.
laut Kristallstruktur von 3,74 R auf 3,93 A (Dobbek et al. 2002). Unter diesem
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veranderten groBen Abstand kénnte es moglich sein, dass das Azidmolekll am
[CuSMo00O,]-Cluster andockt. Hier wird wahrscheinlich zuerst ein
Ubergangskomplex zwischen Cu(I) und Mo(+IV) durch Sulfido-Ligand und Mo-
Oxo-Gruppe gebildet. Azid ist ein vielseitiger Ligand (versatiler Ligand), der mit
den Ubergangsmetallatomen in unterschiedlichen Koordinationstypen gebunden
werden kann (Ruiz et al. 1998). Wahrend der Einfihrung von drei Protonen wird
dieser Azidkomplex instabil und die Produkte Ammonium und Distickstoff
werden freigesetzt (Schoéllhorn und Burris 1967). Bei dieser Reaktion wird die

reduzierte CO-Dehydrogenase wieder reoxidiert ((Mo(+IV) — Mo(+VI)).

4.2 Reduktion von Nitrit und Nitrat zu Ammonium durch die CO-

Dehydrogenase

Das aktive Zentrum der CO-Dehydrogenase, als [CuSMoO,] bezeichnet, stellt
sich als eine neue Familie der Molybdoenzyme vor (Gnida et al. 2003). Es ist
bewiesen, dass die CO-Dehydrogenase auBer der Azid-Reduktion weitere
reduktive Aktivitdten besitzt. So wurde Nitrit durch CO-Dehydrogenase in
Anwesenheit von Dithionit als Elektronen-Donor zu Ammonium reduziert. Frihere
Experimente hatten gezeigt, dass unter denitrifizierenden Bedingungen die CO-
Dehydrogenase Nitrat zu Nitrit reduzieren konnte (Frunzke and Meyer 1990). Der
Mechanismus der Nitrit- und Nitrat-Reduktion am [CuSMo0O,]-Cluster konnte wie
bei der Azid-Reduktion durch Inaktivierung der CO-Dehydrogenase geklart
werden. Cyanid-behandeltes Enzym, das den p-Sulfido-Ligand und das
Kupferatom aus dem [CuSMoO,]-Cluster verloren hatte, war nicht in der Lage,
Nitrit zu Ammonium zu reduzieren. Uberraschenderweise konnte dieses Enzym
aber mit defektem [CuSMoO,]-Cluster Nitrat zu Nitrit reduzieren. Die
unterschiedlichen Bindungs- und Reduktionsstellen zwischen Nitrit und Nitrat
konnten in dieser Arbeit durch biochemische Untersuchungen geklart werden. Die
Nitrit-Reduktion zeigte eine eindeutige Abhangigkeit vom [CuSMoO,]-Cluster. Im
Gegensatz dazu bendtigt die Nitrat-Reduktion kein intaktes [CuSMo0O,]-Cluster.
Die CO-Oxidationsaktivitat der CO-Dehydrogenase war durch Nitrit und Nitrat
nicht gehemmt (Kap. 3.3, Abb. 3-5).
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4.2.1 Reduktion von Nitrit zu Ammonium durch CO-Dehydrogenase

Das aktive Zentrum der CO-Dehydrogenase besteht aus einem bimetallischen
[CuSMo00,]-Cluster, das ein erstes Beispiel flir die Kombination aus zwei Metallen
in einer katalytischen Einheit ist (Gnida et al. 2003). Die Fahigkeit dieses Enzyms
Azid zu reduzieren, das eigentlich ein Inhibitor vieler Kupferenzymaktivitaten ist,
ist ein Beweis daflir, dass die Eigenschaften des [CuSMoO,]-Clusters der CO-
Dehydrogenase mit denen der Kupferproteine nicht Ubereinstimmt. In dieser
Arbeit konnte erstmal gezeigt werden, dass die CO-Dehydrogenasen aus
O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus Nitrit zu Ammonium mit der
Stéchiometrie 1:1 reduzieren (Kap. 3.5.2, Abb. 3-27). Die Ammoniumbildung

konnte nur in Gegenwart von Enzym, Dithionit und Nitrit stattfinden.

