
Phylogenie, Funktion und Struktur
radikalischer Menachinon-

Methyltransferasen

Vom Fachbereich Biologie
der Technischen Universität Darmstadt

zur Erlangung des Grades
Doctor rerum naturalium

(Dr.rer.nat.)

genehmigte Dissertation von Dennis Wilkens

Erstgutachter: Prof. Dr. Jörg Simon
Zweitgutachter: PD Dr. Arnulf Kletzin

Darmstadt 2024



Wilkens, Dennis: Phylogenie, Funktion und Struktur radikalischer Menachinon-Methyltransferasen
Darmstadt, Technische Universität Darmstadt
Jahr der Veröffentlichung der Dissertation auf TUprints: 2024
URN: urn:nbn:de:tuda-tuprints-269635
Tag der mündlichen Prüfung: 22.03.2024
Veröffentlicht unter CC BY-NC 4.0 International
https://creativecommons.org/licenses/







Inhaltsverzeichnis

1 Zusammenfassung 1

2 Einleitung 5
2.1 Isoprenoide und isoprenoide Chinone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
2.2 Menachinon und Methylmenachinon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
2.3 Rolle von Methylmenachinon in Wolinella succinogenes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
2.4 Menachinon-Biosynthese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
2.5 Klassischer Menachinon-Biosyntheseweg . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
2.6 Futalosin-Biosyntheseweg . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.7 Biosynthese der Isoprenoid-Seitenkette . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
2.8 Radikalische S-Adenosylmethionin (SAM)-Superfamilie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
2.9 Klassen der radikalischen SAM-Methyltransferasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.10 Menachinon-Methyltransferasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

3 Ziele der Arbeit 17

4 Material & Methoden 19
4.1 Chemikalien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
4.2 Mikroorganismen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
4.3 Plasmide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
4.4 Oligonukleotide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
4.5 Sonstige Materialien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
4.6 Medien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
4.7 Puffer und Lösungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
4.8 Mikrobiologische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

4.8.1 Kultivierung von E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
4.9 Molekularbiologische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

4.9.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
4.9.2 Agarose-Gelelektrophorese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
4.9.3 Isolierung von DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
4.9.4 Sequenzierung von DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
4.9.5 Circular Polymerase Extension Cloning (CPEC) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
4.9.6 Ortsgerichtete Mutagenese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
4.9.7 Herstellung und Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Zellen . . . . . . . . 31
4.9.8 Heterologe Genexpression in E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
4.9.9 Konstruktion von E. coli Mutanten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32

4.10 Biochemische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
4.10.1 Reinigung heterolog produzierter Proteine aus E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

Seite I



Inhaltsverzeichnis

4.10.2 Proteinbestimmung nach Bradford . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
4.10.3 Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) . . . . . . . . 35
4.10.4 Western-Blot . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
4.10.5 Blaue Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
4.10.6 Größenausschluss-Chromatographie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
4.10.7 Protein Thermal Shift Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
4.10.8 MTAN Aktivitätsassay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
4.10.9 Rekonstitution des Eisen-Schwefel-Clusters von MenK . . . . . . . . . . . . . . . . 37
4.10.10Aktivitätsassay von MenK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
4.10.11Chinon-Extraktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
4.10.12Chinon-Analyse mittels HPLC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
4.10.13NMR-Analyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
4.10.14Massenspektrometrie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38

4.11 Bioinformatische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
4.11.1 Sequenz-basierte Datenbanksuche . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
4.11.2 Sequenz-basierte Clusteranalyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
4.11.3 Sequenzalignments und phylogenetische Stammbäume . . . . . . . . . . . . . . . . 39
4.11.4 Korrelationsanalyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
4.11.5 Proteinstrukturvorhersage . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40

5 Ergebnisse 41
5.1 Bioinformatische Analyse von MenK/MqnK/MenK2-Sequenzen . . . . . . . . . . . . . . . 41

5.1.1 Clusteranalyse von CPDH-ähnlichen rSAM-Enzymen . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
5.1.2 Charakterisierung des MenK/MqnK/MenK2 Clusters . . . . . . . . . . . . . . . . 45
5.1.3 Identifizierung von Motiven in Sequenzen von MenK/MqnK/MenK2-Cluster-Enzymen 45

5.2 Vorkommen und Funktion von MenK/MqnK/MenK2 in Bakterien und Archaea . . . . . . 47
5.2.1 Taxonomische Analyse von MqnK/MenK/MenK2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
5.2.2 Korrelationsanalyse zwischen respiratorischen Oxidoreduktasen und Menachinon-

Derivaten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
5.3 Heterologe Produktion von MenK/MqnK/MenK2-Enzymen . . . . . . . . . . . . . . . . . 55

5.3.1 Heterologe Produktion von MenK/MqnK/MenK2-Enzymen in E coli . . . . . . . . 55
5.3.2 MMK- und DMMK-Synthese durch MenK und MenK2 ausCollinsella tanakaei . . 56
5.3.3 MenK im syntrophem Mikroorganismus Syntrophus aciditrophicus . . . . . . . . . 62
5.3.4 Produktion von DMK-Derivaten in E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63
5.3.5 Steigerung der MK-Produktion durch Inaktivierung des UQ-Biosynthesewegs . . . 65

5.4 Präparation und Charakterisierung von MenK/MqnK/MenK2-Enzymen . . . . . . . . . 67
5.4.1 Aufreinigung von AeMenK, AeMenK2, CtMenK, CtMenK2 und WsMqnK . . . . . 67
5.4.2 Massenbestimmung von CtMenK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70
5.4.3 Proteinstabilität von MenK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72
5.4.4 MenK-Enzymassay mit CtMenK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
5.4.5 Inhibition von CtMenK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81
5.4.6 Substratspektrum von CtMenK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83

5.5 Strukturvorhersage und -analyse von MenK und MenK2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84
5.5.1 Primär- und Sekundärstruktur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84
5.5.2 Strukturanalyse mittels AlphaFold . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87
5.5.3 Aufbau des katalytischen Zentrums . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92

Seite II



Inhaltsverzeichnis

6 Diskussion 95
6.1 Phylogenie von MenK/MqnK/MenK2-Enzymen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 95
6.2 Rolle von MMK in mikrobiellen Elektronentransportketten . . . . . . . . . . . . . . . . . 97

6.2.1 MMK-assoziierte Elektronendonor-Oxidoreduktasen . . . . . . . . . . . . . . . . . 97
6.2.2 MMK-assoziierte Elektronenakzeptor-Oxidoreduktasen . . . . . . . . . . . . . . . . 98
6.2.3 Syntrophe CO2-Reduktion gekoppelt an Fettsäureoxidation in Syntro-

phus aciditrophicus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 101
6.2.4 Die Rolle von 7,8-DMMK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102
6.2.5 Menachinone: mehr als nur ein Redoxmediator . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103

6.3 Struktur, Funktion und Reaktionsmechanismus von MenK/MqnK/MenK2 . . . . . . . . . 104
6.3.1 Primärstruktur von MenK/MqnK/MenK2-Enzymen . . . . . . . . . . . . . . . . . 104
6.3.2 Membranlokalisation von MenK/MqnK/MenK2 und MK . . . . . . . . . . . . . . 105
6.3.3 Interaktion zwischen MenK/MqnK/MenK2 und MK . . . . . . . . . . . . . . . . . 106
6.3.4 Intialreaktion der radikalischen SAM-Domäne . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107
6.3.5 Reaktionsmechanismus der Klasse C RSMTs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108
6.3.6 Inhibierung von MenK/MqnK/MenK2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 110

6.4 Biotechnologische Anwendungsmöglichkeiten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111
6.4.1 Chinonproduktion in E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111
6.4.2 Heterologe Produktion von MenK/MqnK/MenK2 in E. coli . . . . . . . . . . . . . 113

Schlussfolgerungen und Ausblick 114

Literaturverzeichnis 116

Anhang 139

Abkürzungsverzeichnis 157

Beitrag anderer 161

Publikationen 162

Konferenzbeiträge 163

Curriculum Vitae 164

Danksagung 165

Ehrenwörtliche Erklärung 166

Seite III



Seite IV



Kapitel 1

Zusammenfassung

Menachinon (MK) ist das am häufigsten
vorkommende mikrobielle Chinon. Insbesondere
in der anaeroben Atmung übernehmen MK und
seine methylierten Derivate, Methylmenachinon
(MMK) und Dimethylmenachinon (DMMK), die
Rolle von membrangebundenen Redoxmediatoren.
Die zusätzlichen Methylgruppen in MMK und
DMMK führen zu einer Erniedrigung des Redox-
potenzials, was den Mikroorganismen ermöglicht,
auf Elektronenakzeptoren mit negativem Redox-
potenzial zurückzugreifen.
Die Methylierung von MK zu MMK bzw. DMMK
wird durch die Menachinon-Methyltransferasen
MenK/MqnK und MenK2 katalysiert, die
sich in die Klasse C der radikalischen SAM
Methyltransferasen (RSMT) einordnen. Bis-
lang wurden methylierte MK-Derivate durch
biochemische Analysen lediglich in vereinzelten
Mikroorganismen nachgewiesen. Daher blieb die
phylogenetische Verbreitung dieser methylierten
MK-Derivate unklar. Mithilfe von Cluster- und
phylogenetischen Analysen wurden in dieser
Arbeit insgesamt 828 MenK/MqnK/MenK2
Proteinsequenzen identifiziert. Die überwiegende
Anzahl dieser Sequenzen stammt von Mikroorga-
nismen, bei denen bisher noch keine biochemische
Untersuchung zur Fähigkeit der Produktion
methylierter Menachinone durchgeführt wurde.
Zusätzlich dazu wurden durch diese Analysen cha-
rakteristische Signaturmotive aufgedeckt. Diese
Motive ermöglichen eine präzise Unterscheidung
der Enzyme innerhalb der MqnK/MenK/MenK2-
Familie von anderen radikalen SAM-Enzymen.
Ein spezifisches Motiv davon ermöglicht zudem ei-
ne klare Differenzierung zwischen der MenK- und
der MenK2-Subfamilie. Um diese Erkenntnisse zu