Die Nitrogenase, die als mehrkerniges Molybdoenzym bezeichnet wird, kann auch
Nitrit zu Ammonium katalysieren (Vaughn und Burgess 1989). Das Produkt der
Nitrit-Reduktion durch CO-Dehydrogenase (zweikerniges Molybdoenzym) und
durch Nitrogenase (mehrkerniges Molybdoenzym) ist allerdings unterschiedlich
zu dem der Xanthin-Oxidoreduktase, die zu den einkernigen Molybdoenzymen
gehdrt. Es gibt zahlreiche Untersuchungen Uber die Nitrit-Reduktionsaktivitat der
Xanthin-Oxidoreduktase (Harrison 2002). Dieses Enzym katalysiert die Reduktion
von Nitrit zu NO. Interessanterweise wurde das Enzym durch NO inaktiviert, was
deshalb als Selbstmord-Inaktivierung bezeichnet wurde (Godber et al. 2001).
Der Sulfido-Ligand, der zum Mo koordiniert, wurde durch NO entfernt, wodurch
die Xanthin-Oxidoreduktase sowohl ihre Nitrit-Reduktions- als auch Xanthin-
Oxidations-Aktivitaten verlor (Ichimori et al. 1999, Godber et al. 2001).

In klassischen Systemen wird Nitrit durch unterschiedliche Nitritreduktasen
entweder zu NO oder Ammonium reduziert. Die monomeren Multihdmenzyme
Cytochrom c Nitritreduktasen aus Sulfurospirillum deleyianum katalysieren die
Reduktion von Nitrit zu Ammonium. Dabei werden sechs Elektronen gebraucht
(Schumacher et al. 1991).

NO; + 6e + 8HF ——> NH "+ 2 H50

Die homodimeren cd1-Nitritreduktasen, die je Untereinheit Hdm c- und Ham d1-

Kofaktor tragen, katalysieren die Einelektronen-Reduktion von Nitrit zu
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Stickstoffmonoxid (Moir et al. 1993). Die gleiche Reaktion wird auch durch
kupferabhangige Enzyme katalysiert, die aus Homotrimeren aufgebaut sind und

je Untereinheit ein Typ I- und ein Typ II-Kupfer enthalten (Godden et al. 1991).

Obwohl weder die CO-Dehydrogenase noch die Nitrogenase zu den Hamenzymen
gehoéren, sind beide Enzyme in der Lage, die Reduktion von Nitrit zu Ammonium
zu katalysieren. Genauso reduziert auch Xanthin-Oxidoreduktase, die entweder
Kupfer oder Ham enthalt, Nitrit zu NO. Eigentlich sollte das Produkt der von der
CO-Dehydrogenase katalysierten Nitrit-Reduktion NO sein, wenn die CO-
Dehydrogenase in ihren Eigenschaften mit dem Kupferprotein oder der Xanthin-

Oxidase-Familie Ubereinstimmt.

Die durch CO-Dehydrogenase katalysierte ungewoéhnliche Nitrit-Reduktion kénnte
ein Hinweis daflr sein, dass die Funktionsweisse des [CuSMoO,]-Clusters nahe
zum mehrkernigen FeMoco-Nitrogenase liegt und nicht zu der Kupferzentrum-
oder einkernigen Xanthin-Oxidoreduktase gehdért. Allerdings ist das Nitogenase-
System komplexer, da es aus einem Fe-Protein (Dinitrogenase-Reduktase) und
einem MoFe-Protein (Dinitrogenase) besteht. Im MoFe-Protein kommen ein P-
Cluster und der FeMoco vor. Am MoFe-Protein findet die Substratreduktion statt.
Im Gegenzatz dazu ist in der CO-Dehydrogenase nur ein katalytisch aktives
Zentrum ,[CuSMo0O,]-Cluster® vorhanden. Die CO-Dehydrogenase und die
Nitrogenase haben noch eine gemeinsame Eigenschaft; beide Enzyme

katalysieren die Reduktion von Azid.