verifizieren, wurden repräsentative, mutmaßliche
menK - und menK2-Gene aus Collinsella tanakaei
(CtMenK und CtMenK2) und Ferrimonas marina
separat in Escherichia coli (Wildtyp oder ubiE-
oder ubiCA-Deletionsmutante) exprimiert. Dabei
wurde festgestellt, dass die entsprechenden Zellen
methylierte Derivate von endogenem MK und
Demethylmenachinon (DMK) produzieren.
Die mittels biochemischer Aufreinigung gewon-
nenen CtMenK- und CtMenK2-Proteine wurden
durch Größenausschluss-Chromatographie und
Nativ-Gelelektrophorese analysiert und zeigten
eine Neigung zur Oligomerisierung. Durch
Denaturierungs- und Stabilitätsexperimente
konnte jedoch nachgewiesen werden, dass es sich
höchstwahrscheinlich um monomere Proteine
handelt. Die Enzymaktivität des gereinigten
CtMenK wurde durch die Anwendung eines
Enzymassays bestätigt. Aufgrund einer gerin-
gen Grundaktivität wurde überprüft, ob die
entstehenden Reaktionsprodukte eine inhibito-
rische Wirkung auf die enzymatische Reaktion
haben. In entsprechenden Inhibitionstests wurde
gezeigt, dass CtMenK lediglich in geringem
Maße durch die entstehenden Reaktionsprodukte
S-Adenosylhomocystein und Methylthioadenosin
gehemmt wird, während 5´-Desoxyadenosin keine
signifikante Hemmung aufwies.
Die Strukturvorhersagen der
MenK/MqnK/MenK2-Familie mittels Al-
phaFold offenbarten neue Erkenntnisse über
den strukturellen Aufbau, insbesondere die
Identifizierung des aktiven Zentrums und des
Substratkanals. Diese Erkenntnisse haben zur
Identifikation neuer Aminosäuren geführt, die
möglicherweise eine entscheidende Rolle in
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Kapitel 1 Zusammenfassung

der enzymatischen Reaktion spielen könnten.
Es wird vermutet, dass ein Argininrest im
aktiven Zentrum als Base fungiert und für die
Deprotonierung des C-8-Atoms des MKs nach
dem radikalen Angriff des Methylenradikals
verantwortlich ist. Das protonierte Wasserstoffion
würde in einem nachfolgenden Schritt wieder
auf das resonanzstabilisierte Anion des MKs
übertragen, um 8-MMK zu bilden.
In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass
es möglich ist, den Methylierungsstatus des
Chinon/Chinol-Pools mikrobieller Spezies oder
Gemeinschaften anhand ihrer (Meta-)Genome
vorherzusagen. Dieser Beitrag wird sich als
bedeutsam für das künftige Design mikrobieller
Chinon/Chinol-Pools im Rahmen synthetisch-
biologischer Ansätze erweisen.
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Summary

Menaquinone (MK) is the most abundant mi-
crobial quinone. Particularly in anaerobic respira-
tion, MK and its methylated derivatives, methyl-
menaquinone (MMK) and dimethylmenaquinone
(DMMK), act as membrane-bound redox media-
tors. The additional methyl groups in MMK and
DMMK reduce the redox potential, allowing mi-
croorganisms to utilise electron acceptors with a
negative redox potential.
The methylation of MK to MMK or DMMK
is catalysed by menaquinone methyltransferases,
MenK/MqnK and MenK2, which belong to class
C of radical SAM methyltransferases (RSMTs).
While the biochemical analysis of methylated MK
derivatives has been limited to certain microor-
ganisms, the phylogenetic distribution of these
methylated MK derivatives has remained unclear.
In this study, a total of 828 MenK/MqnK/MenK2
protein sequences were identified by cluster and
phylogenetic analyses. The majority of these se-
quences are from organisms that have not been
biochemically screened for the ability to produce
methylated menaquinones. In addition, these ana-
lyses have revealed characteristic signature motifs
that allow precise differentiation of enzymes wi-
thin the MqnK/MenK/MenK2 family from other
radical SAM enzymes. A specific motif allows a
clear distinction between the MenK and MenK2
subfamilies. To validate these findings, represen-
tative putative menK and menK2 genes from
Collinsella tanakaei (CtMenK and CtMenK2) and
Ferrimonas marina were separately expressed in
Escherichia coli. It was observed that the corre-
sponding cells produced methylated derivatives of
endogenous MK and demethylmenaquinone.
The purified CtMenK and CtMenK2 proteins ob-
tained by biochemical purification were analysed
by size exclusion chromatography and native gel
electrophoresis and showed a tendency towards oli-
gomerisation. However, denaturation and stability

experiments indicated that the proteins were likely
to be monomeric. The enzyme activity of purified
CtMenK was confirmed by an enzyme assay. Due
to the low baseline activity, the reaction products
were tested for inhibitory activity. In inhibition
assays, CtMenK was minimally inhibited by the re-
sulting reaction products S-adenosylhomocysteine
and methylthioadenosine, while 5’-deoxyadenosine
showed no significant inhibition.
AlphaFold-based structure predictions of the
MenK/MqnK/MenK2 family provided new in-
sights into the structural components, in parti-
cular the identification of the active centre and
the substrate channel. These results led to the
identification of new amino acids that may play
a critical role in the enzymatic reaction. It is hy-
pothesised that an arginine residue in the active
centre acts as a base, responsible for the deproto-
nation of the C-8 atom of MK after the radical
attack of the methylene radical. The protonated
hydrogen ion would then transfer back to the
resonance-stabilised anion of MK in a subsequent
step to form 8-MMK.
This study demonstrates for the first time the
possibility of predicting the methylation status of
the quinone/quinol pool of microbial species or
communities based on their (meta)genomes. This
contribution will be important for future design
considerations of microbial quinone/quinol pools
in synthetic biology approaches.
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Kapitel 2

Einleitung

2.1 Isoprenoide und
isoprenoide Chinone

Isoprenoide bilden eine äußerst vielfältige und
umfassende Gruppe von Verbindungen mit mehr
als 80 000 bekannten Verbindungen, die in der
Natur weit verbreitet sind. Ihre Bedeutung
erstreckt sich sowohl auf den Primärstoffwechsel
als auch auf den Sekundärstoffwechsel (Rudolf
et al., 2021).
Im Bereich des Primärstoffwechsels sind Isopreno-
ide essenzielle Bestandteile, die für grundlegende
Zellfunktionen unverzichtbar sind. Diese Verbin-
dungen sind integraler Bestandteil von Chinonen,
die eine zentrale Rolle im Elektronentransport
übernehmen, von photosynthetischen Pigmenten
wie Phytol in Chlorophyll und den Carotino-
idpigmenten, von Sterolen, die die Stabilität
von Zellmembranen gewährleisten, sowie von
prenylierten Proteinen (Bohlmann & Keeling
2008; Rudolf et al., 2021).
Isoprenoide, die im Rahmen des Sekundär-
stoffwechsels gebildet werden, spielen eine
entscheidende Rolle bei der Anpassung von

Organismen an biotische und abiotische Faktoren.
Diese Verbindungen umfassen die Herstellung
von insektiziden und antibakteriellen Substanzen,
die Bereitstellung von Antioxidantien zum
Schutz der Zellen, die Bildung von Molekülen
zur Förderung der Thermotoleranz, sowie die
Implementierung von Schutzmechanismen gegen
schädliche Lichtexposition, um nur einige ihrer
vielfältigen Funktionen zu nennen (Gershenzon &
Dudareva 2007; Rudolf et al., 2021).
Die hohe Diversität der Isoprenoide wird durch
zwei grundlegende Bausteine ermöglicht, nämlich
Isopentenylpyrophosphat (IPP) mit seinem
allylischen Isomer Dimethylallylpyrophosphat
(DMAPP). Die Zwischenprodukte der C5n
allylische Diphosphate, die durch die Verknüp-
fung dieser C5-Einheiten entstehen, fungieren
als Prenyl-Donor für die Alkylierung anderer
chemischer Strukturen (Prenylierung) (Abb. 2.1)
(Sacchettini & Poulter 1997). Die Grundstruktur
des erhaltenen Polypyrophosphats (PPP) wird
durch Isopren-Einheiten repräsentiert, wobei
jedes Isopren einer C5-Einheit entspricht.

Abbildung 2.1: Kondensation von IPP und DMAPP zur Synthese von höheren Isoprenoiden mit ersichtli-
cher Isopren-Grundstruktur (C5). DMAPP, Dimethylallylpyrophosphat; IPP, Isopentenylpyrophosphat;
PPP, Polyprenyldiphosphat, OPP, Diphosphat.
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Kapitel 2 Einleitung

Isoprenoide Chinone sind essentielle Bausteine
von bakteriellen und archaealen Membranen und
fungieren meist als Redoxvermittler in respirato-
rischen Elektronentransportnetzwerken, indem
sie verschiedene Oxidoreduktasen verbinden
(Nowicka & Kruk 2010; Dairi 2012). Die respi-
ratorischen Elektronentransportnetzwerke sind
das Resultat der beeindruckenden Anpassungs-
fähigkeit von Prokaryonten und der Diversität
ihrer Energieerzeugungssysteme. Diese Netzwerke
setzen sich aus einer Vielzahl von Proteinen
zusammen, die aktiv an diesen Prozessen beteiligt
sind. Bei den meisten dieser biochemischen
Vorgänge übernehmen Chinone eine zentrale
Funktion, da sie als lipidlösliche Moleküle in
der Membran die Übertragung von Elektronen
und Protonen zwischen den Proteinkomplexen
effektiv ermöglichen. In besonderen Fällen wurde
die direkte Interaktion von Proteinen postuliert,
wie zum Beispiel bei der Hydrogenase und der
Polysulfid-Reduktase von Wolinella succinogenes,
wo eine Beteiligung von gebundenem Menachinon
(MK) vermutet wird (Dietrich & Klimmek 2002).
Die isoprenoide Chinone bestehen aus einer
Kopfgruppe und einer hydrophoben Isoprenoid-
Seitenkette, die ihnen eine lipidlösliche Eigenschaft
verleiht und sie in den Lipiddoppelschichten
der Membranen verankert. Je nach Organismus
kann die Länge der hydrophoben Isoprenoid-
Seitenkette sowie der Grad und die Positionierung
der Seitenketten-Sättigung variieren. Die Kopf-
gruppe hingegen ist hydrophil und ermöglicht die
Interaktion mit hydrophilen Teilen von Proteinen.
Die Interaktion von Chinonen mit respiratorischen
Proteinkomplexen in biologischen Membranen
findet durch eine zweistufige Reduktion statt, die
zuerst zur Bildung eines Semichinon-Radikals als
Zwischenprodukt und anschließend zur Bildung
der entsprechenden Chinolform (Hydrochinon)
führt (Abb. 2.2). Die isoprenoiden Chinone sind
aufgrund ihrer Fähigkeit zur reversiblen Reduk-
tion und ihrer lipidlöslichen Seitenkette ideale
Kandidaten für ihre Funktion als Redoxvermittler
zwischen verschiedenen Proteinkomplexen.
Die meisten biologischen isoprenoide Chinone
gehören entweder zu den Naphthochinonen oder
zu den Benzochinonen. Ubichinone (UQ) und
Plastochinone (PQ) sind die beiden wichtigsten
Gruppen von Benzochinonen, die sich durch ihre
Ringsubstitution unterscheiden (Abb. 2.3). Zu

Abbildung 2.2: Reversible zweistufige Reduktion
des chinoiden Systems: Vom Chinon (Q) über das
instabilen Semichinon-Radikal (Q–·) zum stabilen
Hydrochinon (QH2).

den Naphthochinonen gehören beispielsweise MK,
2-Demethylmenachinon (DMK), Methionachinon
(MTQ) und Phyllochinon (PhQ) (Abb. 2.3).
Neben ihrer physiologischen Funktion werden
Chinonverbindungen auch als Biomarker zur
Charakterisierung mikrobieller Spezies verwendet
(Collins & Jones 1981). Ein Chinonprofil kann
dazu beitragen, verschiedene Arten von Mikroor-
ganismen zu differenzieren und zu identifizieren.
Erstens die Art des Chinons, zweitens die
variierenden Längen der Isoprenyl-Seitenketten,
die üblicherweise mit Qn abgekürzt werden und
drittens die Sättigung oder Hydrierung dieser
Isoprenyl-Seitenketten, die als Qn(Hn) dargestellt
werden. In den meisten Fällen weisen Organismen
eine Mischung aus unterschiedlichen Chinonen
auf, wobei eines davon normalerweise als das
vorherrschende respiratorische Chinon fungiert.
Beispielsweise besitzen Legionella-Arten UQ
mit Isoprenylketten, deren Länge je nach Art
zwischen UQ9 und UQ14 variiert (Lambert &
Moss 1989). Eines dieser UQ ist typischerweise
das dominante Chinon der jeweiligen Art. Es
sind auch Organismen bekannt, in denen zwei
unterschiedliche Chinone, sei es MK oder UQ, in
vergleichbaren Konzentrationen vorkommen. Ein
Beispiel hierfür ist die Entdeckung von MK12,
MK13 und MK14 in Microcella alkaliphila, wobei
MK13 und MK14 in ähnlichen Anteilen vorhanden
sind (Tiago et al., 2006). Andere Arten, wie sie in
der Ordnung der Solirubrobacterales zu finden
sind, besitzen ausschließlich Menachinonvarianten,

Seite 6



Kapitel 2 Einleitung

Abbildung 2.3: Struktur von isoprenoiden Benzo- und Naphthochinonen mit Nummerierung der Koh-
lenstoffatome des Ringsystems am Beispiel von UQ und MK. UQ, Ubichinon; PQ, Plastochinon; MK,
Menachinon; DMK, Demethylmenachinon; MTQ, Methionachinon; PhQ, Phyllochinon.

die auf MK7 basieren. Dazu gehören MK7(H4),
MK7(H2) und DMK7 (Kim et al., 2012; Seki et al.,
2012; Vieira et al., 2023).
Neben UQ und MK sind auch ungewöhnliche
Chinone bekannt, die in bestimmten Archaeen
und Bakterien auftreten. Beispielsweise können
einige Archaeen aus der Ordnung Sulfolobales
ein schwefelhaltiges Isoprenoidchinon namens
Caldariellachinon aufweisen (Gambacorta et al.,
1993). Ebenso sind methylierte MK-Derivate
wie Methylmenachinon (MMK) und Dimethyl-
menachinon (DMMK) in Mikroorganismen aus
verschiedenen Phyla zu finden (Hein et al., 2017).
Die Untersuchung respiratorischer Chinone ist in
der Taxonomie von großem Interesse, da die spezi-
fische Art des Chinons, die Länge und Sättigung
der Isoprenoidketten sowie das Verhältnis der
einzelnen Chinone zueinander oft Rückschlüsse
auf die phylogenetische Zugehörigkeit eines
Mikroorganismus zulassen (Mannheim et al.,
1978). Es ist jedoch wichtig zu beachten, dass die
Zusammensetzung des Chinonpools stark von den
vorherrschenden Wachstumsbedingungen abhängt
und entsprechend variieren kann. Zudem ist es
unerlässlich, respiratorische Chinone für jede Art

separat zu untersuchen, da eine Übertragung von
Erkenntnissen von einer Organismengruppe auf
eine andere nicht möglich ist.

2.2 Menachinon und
Methylmenachinon

MK wird evolutionär als das älteste isoprenoide
Chinon betrachtet und ist zugleich das am häu-
figsten vorkommende respiratorische Chinon bei
Mikroorganismen (Schoepp-Cothenet et al., 2009;
Schoepp-Cothenet et al., 2013). Diese Erkenntnis
wurde durch paläogechemische Studien und mole-
kulare Phylogenie bestätigt und steht im Einklang
mit dem Auftreten von Menachinon zu Beginn der
Evolution sowie seinem negativen Redoxpotenzial,
was gut zur stark reduzierenden Erdatmosphäre
in der Frühzeit passt. Doch mit der Zunahme von
Sauerstoff in der Atmosphäre durch die oxygene
Photosynthese, war die Verwendung von MK als
Elektronenüberträger in anaeroben Mikroorganis-
men unvorteilhaft. Sauerstoff oxidiert Menachinol
schnell und nicht katalytisch, was zur Ineffizienz
von Menachinon/Menachinol als Elektronenüber-
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träger in Gegenwart von Sauerstoff führt.
Neben MK wurden auch demethylierte oder me-
thylierte Formen identifiziert, wie DMK, verschie-
dene MMK und DMMK (Anh. Tab. S.1) (Coll-
ins & Fernandez 1984; Maruo et al., 2008). Die
Isoprenyl-Seitenkette von MKs und ihren Deriva-
ten kann in Abhängigkeit vom Organismus aus
einer variablen Anzahl von Isopreneinheiten be-
stehen, nämlich von 1 bis 15 (Collins & Jones 1981;
Collins et al., 1984; Timkina et al., 2023). MMK
ist in vielen Mikroorganismen beschrieben worden,
einschließlich Bakterien der Phyla Actinomyceto-
ta (früher: Actinobacteria) und Pseudomonadota
(früher: Proteobacteria) sowie Archaea der Phy-
la Thermoproteota (früher: Crenarchaeota) und
Euryarchaeota. Im Gegensatz dazu wurde die Pro-
duktion von DMMK nur bei Bakterien der Klasse
Coriobacteriia (Phylum Actinomycetota) nachge-
wiesen.
Die Standard-Redoxpotentiale bei pH7 (E0´)
sind im Vergleich zu UQ (E0´(UQ/UQH2) ≈
+100mV) bei DMK (E0´(DMK/DMKH2) ≈
+40mV) und MK (E0´(MK/MKH2) ≈ -70mV)
negativer (Schoepp-Cothenet et al., 2013). Unter-
suchungen haben gezeigt, dass das Hinzufügen von
Methylgruppen zum Naphthochinonring von MK
das Redoxpotenzial zu noch niedrigeren Werten
verlagert (Unden & Bongaerts 1997; Schmid et al.,
1999; Nasiri et al., 2009; Hein et al., 2018).