4.2.2 Reduktion von Nitrat durch CO-Dehydrogenase

Nitrat wurde durch CO-Dehydrogenase in Anwesenheit von reduziertem
Methylviologen als Elektronen-Donor zu Nitrit reduziert. Die allgemeinen
Reaktionsbedingungen fir die Nitrat-Reduktion, wie z.B. die pH-Abhangigkeit und
geeignete Elektronen-Donoren auBer NADH, sind vergleichbar mit der
klassischen Nitratreduktase. Die CO-Dehydrogenase ist nicht in der Lage, NADH
als Elektronen-Donor fir die Nitrat-Reduktion zu nutzen. Es wurde auch
nachgewiesen, dass die aktive CO-Dehydrogenase in Anwesenheit von H, oder
CO, die als Elektronen-Donor fungieren, Nitrat zu Nitrit reduziert (Kap. 3.6.1,
Abb.3-32).
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Die moglichen Reaktionen sind wie in der folgenden Gleichung beschrieben:

NO3_+ CO _— C02 + NOZ_
NO3_+ HZ —> NOZ_ + Hzo

NO3"+2e +2H" ——> NO, + H50

Die CO-Dehydrogenase zeigte allerdings eine sehr geringe Affinitat zu Nitrat; der
Kn-Wert mit 365 mM war sehr hoch (Kap. 3.6.2, Abb. 3-33). Eine ahnliche
Situation wurde bei der Xanthin-Oxidoreduktase beschrieben. Die einkernige
Xanthin-Oxidoreduktase ist auch in der Lage, in Anwesenheit von Xanthin oder
NADH Nitrat in Nitrit umzuwandeln (Doel et al. 2001, Godber et al. 2001, Li et al.
2003). Der hohe K,-Wert dieser nicht klassischen Nitratreduktase zeigte, dass
diese Reaktion keinerlei physiologische Bedeutung hat. Die Gemeinsamkeit des
Nitrat-Reduktionsverhaltens zwischen  CO-Dehydrogenase und Xanthin-
Oxidoreduktase beruht sehr wahrscheinlich nur auf dem Molybdéanzentrum. Die
Koordination des Molybdanzentrums der CO-Dehydrogenase und der Xanthin-
Oxidoreduktase unterscheiden sich in die Position der Oxo-Gruppe und des
cyanolisierbaren Schwefels. Der weitere entscheidende Unterschied ist, dass der
cyanolysierbare Schwefel der CO-Dehydrogenase neben der Bindung zum
Molybddn eine weitere kovalente Bindung mit dem Kupferatom ausbildet.
Anzunehmen ist, dass die Nitrat-Reduktionsaktivitdt nur ein Molybdanzentrum
bendtigt. Die beiden Enzyme enthalten MCD als Kofaktor anstatt MGD wie bei
den klassischen Nitratreduktasen. Dies kdnnte einer der Griinde daflir sein, dass
die Affinitat und die Nitrat-Reduktionsaktivitdt der CO-Dehydrogenase und
Xanthin-Oxidoreduktase sehr gering sind. Die Grundstruktur des Kofaktors der
Nitratreduktase ist in Eukaryoten Molybdopterin-Monononukleotid (MPT) und in
Prokaryoten Molybdopterin-Guanosin-Dinukleotid (MGD)(Romao et al. 2001).

4.2.3 Nitrit-Reduktionsaktivitat in Gegenwart von inaktiver CO-

Dehydrogenase

Durch Anwendung von Inhibitoren wie Cyanid ist es gelungen, die genaue
Reduktionsstelle der Nitrit-Reduktion zu lokalisieren. Nach der Cyanid-
Behandlung sind aus dem [CuSMoO,]-Cluster der Sulfido-Ligand und das

Kupferatom entfernt. Da die CO-Dehydrogenase nicht mehr in der Lage ist, Nitrit
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zu Ammonium zu reduzieren (Kap. 3.5.4.1), ist es anzunehmen, dass fur die
Nitrit-Reduktion ein intaktes [CuSMo00O,]-Cluster essentiell ist und hier auch die
Nitrit-Reduktion stattfindet. Es konnte auch gezeigt werden, dass das Enzym
ebenfalls die Nitrit-Reduktionsaktivitat verliert (Kap. 3.5.4.2), wenn der
[CuSMo0O,]-Cluster durch die Anwendung von n-Butylisocyanid inaktiviert wird.
Das n-Butylisocyanid bindet kovalent am [CuSMoO,]-Cluster (Dobbek et al.
2002) und deshalb war héchstwahrscheinlich nicht nur die Bindungsstelle fur das
Substrat Nitrit sondern auch die Bindungsstelle fiir das Substrat CO nicht mehr
zuganglich. Einen weiteren Beweis liefern unterschiedliche CO-Dehydrogenase-
Praparationen, die verschiedene Aktivitaten aufwiesen. Wie bereits erwahnt (Kap.
3.5.4.3), beruht die Ursache fir die Schwankungen der Enzymaktivitat auf die
Cu-Konzentration im Enzym. Die CO-Oxidationsaktivitat ist proportional zur Cu-
Konzentration. Das gleiche gilt auch flir die Nitrit-Reduktionsaktivitat. Ein
[CuSMo00,]-Cluster, das keinen stéchiometrischen Cu-Gehalt (2 mol Cu pro mol

Enzym) besitzt, zeigt immer einen Aktivitatsverlust.