2.3 Rolle von
Methylmenachinon in
Wolinella succinogenes

In natürlichen Umgebungen ermöglichen die un-
terschiedlichen Redoxpotenziale der Chinone den
Mikroorganismen, die Zusammensetzung des Chi-
non/Chinol-Pools an ihre vorherrschende Art
der Energieumwandlung anzupassen. Insbesonde-
re scheint das Vorhandensein von methylierten
MK-Derivaten in Elektronentransportketten, die
Elektronenakzeptoren mit niedrigem Potenzial ver-
wenden, besonders vorteilhaft zu sein.
Einer der am besten erforschten Mikroorganis-
men in Bezug auf MMK ist das Epsilonproteob-
akterium W. succinogenes. Dieser Mikroorganis-
mus kann durch oxidative Phosphorylierung wach-
sen, wobei er Polysulfid (E0´(Polysulfid/HS– )

≈ -275mV) als Elektronenakzeptor und Wasser-
stoff oder Formiat als Elektronendonoren nutzt
(Abb. 2.4). An dieser Elektronentransportkette
sind die membrangebundenen respiratorischen
Komplexe Polysulfidreduktase (PsrABC), [Ni-
Fe]-Hydrogenase (HydABC) und Formiatdehy-
drogenase (FdhABC) beteiligt. Bei allen drei
Enzymkomplexen befindet sich das katalytische
Zentrum auf der periplasmatischen Seite (Krö-
ger et al., 2002; Gross et al., 1998). Die Elek-
tronen, die bei der Oxidation von Wasserstoff
(Hyd) oder Formiat (Fdh) freigesetzt werden, ge-
langen vom katalytischen Zentrum über Eisen-
Schwefel-Cluster in die membranintegralen Dihäm-
Cytochrom b-Untereinheiten (HydC und FdhC),
welche die Reduktion von MMK katalysieren. An-
schließend erfolgt die Übertragung der Elektro-
nen von dem gebundenen MMK in der PsrC-
Einheit über Eisen-Schwefel-Cluster auf den Bis-
Molybdopterin-Guanin-Dinukleotid-Cofaktor, um
Polysulfid zu reduzieren (Jormakka et al., 2008).
Unter diesen Wachstumsbedingungen enthält
W. succinogenes gleiche Mengen an MK und MMK
(Collins & Fernandez 1984). Es war nicht klar
ersichtlich, ob MK oder MMK als Chinon für
die Polysulfid-Atmung verwendet wird. In Ex-
perimenten mit Liposomen, die die Polysulfidre-
duktase und entweder Hydrogenase oder Form-
iatdehydrogenase enthielten, konnte die Aktivi-
tät der Polysulfid-Atmung unter Verwendung von
MMK im Gegensatz zu MK nachgewiesen werden
(Dietrich & Klimmek 2002). Die Fumarat-Atmung
(E0´(Fumarat/Succinat) ≈ +30mV) wurde eben-
falls in den Liposomen durchgeführt, indem die
Formiatdehydrogenase und die Fumaratreduktase
verwendet wurden (Abb. 2.4). Jedoch wurde keine
Aktivität bei MMK beobachtet, während in die-
sem Fall nur eine Aktivität unter Verwendung von
MK nachgewiesen wurde. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen verdeutlichen, dass die Polysulfid-
atmung von W. succinogenes auf die Anwesenheit
von 8-MMK6 angewiesen ist, während MK6 nicht
ausreichend ist.
Ein weiteres Beispiel ist die Sulfitatmung
(E0´(HSO3

–/HS– ) ≈ -116,mV) mit Formiat als
Elektronendonor in W. succinogenes (Abb. 2.4).
Die Sulfitreduktion wird durch das periplasma-
tische Oktahäm-Cytochrom c MccA katalysiert
(Hermann et al., 2015). Im heterobimetallischen
aktiven Zentrum von MccA ist ein Cu(I)-Ion po-
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sitioniert, das in unmittelbarer Nähe zum akti-
ven Häm c-gebundenen Eisen liegt. Darüber hin-
aus sind in MccA sieben konventionelle [Cx2CH]-
Motive und ein einzigartiges [Cx15CH]-Motiv vor-
handen, das für die Bindung von Häm 8 verant-
wortlich ist. Der zugehörige Elektronentransport-
weg scheint das Eisen-Schwefel-Protein MccC als
direkten Redox-Partner von MccA einzuschlie-
ßen. Ebenfalls in diesen Prozess involviert ist
die membranständige Menachinoldehydrogenase
MccD, welche ein Mitglied der NrfD/PsrC-Familie
darstellt.
Es wurden W. succinogenes-Mutanten konstruiert,
bei denen die Gene für mccA, mccC und mccD
gezielt fehlten (Eller et al., 2019). Unter diesen
Bedingungen wurde beobachtet, dass das Wachs-
tum von Zellen, in denen die Gene mccA, mccC
oder mccD fehlten, unter Verwendung von Sul-
fit als Elektronenakzeptor gehemmt war. Um die
Abhängigkeit von MMK zu untersuchen, wurde
eine ∆mqnK ::kan Mutante verwendet. Es wur-
de gezeigt, dass diese Mutante trotz des Fehlens
von 8-MMK6 in gewissem Maße über die Sulfi-
tatmung im Vergleich zum Kontrollstamm wach-
sen konnte. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass
sowohl MK6 als auch 8-MMK6 wichtige Bestand-
teile der Sulfitatmung sind (Eller et al., 2019). Im
Gegensatz zur Polysulfidatmung hängt die Sulfi-
tatmung jedoch nicht ausschließlich von 8-MMK6
ab. Die Analyse des Verhältnisses von MK6 zu
8-MMK6 ergab, dass MK6 und 8-MMK6 in et-
wa gleichen Mengen in den Zellen vorhanden wa-
ren, wenn diese auf Polysulfide, Sulfite oder Fu-
marat als Elektronenakzeptoren wuchsen (Eller
et al., 2019; Collins & Fernandez 1984). Es ist je-
doch zu beachten, dass die Synthese von 8-MMK6
unterdrückt wurde, wenn die Zellen Substanzen
mit einem positiven Redoxpotentialen, wie Ni-
trat (E0´(NO3

–/NO2
– ) ≈ +433mV) oder Lach-

gas (E0´(N2O/N2) ≈ +1366mV) als Elektronen-
akzeptoren verwendet wurden (Abb. 2.4).

2.4 Menachinon-Biosynthese
Die Synthese von Menachinon erfolgt durch die
Kopplung eines Naphthochinon-Ringsystems mit
einer Isoprenyl-Seitenkette, die getrennt syntheti-
siert werden. Es wurden zwei sich ausschließende
Biosynthesewege für die Synthese der Kopfgruppe

Abbildung 2.4: Redoxpotentiale typischer Elek-
tronendonoren, Chinonen und Elektronenakzep-
toren von Wolinella succinogenes. MMK , Me-
thylmenachinon; MK, Menachinon; DMK, 2-
Demethylmenachinon. Modifiziert nach Magalon
& Alberge 2016.

beschrieben: der klassische MK-Biosyntheseweg
(Men) und der Futalosin-Weg (Mqn) (Dairi
2012). Der klassische MK-Biosyntheseweg ist seit
Jahrzehnten bekannt und kommt beispielswei-
se in den Phyla Actinomycetota, Bacteroido-
ta (früher Bacteroidetes), Cyanobacteriota (frü-
her Cyanobacteria), Bacillota (früher Firmicutes)
und Pseudomonadota vor (Zhi et al., 2014). Der
Futalosin-Weg wurde erstmals 2008 bei Streptomy-
ces coelicolor A3 (2) beschrieben und scheint phy-
logenetisch weiter verbreitet zu sein, da er bei
vielen bakteriellen Phyla Bacillota, Actinomyce-
tota, Thermodesulfobacteriota (früher Thermo-
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desulfobacteria) und Campylobacterota (früher
Proteobacteria), sowie in einigen Archaeen vor-
hergesagt wird (Hiratsuka et al., 2008; Nowicka
& Kruk 2010; Zhi et al., 2014). Interessanterweise
bevorzugen Mikroorganismen, die in anoxischen
Lebensräumen leben, den Futalosin-Weg und sind
gleichzeitig nicht in der Lage, UQ zu synthetisie-
ren.
Die MK-Biosynthese beginnt mit Chorismat,
einem zentralen Metaboliten des Shikimat-
Wegs, der sich danach verzweigt und nach
der Bildung des Naphthochinon-Rings wie-
der konvergiert (Dairi 2012). Die Synthe-
se der Polyisoprenyl-Seitenkette erfolgt über
den Mevalonat-Weg (MVA) und/oder den 1-
Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Weg (DXP), auch
bekannt als Methylerythritol-4-Phosphat-Weg
(MEP) (Abb. 2.5).

2.5 Klassischer Menachinon-
Biosyntheseweg

Es gibt neun Enzyme, die am Men-Weg beteiligt
sind: MenF, MenD, MenH, MenC, MenE, MenB,
MenI, MenA und MenG (Abb. 2.5) (Nowicka &
Kruk 2010). Der erste Schritt dieses Weges ist
die Umwandlung von Chorismat in Isochorismat,
die durch das Enzym MenF, auch bekannt als
Isochorismatsynthase, katalysiert wird. MenF ist
Teil der Menachinon, Siderophor, Tryptophan
(MST)-Enzymfamilie, die Chorismat in unter-
schiedliche Vorläufermoleküle für verschiedene
Biosynthesewege umwandelt. Hierzu gehören
nicht nur respiratorische Chinone, sondern
auch Folat, aromatische Aminosäuren sowie
Siderophore (Shelton & Lamb 2018). Das Enzym
MenD spielt eine entscheidende Rolle im Men-
Weg, indem es Isochorismat und 2-Oxoglutarat
in das Metabolit 2-Succinyl-5-enolpyruvyl-6-
hydroxy-3-cyclohexen-1-carboxylat (SEPHCHC)
umwandelt (Bhasin et al., 2003). Dieses ist das
erste spezifische Metabolit des Men-Wegs und
dient in den folgenden Schritten zur Synthese
von Menachinon (Shelton & Lamb 2018). MenD
wird auch als SEPHCHC-Synthase bezeichnet
und gehört zur Familie der Thiamindiphosphat
(ThDP)-abhängigen Enzyme. Es verwendet
zwei kovalente ThDP-Intermediate während der

Abbildung 2.5: Überblick der zwei Biosyn-
thesewege von Menachinon aus Chorismat:
(I) Der klassische MK-Weg (Enzyme in
Grün) und (II) der Futalosin-Weg (blau),
erweitert durch Methylierungsreaktionen der
MenK/MqnK/MenK2-Familie, die zur Bildung
von MMK und DMMK führen. Beachtenswert ist,
dass MenK2 ausschließlich in Men-Weg-nutzenden
Mikroorganismen vorhanden ist. ”Mqn?”be-
zieht sich auf die unklaren letzten Schritte
im Futalosin-Weg. SEPHCHC, 2-Succinyl-5-
enolpyruvyl-6-hydroxy-3-cyclohexen-1-carboxylat;
SHCHC, 2-Succinyl-6-hydroxy-2,4-cyclohexadien-
1-carboxylat; DHFL, Dehypoxanthin-Futalosin;
CDHFL, zyklisches Dehypoxanthin-Futalosin;
DMK, Demethylmenachinon; MK, Menachinon;
MMK, Methylmenachinon; DMMK, Dime-
thylmenachinon; MVA, Mevalonat-Weg; MEP,
Methylerythritol-4-Phosphat-Weg; PPP, Polypre-
nyldiphosphat.
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Umwandlung von Isochorismat in SEPHCHC.
Das Enzym MenH, auch bekannt als 2-Succinyl-
6-hydroxy-2,4-cyclohexadien-1-carboxylat
(SHCHC)-Synthase, ist im Men-Weg für den
nächsten Schritt verantwortlich. Es gehört zur
α/β-Hydrolase-Superfamilie und verwendet eine
katalytische Triade bestehend aus Serin, Histidin
und Aspartat, um Pyruvateliminierung aus
SEPHCHC durch Abstraktion von α-Protonen zu
initiieren und das Produkt SHCHC zu erhalten
(Jiang et al., 2008). Das Produkt SHCHC wird
im nächsten Schritt durch das Enzym MenC in
2-Succinylbenzoat (OSB) umgewandelt. MenC
gehört zur Enolase-Superfamilie und ist eine
O-Succinylbenzoat-Synthase, die Wasser durch
β-Eliminierung entfernt (Thompson et al., 2000).
OSB wird dann von MenE mit Coenzym A (CoA)
durch eine Thioesterbindung unter Verwendung
eines OSB-Adenosinmonophosphat-Intermediates
ligiert.
MenE ist eine OSB-CoA-Synthetase und gehört
zur ANL-Familie, zu der auch Acyl-CoA-
Synthetasen, nicht-ribosomale Peptidsynthetase-
Adenylierungsdomänen und Luciferasen gehören,
von denen sich auch der Familienname ableitet
(Matarlo et al., 2015). MenB ist ein Enzym,
das zur Familie der Crotonase-Superfamilie
gehört und als 1,4-Dihydroxy-2-naphthoyl-CoA
(DHNA-CoA)-Synthase bezeichnet wird (Li et al.,
2011). Das Enzym katalysiert die Umwandlung
von OSB-CoA zu DHNA-CoA durch eine in-
tramolekulare Claisen-Kondensationsreaktion.
MenI hingegen ist das letzte Enzym in der
Biosynthese der MK-Kopfgruppe und wird als
DHNA-CoA-Thioesterase bezeichnet. Es kataly-
siert den hydrolytischen Schritt von DHNA-CoA
zu 1,4-Dihydroxy-2-naphthoat und gehört zur
sogenannten Hotdog-Faltblatt-Superfamilie
(Chen et al., 2013). In der cytoplasmatischen
Membran wird die enzymatische Kopplung der
MK-Kopfgruppe, 1,4-Dihydroxy-2-naphthoat, mit
der Polyisoprenyl-Seitenkette aus dem MVA-Weg
und/oder MEP-Weg durch das transmembrane
Protein MenA katalysiert (Dhiman et al., 2019).
MenA wird auch als 1,4-Dihydroxy-2-naphthoat-
Isoprenyltransferase bezeichnet und entfernt die
DHNA-Carboxylatgruppe. Stattdessen wird sie
durch den hydrophoben Polyisoprenyl-Seitenkette
ersetzt, was zur Bildung von DMK führt.
Schließlich wird DMK an der C-2-Position

des Naphthochinonrings durch MenG zu MK
methyliert. MenG ist ein Klasse I S-Adenosyl-L-
methionin (SAM)-abhängiges Methyltransferase
(Lee et al., 1997).
Der Men-Weg kann durch Modifikationen an
MK erweitert werden, beispielsweise durch
die Methylierung des Naphthochinonrings.
Für diese enzymatische Katalyse sind die
Menachinon-Methyltransferasen, MenK und
MenK2, verantwortlich. Beide Enzyme methy-
lieren positionsspezifisch. So methyliert MenK
das MK am C-8-Atom zu 8-Methylmenachinon
(8-MMK) (Hein et al., 2017), währrend MenK2
MK am C-7-Atom zu 7-Methylmenachinon
(7-MMK) methyliert. Besitzt ein Mikroorganis-
mus beide Enzyme kommt es zur Bildung von
7,8-Dimethylmenachinon (7,8-DMMK) (Hein
et al., 2018).

2.6 Futalosin-
Biosyntheseweg

Der Biosyntheseweg von Menachinon über Futalo-
sin involviert insgesamt zehn Enzyme mit den Be-
zeichnungen MqnA, MqnE, MqnF, MqnB, MqnC,
MqnD, MqnP, MqnL, MqnM und MqnG (Abb.
2.5). Das Enzym MqnA, das erste im Biosynthe-
seweg, ist eine Chorismat-Dehydratase und be-
wirkt die Dehydratisierung von Chorismat zu 3-[(1-
Carboxyvinyl)-oxy]benzoat (Mahanta et al., 2013.
Anschließend katalysiert das radikalische SAM-
Enzym Aminofutalosin-Synthase, MqnE, die Um-
wandlung von 3-[(1-Carboxyvinyl)-oxy]benzoat
in 6-Amino-6-desoxyfutalosin (AFL) (Joshi et al.,
2018a). Das Metabolit AFL wird durch das Enzym
Aminofutalosin-Deaminase (MqnF) zu Futalosin
deaminiert (Goble et al., 2013).
Nach der Bildung von Futalosin erfolgt die wei-
tere Umwandlung zu Dehypoxanthin-Futalosin
(DHFL) durch das Enzym Futalosin-Hydrolase
(MqnB) (Hiratsuka et al., 2009). In einigen Mi-
kroorganismen,wie Campylobacter jejuni und He-
licobacter pylori, wurde eine modifizierte Variante
des Futalosin-Wegs beschrieben. Hierbei werden
die Enzyme MqnF und MqnB durch das Enzym
5’-Methylthioadenosin-Nukleosidase (MTAN) er-
setzt (Banco et al., 2016; Li et al., 2011). MTAN
katalysiert die direkte Umwandlung von AFL in
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DHFL, ohne den Zwischenschritt der Futalosin-
Bildung. Sowohl MqnB als auch MTAN gehören
zur Gruppe der Glykosidasen und katalysieren in
beiden Fällen die Umwandlung von Futalosin und
AFL in DHFL.
Im nachfolgenden Schritt erfolgt die Umwand-
lung von DHFL zu zyklischem Dehypoxanthin-
Futalosin (CDHFL) durch das zweite radikali-
sche SAM-Enzym im Futalosin-Weg, MqnC ein
DHFL-Cyclase (Cooper et al., 2013). CDHFL wird
dann durch MqnD (5,8-Dihydroxy-2-naphthoat-
Synthase) in 1,4-Dihydroxy-2-naphthoat umge-
wandelt (Manion-Sommerhalter et al., 2021). Es
wird angenommen, dass die letzten Schritte im
Futalosin-Weg durch vier Enzyme erfolgen: MqnP
für die Prenylierungsreaktion, MqnL und MqnM
für die Decarboxylierung und MqnG für die C-2-
Methylierung von DMK (Ravcheev & Thiele 2016;
Cotrim et al., 2017; Joshi et al., 2018b). Allerdings
ist die genaue Reihenfolge dieser Reaktionen noch
unklar.
Im Futalosin-Weg wird der Naphthochinonring
durch die gleiche Methylierung wie im Men-Weg
modifiziert, indem MK durch das Enzym MqnK,
ein Homolog zu MenK, an der Position C-8 zu
8-MMK methyliert wird (Abb. 2.5) (Hein et al.,
2017). Bisher gibt es keine bekannten Mikroor-
ganismen, die den Mqn-Weg verwenden und das
Enzym MenK2 besitzen, was im Gegensatz zum
Men-Weg steht. Dies bedeutet, dass im Mqn-Weg
keine Synthese von 7-MMK oder 7,8-DMMK mög-
lich ist.

2.7 Biosynthese der
Isoprenoid-Seitenkette

Es gibt zwei Hauptwege für die Biosynthese von
Isoprenoiden, die eine der größten und vielfältigs-
ten Gruppen von Naturprodukten sind: den MVA-
Weg und den DXP-Weg, auch als MEP-Weg be-
zeichnet (Zhao et al., 2013).
Obwohl der MEP-Weg in den meisten Bakterien
als der vorherrschende Weg zur Synthese von Isop-
renoiden gilt, gibt es Ausnahmen. Einige Mikroor-
ganismen aus den Phyla Actinomycetota, Bactero-
idia, Chloroflexia, Bacillota und Pseudomonadota
sowie Spirochaetota (früher Spirochaetes) besit-
zen homologe Enzyme zum MVA-Weg oder nut-

zen einen alternativen MVA-Weg. Im Gegensatz
dazu nutzen Eukaryoten hauptsächlich den MVA-
Weg zur Isoprenoid-Synthese, während die meisten
Archaea einen alternativen MVA-Weg verwenden
(Boucher & Doolittle 2000; Lange et al., 2000; Lom-
bard & Moreira 2010; Dellas et al., 2013).
Die Biosynthese von Isoprenoidvorläufern erfolgt
durch den MVA-Weg und den MEP-Weg, wo-
bei diese unterschiedliche Ausgangsstoffe nutzen.
Während der MVA-Weg auf Acetyl-CoA setzt,
nutzt der MEP-Weg Glycerinaldehyd-3-phosphat
und Pyruvat. Beide Wege führen jedoch in wei-
teren Schritten zur Produktion der gleichen Isop-
renoidvorläufer, nämlich IPP und DMAPP (Abb.
2.1). IPP und DMAPP reagieren miteinander, um
Geranyldiphosphat (GPP) zu bilden, welches dann
durch die Zugabe eines weiteren IPP-Moleküls
weiter verlängert wird, um Farnesyldiphosphat
(FPP) zu bilden. Die Farnesyldiphosphat-Synthase
(FPPS) katalysiert beide Reaktionen (Koyama
1999). FPP wird dann in weiteren Reaktio-
nen mit IPP verlängert, um lange Polyprenyl-
diphosphate (PPP) zu erzeugen, deren Län-
ge von der spezifischen Polyprenyldiphosphat-
Synthase abhängt. In E. coli wird beispielswei-
se die Octaprenyldiphosphat-Synthase durch das
ispB-Gen codiert (Okada et al., 1997). Das PPP
wird durch MenA mit 1,4-Dihydroxy-2-naphthoat
gekoppelt, um DMK zu bilden (Abb. 2.5). Im
Futalosin-Weg, wird die Kopplung des PPP je-
doch wahrscheinlich durch das Enzym MqnP ka-
talysiert.