4.2.4 Hyphothetische Interaktion der CO-Dehydrogenase mit Nitrit:

~Mechanistische Uberlegung"

Der Verlust der CO-Oxidationsaktivitat durch die Entfernung eines Teils des
[CuSMo00O,]-Clusters oder durch die Bindung der Substratanalogen zu CO im
[CuSMo00,]-Cluster resultiert ebenfalls im Verlust der Nitrit-Reduktionsaktivitat.
Die Reduktion von Nitrit zu Ammonium beansprucht offensichtlich die gleiche
Zusammensetzung des aktiven Zentrums, die auch zur CO-Oxidation bendtigt
wird. Vermutlich ist die Oxidationsstelle fir CO und die Reduktionsstelle fir Nitrit
und Azid gleich oder sehr nahe beieinander. Der Unterschied zwischen Nitrit- und
Azid-Reduktion liegt nur am Elektronenbedarf. Fir die Nitrit-Reduktion werden

sechs und fir die Azid-Reduktion nur zwei Elektronen benétigt.

Enzyme wie die assimilatorische Nitritreduktase, die Siroham enthalt oder wie die
dissimilatorische Multiham-Cytochrom-c-Nitritreduktase, bendtigen auch flr die
Reduktion des Nitrits zu Ammonium 6 Elektronen. W&hrend dieses Prozesses
entstehen keine Ubergangsprodukte wie NO oder Hydroxylamin (Einsle et al.
2002).

Das NO,  kann an Metall auf zwei verschiedene Arten binden: N-gebundene

Nitro-Form and O-gebundene Nitrito-Form (Burmeister 1968). Bei der
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dissimilatorischen Multiham-Cytochrom-c-Nitritreduktase wurde modelliert, dass
Nitrit im Fell als N-gebundene Nitro-Form vorkommt (Einsle et al. 2002). Eine
Serie von Reduktionen und Protonationen muss passieren. Bei der Nitrit-
Reduktion durch CO-Dehydrogenase ist es vorstellbar, dass an das Kupfer-Atom
das NO, bindet, da in der CO-Dehydrogenase ohne Cu keine Nitrit-Reduktion
stattfindet. Vermutlich bindet NO,™ in Nitro-Form an das Kupfer-Atom und wird
dabei eines der O-Atom zum Sulfido-Liganden und zur aquatorialen Oxo-Gruppe
des Molybdan-Zentrums koordinieren. Da in einem Redox-Zyklus vom
[CuSMo00O,]-Cluster nur zwei Elektronen produziert werden kdnnen, sind
mindestens drei Zyklen nétigt. Um ein solches Phanomen zu erklaren, mussten
kristallographische Untersuchungen wahrend ,des turnovers™ der Nitrit-Reduktion

aufgestellt werden.
4.2.5 Unabhdngigkeit der Nitrat-Reduktion vom [CuSMo0O,]-Cluster

Fir die CO-Dehydrogenase ist flir die Oxidation von CO sowie flir die Reduktion
von Azid und Nitrit eine intaktes [CuSMoO,]-Cluster essentiell. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass fiur die Nitrat-Reduktion das intakte [CuSMoO;]-

Cluster nur eine geringe Rolle spielt.

Durch die Inaktivierung der CO-Dehydrogenase mit Cyanid kann man Sulfido-
Ligand und Cu-Atom aus dem [CuSMoO,]-Cluster entfernen (Dobbek et al.
2002). Dies fiihrt zum Verlust der CO-Oxidationsaktivitat und ist sowohl begleitet
vom Verlust der Azid-Reduktion (Kap. 3.4.5.1) als auch der Nitrit-Reduktion
(Kap. 3.5.4.1). Allerdings war durch die Entfernung von Sulfido-Ligand und Cu-

Atom die Nitrat-Reduktionsaktivitat lediglich um etw 40% vermindert.