2.8 Radikalische
S-Adenosylmethionin
(SAM)-Superfamilie

Die radikalische SAM-Superfamilie (RSS) ist ei-
ne Gruppe von Enzymen, die in vielen biologi-
schen Prozessen eine wichtige Rolle spielen. Diese
Enzyme enthalten ein konserviertes [Cx3Cx2C]-
Motiv, das an der Koordination von drei Eisen-
atomen aus einem [Fe4S4]-Cluster beteiligt ist
(Holliday et al., 2018). Ein SAM Molekül bindet
über die α-Amino- und α-Carboxylatgruppe des
Methioninfragments an das vierte Eisenatom im
[Fe4S4]-Cluster (Walsby et al., 2002). SAM fun-
giert als Methylgruppendonor und Radikalinitia-
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tor, indem es als Zwischenprodukt die Bildung
eines 5’-Deoxyadenosyl (5-Ado)-Radikals ermög-
licht (Broderick et al., 2014). RSS-Enzyme kataly-
sieren verschiedene Reaktionen wie Kohlenstoffme-
thylierung und -thiolierung, oxidative Decarboxy-
lierung, Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungsbildung,
Metallkofaktor-Biosynthese und mehr. Die Di-
versität der RSS-Reaktionen ist auf die kon-
servierte Kerndomäne der RSS zurückzuführen,
die in verschiedenen multidomänen Architektu-
ren vorkommt (Holliday et al., 2018). Die Kern-
Domäne der RSS-Enzyme besteht aus einem β8α8-
Triosephosphatisomerase (TIM)-Barrel-Faltblatt,
in dem sich das aktive Zentrum in der Nähe
des [Fe4S4]-Clusters befindet. Dieses TIM-Barrel-
Faltblatt ist bei den meisten RSS-Enzymen vor-
handen, aber es gibt auch einige Enzyme, die eine
β6α6-drei-viertel-TIM-Barrel-Faltung aufweisen,
die den Zugang von größeren Substraten ermög-
licht (Wang et al., 2014). Neben der Kern-Domäne
können RSS-Enzyme auch andere Domänen ent-
halten, die für die jeweilige spezifische Reaktion
erforderlich sind.
Zu Beginn der katalytischen Reaktion von En-
zymen der radikalische SAM-Superfamilie wird
ein universeller Mechanismus befolgt. Dabei wird
der [Fe4S4]2+-Cluster durch einen externen Elek-
tronendonor in den katalytisch aktiven [Fe4S4]1+-
Zustand reduziert (Holliday et al., 2018). SAM1
wird am einzigartigen Eisen des [Fe4S4]-Clusters
über die α-Amino- und α-Carboxylatgruppen che-
latiert (Walsby et al., 2002). Anschließend findet

ein Elektronentransfer vom [Fe4S4]1+-Cluster zum
SAM1-Sulfoniumion statt, was die Spaltung der
S-[5’-C]-Bindung und die Bildung eines 5-Ado-
Radikals sowie eines Methionins zur Folge hat
(Abb. 2.6, Schritt 1) (Broderick et al., 2014). Das
5-Ado-Radikal bildet im Anschluss einen orga-
nometallischen Ω-Zwischenzustand mit dem ein-
zigartigen Eisen des [Fe4S4]2+-Clusters über ei-
ne Fe-C-Bindung. Der Ω-Zwischenzustand dient
der Kontrolle und Speicherung des Radikals bis
das Substrat positioniert ist, was zur homolyti-
schen Spaltung der Bindung zwischen dem [5’-C]
des 5-Ado und dem einzigartigen Eisen führt und
das 5-Ado-Radikal regeneriert (Abb. 2.6, Schritt
2) (Horitani et al., 2016). Schließlich abstrahiert
das 5-Ado-Radikal ein Wasserstoffatom vom Sub-
strat. Diese initiale Reaktion ist in der gesamten
Radikal-SAM-Superfamilie zu finden und dient als
Initiator für verschiedene Reaktionen (Broderick
et al., 2018).

2.9 Klassen der
radikalischen SAM-
Methyltransferasen

Die Mitglieder der Klasse A der RSMTs sind mit
einer radikalische SAM-Domäne ausgestattet, die
zusätzlich zwei Cysteinreste enthält (Abb. 2.7).
Diese Cysteinreste sind an der Katalyse der Über-
tragung von Methylgruppen auf sp2-hybridisierte

Abbildung 2.6: Initalreaktion der radikalische SAM-Superfamilie. SAM1 wird am [Fe4S4]1+-Cluster
chelatiert. 1) Der [Fe4S4]1+-Cluster überträgt ein Elektron auf das SAM1-Sulfoniumion, was zur Spaltung
der S-[5’-C]-Bindung und zur Bildung eines 5-Ado-Radikals führt. Das entstandene 5-Ado-Radikal
bildet daraufhin einen organometallischen Ω-Zwischenzustand mit dem einzigartigen Eisen des [Fe4S4]2+-
Clusters. 2) Die homolytische Spaltung der Bindung zwischen dem [5’-C] des 5-Ado und dem einzigartigen
Eisen führt zur Reaktivierung des 5-Ado-Radikals.
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Kohlenstoffatome beteiligt (Boal et al., 2011). Die
am besten erforschten Enzyme dieser Klasse
sind die Dual-spezifische RNA-Methyltransferase
(RlmN) und die rRNA-Methyltransferase (Cfr),
die eine wichtige Rolle bei der Methylierung
von rRNA und tRNA spielen (Toh et al., 2007;
Vázquez-Laslop et al., 2010; Benítez-Páez et al.,
2012).
Klasse B RSMTs zeichnen sich durch eine besonde-
re N-terminale Cobalamin-bindende Domäne aus,
die die Übertragung von Methylgruppen zwischen
SAM und sp2- oder sp3-hybridisierten Kohlenstoff-
atomen sowie dem Phosphoratom von Phosphina-
ten katalysiert (Abb. 2.7). Diese Enzymklasse hat
hauptsächlich sekundäre Metabolite wie Antibio-
tika als Substrate (Zhang et al., 2011).
Die Klasse C RSMTs unterscheiden sich
durch ihre charakteristische C-terminale Domä-
ne, welche eine hohe Sequenzidentität zum ra-
dikalische SAM-Enzym sauerstoffunabhängige
Coproporphyrinogen-III-Dehydrogenase (CPDH)
aufweist (Abb. 2.7). Jedoch sollte beachtet werden,
dass CPDH keine Methylierung katalysiert, son-
dern stattdessen die Decarboxylierung von zwei
Propionat-Seitenketten in der Hämbiosynthese
durchführt, um zwei Vinylgruppen an den Ringen
A und B von Protoporphyrinogen IX zu erzeugen
(Layer 2003; Rand et al., 2010). Im Gegensatz dazu
katalysiert die Klasse C die Methylübertragung
auf sp2-hybridisierte Kohlenstoffatome durch zwei
gebundene SAM-Moleküle (Bauerle et al., 2015;
Zhang et al., 2011). Typische Substrate dieser Klas-
se sind sekundäre Metabolite mit antitumoralen
und antibiotischen Eigenschaften.
Derzeit ist die Klasse E ausschließlich durch das
Enzym NifB repräsentiert. NifB ist für die radi-
kalische SAM-abhängige Carbideinfügung in die
Nitrogenase-Metallocofaktor-Gruppe verantwort-
lich und verfügt neben der radikalische SAM-
Domäne über zwei weitere Bindungsstellen für
[Fe4S4]-Cluster (Abb. 2.7) (Wiig et al., 2012;
Hu & Ribbe 2016). Die radikalischen SAM-
Methyltransferasen (RSMTs) sind eine Unter-
familie der RSS, zu der auch die Menachinon-
Methyltransferasen gehören. RSMTs sind Enzyme,
die nichtreaktive Kohlenstoff- oder Phosphorato-
me in verschiedenen Molekülen wie Primär- und
Sekundärmetaboliten, Proteinen, Zuckern, Lipi-
den und RNA methylieren (Bauerle et al., 2015).
Die RSMTs werden je nach Domänenarchitektur,

Cofaktor-Ausstattung und Reaktionsmechanismus
in vier Klassen (Klasse A, B, C und E) eingeteilt
(Abb. 2.7). Ursprünglich wurden fünf Klassen von
RSMTs definiert (A, B, C, D und E). Allerdings
hat sich gezeigt, dass das Enzym MJ0619, das
zuvor die Klasse D gebildet hat, fälschlicherweise
als RSMT annotiert wurde. Tatsächlich handelt es
sich bei MJ0619 um eine Tetraether-Lipidsynthase
(Lloyd et al., 2022).

Abbildung 2.7: Allgemeine Domänenarchitek-
tur der vier Klassen von radikalen SAM-
Methyltransferasen. rSAM Domäne, radikalische
SAM Domäne; CPDH, Coproporphyrinogen-III-
Dehydrogenase; K-Cluster, zusätzliche [Fe4S4]-
Cluster Bindestelle.

2.10 Menachinon-
Methyltransferasen

Das Enzym, das für die Methylierung des
Naphthochinonrings verantwortlich ist, wurde
erstmals in W. succinogenes entdeckt und als
MqnK bezeichnet (Hein et al., 2017). Durch
den Einsatz einer mqnK -Deletionsmutante von
W. succinogenes wurde nachgewiesen, dass diese
nicht mehr in der Lage war, MMK6 zu produ-
zieren. Zusätzlich konnte die MMK6-Produktion
durch genomische Komplementierung mit dem
nativen mqnK -Gen wiederhergestellt werden.
Die Bezeichnung des Enzyms hängt vom vor-
herrschenden Menachinon-Biosyntheseweg in
dem jeweiligen Mikroorganismus ab. Bei der
Untersuchung von anderen Mikroorganismen
wie Adlercreutzia equolifaciens wurde nicht nur
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ein homologes Protein zu MqnK entdeckt, das
aufgrund des Vorhandenseins des Men-Wegs als
MenK bezeichnet wurde, sondern noch eine weite-
re MK Methyltransferase namens MenK2 (Hein
et al., 2017; Hein et al., 2018). Der Unterschied
zwischen MenK und MenK2 liegt in der Methy-
lierungsposition des Naphthochinonrings. Daher
wurden die Menachinon-Methyltransferasen in
die Unterfamilien MenK/MqnK und MenK2
unterteilt, je nachdem, an welcher Position ihres
MK- (oder MMK-) Substrats sie die spezifische
Methylierung durchführen.
Zur Identifizierung der Methylierungsposition
von MenK/MqnK wurden die Chinone aus von
Fumarat-gewachsenen W. succinogenes-Zellen
extrahiert und einer Hochleistungsflüssigkeitsch-
romatographie (HPLC) unterzogen (Hein et al.,
2017). Mithilfe dieses Verfahrens wurde eine klare
Trennung zwischen MK6 und MMK6 erreicht.
Die isolierte MMK6-Spezies aus W. succinogenes
wurde im Anschluss daran anhand von 1H,13C-
heteronuklearer Mehrfachbindungskorrelation
(HMBC)-kernmagnetischer Resonanzspektrosko-
pie (NMR) sowie Massenspektrometrie (MS) als
8-MMK6 identifiziert.
Um die Methylierungsposition von MenK2
zu bestimmen, wurde das menK2-Gen aus
A. equolifaciens in W. succinogenes genomisch
exprimiert (Hein et al., 2018). Die unbekannte
Chinon-Spezies wurde anschließend mithilfe
von HPLC isoliert und ihre Struktur wurde
durch HMBC-NMR und MS aufgeklärt. Es
konnte festgestellt werden, dass es sich bei der
identifizierten Spezies um 7-MMK6 handelte.
Anhand dieser Erkenntnisse wurde festgestellt,
dass Enzyme wie MenK/MqnK die Methylierung
am C-8-Atom des Naphthochinon-Ringsystems
katalysieren, während MenK2 hingegen die
Methylierung am C-7-Atom durchführt.
Bioinformatische Analysen haben gezeigt, dass
MenK/MqnK/MenK2 in die Klasse C der RSMTs
der radikalischen SAM-Superfamilie gehört.
Diese Zuordnung basiert auf dem Vorhandensein
einer CPDH Domäne und des konservierten
[Cx3Cx2C]-Motivs (Hein et al., 2017). Die Zu-
gehörigkeit zur Klasse C der RSMTs wurde
später durch in-vitro-Enzymassays bestätigt
(Hein 2019). Eine detaillierte Untersuchung
wurde bisher an den Enzymen MenK und
MenK2 aus Adlercreutzia equolifaciens (AeMenK,

AeMenK2) durchgeführt (Hein et al., 2017; Hein
et al., 2018). Es ist bekannt, dass diese beiden
Enzyme, wie es typisch für die Klasse C ist,
neben der radikalischen SAM-Domäne auch
eine CPDH-Domäne besitzen (Abb. 2.8). Durch
Sequenzalignments konnte man bei AeMenK und
AeMenK2 zusätzlich eine N-terminale Tripwire-
Domäne und eine Linker-Domäne identifizieren,
welche die radikalische SAM-Domäne mit der
CPDH-Domäne verbindet (Hein et al., 2018).
Eine Änderung der Methylierungsposition von
C-7 auf C-8 wurde erreicht, indem man die
Linker- und CPDH-Domäne von AeMenK2 mit
AeMenK austauschte und das chimäre Enzym
in E. coli produzierte. Chimäre Enzyme, die
nur die Linker- oder CPDH-Domäne von MenK
enthielten, führten nicht zur Methylierung von
MK-Derivaten, obwohl sie in den entsprechenden
E. coli-Zellen produziert wurden. Es scheint daher,
dass die kombinierte Linker- und CPDH-Domäne
die spezifische Methylierungsposition bei C-8 oder
C-7 bestimmt.
Der [Fe4S4]-Cluster, der über das Motiv
[Cx3Cx2C] in der radikalischen SAM-Domäne
koordiniert wird, wurde durch UV/VIS-
Absorptionsspektren sowie Eisen- und Sul-
fitgehaltsbestimmungen nachgewiesen (Hein
2019). Mithilfe der Cyclovoltammetrie konnte ein
Standardredoxpotential von E0´ = –386mV für
[Fe4S4]-Cluster aus AeMenK bestimmt werden.

Abbildung 2.8: Domänenarchitektur der radikalen
SAM-Menachinon-Methyltransferasen. TW, Trip-
wire; rSAM Domäne, radikalische SAM Domäne;
CPDH, Coproporphyrinogen-III-Dehydrogenase.

In-vitro-Enzymassays mit AeMenK lieferten erste
Erkenntnisse zum Reaktionsmechanismus (Hein
2019). Dabei kam SAM mit einer deuterierten
Methylgruppe (CD3-SAM) zum Einsatz. Die
Ergebnisse zeigten, dass das 5-AdoH-Produkt ein
Deuteriumatom enthielt. Dies deutete daraufhin,
dass das 5-Ado-Radikal ein deuteriertes Wasser-
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stoff von der Methylgruppe von SAM2 abstrahiert
hat, wodurch das Methylenradikal entstand.
Weiterhin wurde eine Massenverschiebung von
+2 Da beim methylierten Produkt, 8-MMK,
beobachtet. Dies legt nahe, dass die deuterierte
Methylengruppe auf den Naphthochinonring
übertragen wurde.
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde ein
Reaktionsmechanismus vorgeschlagen, bei dem
das 5-Ado-Radikal ein Proton von SAM2 abstra-
hiert, um ein Methylenradikal zu erzeugen, das
auf das MK übertragen wird (Abb. 2.9) (Hein
2019). Die Quelle des dritten Protons war jedoch
unklar. Beobachtet wurde jedoch, dass sich die
Methylgruppe im Laufe der Zeit von -CD2H
zu -CDH2 änderte. Es ist daher anzunehmen,
dass das dritte Proton von einer Base stammt,
die mit dem Lösungsmittel interagiert und im
Laufe der Zeit Protonen aus dem Puffer an MK
anreichert. Ein ähnlicher Effekt wurde auch bei
TptI beobachtet, einem Enzym der Klasse C
RSMTs, das die Methylierung des Thiazolrings
im Thiopeptid Thiomuracin katalysiert (Zhang
et al., 2017b).

Die Verbreitung der Menachinon-
Methyltransferasen in Bakterien und Archaea
ist noch nicht vollständig geklärt. Zwar konnte
die Anwesenheit von MenK/MqnK/MenK2 in
einigen wenigen Mikroorganismen experimentell
nachgewiesen werden, jedoch gibt es in der
Literatur Beschreibungen von Mikroorganismen,
die zur Synthese von MMK bzw. DMMK befähigt
sind (Anh. Abb. S.1) (Hein et al., 2017). Diese
Fähigkeit wurde bisher nur in den bakteriellen
Phyla Actinomycetota und Pseudomonadota
innerhalb der Klassen Betaproteobacteria, Gam-
maproteobacteria und Epsilonproteobacteria,
sowie den archaealen Phyla Euryarchaeota und
Thermoproteota nachgewiesen.

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus der radikalischen SAM-Menachinon-
Methyltransferase AeMenK. Initiierung der Reaktion durch die Übertragung des Radikals auf SAM2 mit
anschließender Bildung eines Methylen-Radikals. Übertragung des Methylen-Radikals auf Menachinon.
Entstehende Produkte währrend der Reaktion sind rot makiert. SAM, S-Adenosyl-L-Methionin; SAH,
S-Adenosylhomocystein; 5-Ado, 5´-Desoxyadenosin; MK, Menachinon; 8-MMK, 8-Methylmenachinon.
Modifiziert nach Hein 2019.
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Ziele der Arbeit

Im Verlauf dieser Forschungsarbeit bestan-
den die Hauptziele darin, die Phylogenie und
Bedeutung sowie die Struktur und Funktion
von methylierten Menachinonen umfassend
zu untersuchen. Hieraus ergaben sich mehrere
spezifische Teilziele.