NO3
IVIVred
NO-
MV, Oz +H,0
Schema 4-2 Hypothetischer Mechanismus der Reduktion von Nitrat

durch CO-Dehydrogenase mit defektem aktivem
Zentrum in Anwesenheit von Dithionit-reduziertem
Methylviologen als Elektronen-Donor
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Unabhéngig davon, ob das Enzym ein funktionsuntichtiges [CuSMoO,]-Cluster
enthdlt oder ob der p-Sulfido-Ligand und das Kupferatom durch Cyanid-
Behandlung entfernt sind, ist die Nitrat-Reduktionsaktivitdt stets vorhanden
(Schema 4-2). Anscheinend ist Cu fir die Nitrat-Reduktion nicht notwendig.
Diese Annahme wurde durch Experimente mit unterschiedlichen CO-
Dehydrogenasen, z.B. aus O. carboxidovorans OM5-12/pJRDMSL bestatigt.
Dieses Enzym enthalt das aktive Zentrum mit drei Oxo-Liganden am Molybdan
und einer fehlenden Kupfer-Modifikation am Cystein®®® (Ferner 2001). Deshalb ist
diese Struktur vergleichbar mit der Struktur des aktiven Zentrums einer in vitro
durch Cyanid inaktivierten CO-Dehydrogenase. Im rekombinanten Enzym kénnen
somit keine Elektronen aus der CO-Oxidation auf die Kofaktoren Ubertragen und
diese reduziert werden (Ferner 2001). Diese Enzympraparationen zeigten auch
Nitrat-Reduktionsaktivitaten. Dies ist ein eindeutiger Beweis, dass der intakte
[CuSMo0O,]-Cluster fiur diese Aktivitat keine wichtige Rolle spielt.

Die inaktive CO-Dehydrogenase konnte weder mit CO noch mit H, reduziert
werden (Kap. 3.6.4, Abb. 3-35A). Deshalb konnte das inaktive Enzym in
Anwesenheit von entweder CO oder H, die Nitrat-Reduktion nicht katalysieren.
Die Nitrat-Reduktion durch inaktive CO-Dehydrogenase erfolgte nur mit dem
durch Dithionit reduzierten Methylviologen als Elektronen-Donor. Die inaktive
CO-Dehydrogenase, die FAD und [2Fe2S]- und das Molybdan-Zentrum enthalt,
kann noch durch Dithionit voll reduziert werden (Kap. 3.6.4, Abb. 3-35B). Daher
korreliert die Nitrat-Reduktionsaktivitat nicht mit der CO-Dehydrogenase-
Aktivitat (Kap. 3.6.4, Abb. 3-36A).

Auf Grund der Fahigkeit intaktes FAD, [2Fe2S] I und II und das
Molybdanzentrum durch Dithionit reduzieren zu kénnen, ist es mdglich, dass die
einkernige, inaktive CO-Dehydrogenase die Nitrat-Reduktion katalysieren kann.
Die ca. 40% geringere Aktivitat beruht sehr wahrscheinlich auf dem
Elektronenfluss. Es ist deshalb angenommen worden, dass die Bindung und die

Reduktion von Nitrat nicht am Cu-Atom stattfinden.

In intakter CO-Dehydrogenase ist die Nitrat-Reduktionsaktivitat mit CO-
Oxidationsaktivitat nur unter den Bedingungen korreliert, wenn die Reaktion in
Anwesenheit von CO (Kap. 3.6.4, Abb. 3-36B) und/oder auch in Anwesenheit von

H, stattfindet. Dies ist erklarbar, weil unter diesen Bedingungen die Elektronen
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fir die Nitrat-Reduktion nur wahrend der CO-oder H,-Oxidation entstehen.
Deshalb kann nur eine aktive CO-Dehydrogenase unter diesen Bedingungen die

Nitrat-Reduktion mit CO und H, als Elektronen-Donoren katalysieren.
4.2.6 Hypothese der Nitrat-Reduktion durch CO-Dehydrogenase

Die CO-Dehydrogenase katalysiert in Anwesenheit von reduziertem
Methylviologen die Reduktion von Nitrat zu Nitrit. Ein intakter zweikerniger
[CuSMo00,]-Cluster der CO-Dehydrogenase ist fiir die Nitrat-Reduktionsaktivitat
nicht notwendig, weil die inaktive, einkernige CO-Dehydrogenase Nitrat zu Nitrit

katalysieren kann.

Durch die Reduktion der aktiven CO-Dehydrogenase mit Dithionit, CO oder H,
dndern sich die Absténde der Atome im aktiven Zentrum. Eine weitere Anderung
ist die aquatoriale Oxogruppe des Molybdans zur Hydroxygruppe (Gnida et al.
2003). Bei der Reduktion von Nitrat zu Nitrit kann man erwarten, dass diese
durch die nukleophilische Ersetzung der OH-Gruppe eingeleitet werden kénnte.
Durch die Bindung des Nitrats am reduzierten Mo entsteht eine schwache N-O

Bindung, wodurch die Freisetzung vom Nitrit (als Produkt) erleichtert wird.

Es gibt noch keine Daten dariber, ob in der inaktiven CO-Dehydrogenase die
aquatoriale Oxo-Gruppe des Molybddns durch Reduktion mit Dithionit zu
Hydroxygruppe verandert ist. In diesem Fall kénnte die inaktive, einkernige CO-
Dehydrogenase die Reduktion von Nitrat zu Nitrit katalysieren. Wahrscheinlich ist
der Nitrat-Reduktionsmechanismus &hnlich wie bei dem einkernigen
Molybdoenzym Xanthin-Oxidoreduktase. Es ist nachgewisen, dass die Xanthin-

Oxidationsaktivitat wahrend der Nitrat-Reduktion vollstandig erhalten bleibt.

Wenn die Nitrat-Reduktion durch nukleophile Ersetzung der SH-Gruppe vom
reduzierten Molybddn-Zentrum katalysiert wiirde, hatte dies eine Inaktivierung
des Enzyms zur Folge (Godber et al. 2001). Die Fahigkeit des fehlenden Sulfido-
Liganden am katalytischen Zentrum der inaktiven CO-Dehydrogenase Nitrat zu
reduzieren zeigt, dass die nukleophile Ersetzung des Sulfido-Liganden
ausgeschlossen ist. Abb. 4-4 zeigt die mogliche Nitrat-Reduktion durch CO-

Dehydrogenase.
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Abb. 4-4 Hypothetischer Mechanismus der Interaktion von Nitrat am

Molybdanatom der CO-Dehydrogenase

Die CO-Dehydrogenase wird durch Dithionit plus Methylviologen reduziert (Mo(+VI)
—Mo(IV)). Nitrat wird mdglicherweise direkt an das reduzierte Molybdan-Zentrum
koordiniert. Dies kdénnte durch die nukleophilische Ersetzung der OH-Gruppe eingeleitet
werden. Dadurch entsteht eine schwache N-O Bindung und die Freisetzung von Nitrit
(als Produkt) wird erleichtert. Die Freisetzung von Nitrit reoxidiert das Molybdanzentrum
(Mo(+1V) -»Mo(VI)).

4.3 Die katalytisch kompetente CO-Oxidations- und Azid-, Nitrit-
und Nitrat-Reduktionsaktivitat der CO-Dehydrogenase aus
S. thermoautotrophicus

Bislang ist die CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans die am besten
charakterisierte und untersuchte der carboxidotrophen Bakterien. Die Daten der

biochemischen Untersuchungen der CO-Dehydrogenase aus
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S. thermoautotrophicus wurden deshalb mit der CO-Dehydrogenase aus

O. carboxidovorans verglichen.

Die CO-Dehydrogenase aus dem Gram-positiven, thermophilen, CO-autotrophen
Bakterium S. thermoautotrophicus ist ein Dimer-Heterotrimer (LMS),, das etwa
280 kDa Molekularmasse hat. Die N-Termini der M- und S-Untereinheit zeigen
Homologien zu anderen CO-Dehydrogenasen carboxidotropher Bakterien, sowie
zu weiteren Proteinen der Molybdan-Hydroxylase-Familie (Heck, 2000). Es wurde
nachgewiesen, dass die katalytischen Eigenschaften der CO-Dehydrogenase aus
S. thermoautotrophicus keine groBen Unterschiede zur CO-Dehydrogenase aus
den Gram-negativen, mesophilen und heterotropen Bakterium
O. carboxidovorans aufweisen. AuBer bei Selen ist der Metallgehalt des Enzyms
aus S. thermoautotrophicus (Tab. 3-7) ahnlich dem bei O. carboxidovorans. Die
Verhaltnisse FAD : Fe : Mo : Cu lagen nahezu bei 2 : 8 : 2 : 2 mol per mol
Enzym. Es ist deshalb vorstellbar, dass CO-Dehydrogenase aus
S. thermoautotrophicus ahnliche katalytische Eigenschaften der Azid-, Nitrit- und

Nitrat-Reduktion zeigt, wie die CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans.

Im Vergleich zu der maximalen spezifischen Aktivitat der CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans ist die maximale spezifische Aktivitat der CO-Dehydrogenase
aus S. thermoautotrophicus etwas geringer. Eine Enzympraparation mit ca.
11,5 U spezifischer Aktivitat konnte aber durch CO vollstandig reduziert werden.
Die UV/vis- und ESR-Spektren ahneln den Spektren der CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans, die eine spezifische Aktivitat von 21,5 U aufwies (Kap. 3.4.7,
Abb. 3-23B, Abb. 3-25). Die CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus
enthalt trotz etwas geringerer spezifischer Aktivitat die vollstandige Kupfer- und

Molybddnkonzentration.

Durch Cyanid-Behandlung wurde das Enzym aus S. thermoautotrophicus
inaktiviert; dabei konnte cyanolisierbarer Schwefel und cyanolisierbares Kupfer
nachgewiesen werden (Kap. 3.4.5.1). Eine weitere Ahnlichkeit ist die
Inaktivierung des Enzyms durch n-Butylisocyanid. Die CO-Dehydrogenase aus
S. thermoautotrophicus wurde auch durch geringe Konzentrationen von n-
Butylisocyanid gehemmt (Kap. 3.4.5.2). Das gehemmte Enzym zeigte keine
Azid-Reduktionsaktivitat. Es wurde deshalb angenommen, dass die katalytische

Kompetenz der CO-Oxidation auch wichtig fir die Azid-Reduktion ist.
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Enzympraparationen der CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus stellten
ebenso wie bei O. carboxidovorans eine Mischung aus unterschiedlichen Spezies
dar. Solches Verhalten wird haufig auch in anderen einkernige Molybdo-
Enzymen wie z.B. Xanthin-Oxidoreduktase, beschrieben (Bray 1975). Jedoch ist
die Ursache daflr unterschiedlich. Bei der Xanthin-Oxidoreduktase ist die
Anwesenheit des Sulfido-Liganden der entscheidende Faktor. Fir CO-
Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus ist das Cu-Atom ausschlaggebend.
In der Enzymspraparation mit geringeren CO-Dehydrogenase-Aktiviaten (2 U)
kamen oft der cyanolysierbare Schwefel (1,7 mol per mol Enzym), bzw. die
Sulfido-Liganden in héheren Konzentrationen vor. Sie waren mit denen des voll
aktiven Enzyms vergleichbar. Jedoch fiel der Kupfergehalt geringer aus (0,8 mol
per mol Enzym) als im aktiven Enzym (Kap. 3.4.7). Der Kupfergehalt des
Enzyms steht in Korrelation mit der CO-Oxidation und der Azid- und Nitrit-
Reduktion. Diese Eigenschaft ist vergleichbar mit der der CO-Dehydrogenase aus
O. carboxidovorans (Kap. 3.4.7 und 3.5.4.3).

Aus den physiologischen und biochemischen Untersuchungen u.a. der Struktur
der Untereinheiten, des Metallgehalts, des cyanolysierbaren Schwefels, der
Reaktionen mit n-Butylisocyanid und Cyanid, der CO-Oxidation und der Azid-,
Nitrit- und Nitrat-Reduktion, ist deutlich geworden, dass die beiden CO-
Dehydrogenasen aus O. carboxidovorans und S. thermoautotrophicus sehr
ahnlich und vergleichbar sind. Aus diesem Grund ist es berechtigt zu sagen, dass
hoéchst wahrscheinlich das katalytische Zentrum der beiden CO-Dehydrogenasen

identisch ist.
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Zusammenfassung

Es wurde in dieser Arbeit entdeckt, dass die aerobe CO-Dehydrogenase in
der Lage ist, alternative Substrate wie Azid, Nitrit und Nitrat zu reduzieren.
CO-Dehydrogenase aus Oligotropha carboxidovorans und Streptomyces
thermoautotrophicus fuhren die Reduktionsreaktion wie folgt durch:
2 Azid wird zu Ammonium und molekularem Distickstoff reduziert.
N3-+2e-+3H+—> NHs + N>
2 Nitrit wird zu Ammonium reduziert.
NOZ- +6e +7H" > NHs + 2H20
2 Nitrat wird zu Nitrit reduziert.
NO3- + 2H+ + 2e > NOZ- + Hzo
Das katalytische [CuSMoO,]-Zentrum der CO-Dehydrogenase st

verantwortlich fir die Reduktion von Azid und Nitrit. Ohne einem aktiven

katalytischen-Zentrum findet die Reduktion von Azid und Nitrit nicht statt.

Die CO-Dehydrogenase katalysiert gleichzeitig die H,-Oxidation und die
Azid-Reduktion. Die wahrend der H,-Oxidation entstehenden Elektronen

werden fir die Azid-Reduktion verwendet.

=) Hz + N3- + H+ — NH3 + Nz

Oxidation und Reduktion finden mit groBter Wahrscheinlichkeit am
katalytisch aktiven [CuSMo0O,]-Cluster der CO-Dehydrogenase statt.

Die gleichzeitige Anwesenheit von CO und Azid hemmt die CO-Oxidations-
und Azid-Reduktionsaktivitat.

Die Kristallstruktur zeigt, dass in Gegenwart von CO und Azid aus dem
[CuSMo002]-Cluster das Cu-Atom und der Sulfidoligand entfernt sind.

Die Nitrat-Reduktion der CO-Dehydrogenase ist unabhangig vom katalytisch
aktiven [CuSMo0O,]-Cluster.
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Die CO-Dehydrogenase aus S. thermoautotrophicus zeigt &hnliche

Oxidations- und Reduktionsaktivitaten.

Die CO-Dehydrogenase aus dem thermophilen, Gram-positiven Bakterium
S. thermoautotrophicus reagiert sehr dahnlich wie die CO-Dehydrogenase

aus dem mesophilen, Gram-neagtiven Bakterium O. carboxidovorans.
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Summary

In this work it has been discovered that the aerobic CO dehydrogenase is
able to reduce alternative substrates such as azide, nitrite and nitrate. CO
dehydrogenases from Oligotropha carboxidovorans and Streptomyces
thermoautotrophicus reduce the above mentioned substrates according to

following equations:

2 Azide was reduced to ammonium and molecular dinitrogen (N,):

N3-+2e-+3H+—) NHs; + N,

2 Nitrite was reduced to ammonium

NO, +6e +7H" — NH;3+ 2H,0

< Nitrate was reduced to nitrite:

NO3- + 2H" + 2e" > NOZ- + Hzo

The catalytic active site [CuSMo00O,]-cluster present in CO dehydrogenase is
responsible for the reduction of azide and nitrite. Azide and nitrite reduction
did not take place without an active catalytic cluster. The reduction of azide

and nitrite are closely correlated to the oxidation of CO.

CO dehydrogenase catalyses simultaneously the oxidation of H, and the
reduction of azide. The electrons liberated during H, oxidation were used to

reduce azide.

> H2+N3_+H+ - NH3+N2

Oxidation and reduction activities most probably take place at the active

site of the [CuSMo0O,]-cluster of CO dehydrogenase.

The presence of CO and azide together causes inhibition of the CO

oxidation and azide reduction completely.

The crystal structure reveals that in the presence of CO and azide the Cu-

atom and sulfido ligand are removed from the [CuSMo0O,]-cluster.
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< Nitrate reduction is not dependent on the [CuSMoO,]-cluster. In the
absence of [CuSMoO,]-cluster or in the case of damaged [CuSMo0O,]-cluster

nitrate was reduced to ammonium.

< Die CO dehydrogenase from S. thermoautotrophicus shows similar oxidation

and reduction activities.

& CO dehydrogenase from the thermophilic, gram positive bacterium
S. thermoautotrophicus is very similar to CO dehydrogenase from the

mesohilic gram negative bacterium O. carboxidovorans.
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