Phylogenie der Menachinon-
Methyltransferasen

Im Rahmen dieser Arbeit war das Ziel, die
bislang unklare Phylogenie der methylierter
MK-Derivate zu klären. Durch den Einsatz von
Cluster- und phylogenetischen Analysen sollte
eine eingehende Untersuchung der Verbreitung
der MenK/MqnK/MenK2-Familie innerhalb der
Archaea und Bakterien erfolgen. Besonderes
Augenmerk lag dabei auf der Identifikation nicht
charakterisierter MenK/MqnK/MenK2-Proteine.
Die potenziellen Sequenzen dieser Proteine
sollten im Anschluss durch Sequenzvergleiche auf
sequenzielle Auffälligkeiten hin untersucht werden,
wozu die Identifikation konservierter Aminosäuren
und die Ableitung möglicher spezifischer Motive
gehörten. Die bis dahin erlangten Ergebnisse
sollten durch die heterologe Expression von
potenziellen menK/mqnK/menK2-Kanditaten in
E. coli bestätigt werden.

Produktion und Charakterisierung der
Menachinon-Methyltransferasen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Ma-
nipulation des Chinonpools von E. coli durch
die Erstellung der Deletionsmutanten ∆ubiE
und ∆ubiCA. Dabei sollte einerseits getestet
werden, ob die MenK/MqnK/MenK2-Familie

in der Lage ist, neben MK auch DMK zu
methylieren, und andererseits sollte überprüft
werden, ob eine Überproduktion methylierter
MK-Derivate möglich ist. Des Weiteren war
geplant, die MenK/MqnK/MenK2-Familie hin-
sichtlich Produktionsverhalten, Proteinausbeute,
Oligomerisierungspotenzial, molekularer Massen
und Proteinstabilität in E. coli zu charakterisieren.
Darauf aufbauend sollten die Enzymaktivitäten
durch Enzymassays überprüft werden, wobei
auch mögliche Parameter für eine generell geringe
Enzymaktivität der MenK/MqnK/MenK2-
Familie im Enzymtest untersucht werden sollte.
Hierfür sollten Inhibitionstests durchgeführt
werden, um potenzielle Hemmungen durch die
Reaktionsprodukte SAH, MTA und 5-Ado zu
testen. Es sollte ebenfalls getestet werden, ob die
Zugabe von gereinigtem MTAN einen positiven
Effekt auf die Enzymaktivität haben könnte,
indem die Reaktionsprodukte abgebaut werden.

Struktur und Reaktionsmechanismus
der Menachinon-Methyltransferasen

Darüber hinaus sollten mithilfe von Struk-
turvorhersagen durch AlphaFold neue Er-
kenntnisse über den strukturellen Aufbau der
MenK/MqnK/MenK2-Familie gewonnen werden.
Hierbei liegt ein besonderer Fokus auf der
Identifizierung des aktiven Zentrums und des
Substratkanals, um ein verbessertes Verständnis
des Reaktionsmechanismus zu erlangen.
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Material & Methoden

4.1 Chemikalien

Chemikalien Summformel Hersteller
2-Propanol (HPLC) C3H8O Carl Roth, Karlsruhe
4-Chloro-1-Naphthol C10H7ClO Carl Roth, Karlsruhe
5'-Deoxy-5'-Methylthioadenosin C11H15N5O3S Sigma-Aldrich, Taufkirchen
5'-Deoxyadenosin C10H13N5O3 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Aceton (HPLC) C3H6O Carl Roth, Karlsruhe
Acetonitril (HPLC) C2H3N Carl Roth, Karlsruhe
Acrylamidlösung (37,5:1) Carl Roth, Karlsruhe
Agarose Standard Carl Roth, Karlsruhe
Albumin Fraktion V Carl Roth, Karlsruhe
Ameisensäure (LC-MS Grade) CH2O2 Carl Roth, Karlsruhe
Aminohexansäure C6H13NO2 Carl Roth, Karlsruhe
Ammoniumeisen(II)-sulfat Hexahydrat (NH4)2Fe(SO4)2 · 6H2O Carl Roth, Karlsruhe
Ammoniumeisen(III)-citrat C6H8O7 · x Fe3+ · y NH3 Carl Roth, Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat (NH4)2S2O8 Carl Roth, Karlsruhe
Ampicillin Natriumsalz C16H18N3NaO4S Carl Roth, Karlsruhe
Anhydrotetracyclin Hydrochlorid C22H22N2O7 ·HCl Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biotin-Blocking-Puffer IBA GmbH, Göttingen
Bis-(2-hydroxyethyl)-aminotris- (hydro-
xymethyl)-methan

C8H19NO5 Carl Roth, Karlsruhe

Calciumchlorid CaCl2 Carl Roth, Karlsruhe
Chloramphenicol C11H12Cl2N2O5 Carl Roth, Karlsruhe
Chloroform (deuteriert) CDCl Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Coomassie® Brilliant Blue G250 C47H48N3O7S2Na Carl Roth, Karlsruhe
D-Mannitol C6H14O6 Carl Roth, Karlsruhe
Dimethylsulfoxid C2H6OS Carl Roth, Karlsruhe
Essigsäure C2H4O2 Carl Roth, Karlsruhe
Ethanol CH3CH2OH Carl Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromidlösung 1% C21H20BrN3 Carl Roth, Karlsruhe
Ethylendiamintetraessigsäure Dinatrium-
salz Dihydrat

C10H14N2Na2O8 · 2H2O Carl Roth, Karlsruhe
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Chemikalien Summformel Hersteller
Flavin-adenin-dinucleotid Dinatriumsalz C27H31O15N9Na2P2 Carl Roth, Karlsruhe
Formiergas 95/5 x N2 · y H2 Air Liquide, Frankfurt
Gel-Blottingpapiere Whatman® Carl Roth, Karlsruhe
Glucose Monohydrat C6H12O6 ·H2O Carl Roth, Karlsruhe
Glycerin C3H8O3 Carl Roth, Karlsruhe
Hefeextrakt Carl Roth, Karlsruhe
Imidazol C3H4N2 Carl Roth, Karlsruhe
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid C9H18O5S Carl Roth, Karlsruhe
Kanamycinsulfat C18H36N4O11 ·H2SO4 Carl Roth, Karlsruhe
L-Arabinose C5H10O5 Carl Roth, Karlsruhe
L-Cystein Hydrochlorid Monohydrat C3H7NO2S ·HCl ·H2O Carl Roth, Karlsruhe
Luria/Miller-Agar Carl Roth, Karlsruhe
Luria/Miller-Medium Carl Roth, Karlsruhe
Menachinon-4 C31H40O2 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Methanol (HPLC) CH3OH Carl Roth, Karlsruhe
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin,
1,2-Bis-(dimethylamino)-ethan

C6H16N2 Carl Roth, Karlsruhe

Natriumacetat NaCH3COO Carl Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid NaCl Carl Roth, Karlsruhe
Natriumdihydrogenphosphat Monohy-
drat

NaH2PO4 ·H2O Carl Roth, Karlsruhe

Natriumdithionit C4H10O2S2 Carl Roth, Karlsruhe
Natriumhydroxid NaOH Carl Roth, Karlsruhe
Natriumnitrat NaNO3 Carl Roth, Karlsruhe
Natriumsulfid Na2S Carl Roth, Karlsruhe
Nickel(II)-chlorid Hexahydrat NiCl2 · 6H2O Carl Roth, Karlsruhe
Riboflavin-5'-monophosphat Natriumsalz C17H20N4NaO9P Carl Roth, Karlsruhe
Roti® Load 1 Carl Roth, Karlsruhe
S-(5'-Adenosyl)-L-homocysteine C14H20N6O5S Carl Roth, Karlsruhe
S-(5'-Adenosyl)-L-methionine iodide C15H23IN6O5S Carl Roth, Karlsruhe
SERVA Blau G SERVA, Heidelberg
Salzsäure 37% HCl Carl Roth, Karlsruhe
Sample Buffer Blue Native SERVA, Heidelberg
Spectinomycin -dihydrochlorid Pentahy-
drat

C14H24N2O7 · 2HCl · 5H2O Carl Roth, Karlsruhe

Stickstoff N2 Air Liquide, Frankfurt
Terrific-Broth-Medium Carl Roth, Karlsruhe
Transfermembran PVDF Carl Roth, Karlsruhe
Trichloressigsäure CCl3COOH Carl Roth, Karlsruhe
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan NH2C(CH2OH)3 Carl Roth, Karlsruhe
Triton™-X100 C33H60O10 Carl Roth, Karlsruhe
Trypton Carl Roth, Karlsruhe
Tween® 20 Carl Roth, Karlsruhe
Wasser (HPLC) H2O Carl Roth, Karlsruhe
β-Nicotinamidadeninedinukleotidephos-
phate Tetranatriumsalz

C21H26N7Na4O17P3 Carl Roth, Karlsruhe

N -Tris-(hydroxymethyl)-methyl-glycin C6H13NO5 Carl Roth, Karlsruhe
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Chemikalien Summformel Hersteller
n-Hexan (HPLC) C6H14 Carl Roth, Karlsruhe
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat Na2HPO4 · 2H2O Carl Roth, Karlsruhe

4.2 Mikroorganismen

Bezeichnung Genotype Referenz
E. coli XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17

supE44 relA1 lac [F'proAB la-
cI qZ∆M15 Tn10 (Tetr)]

Agilent, Kalifornien, USA

E. coli BL21 (DE3) fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3)
[dcm] ∆hsdS λ DE3 = λ sBamHIo
∆EcoRI-B int::(lacI::PlacUV5::T7
gene1) i21 ∆nin5

New England Biolabs, Frankfurt

E. coli BL21 (DE3) ∆ubiE Derivat von Bl21 (DE3), dem das
ubiE-Gen fehlt, das für eine C-
Methyltransferase kodiert, die an
der Ubichinon und Menachinon
Biosynthese beteiligt ist

Diese Arbeit

E. coli C43 (DE3) F– ompT hsdSB (rB
– mB

–) gal dcm
(DE3)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

E. coli C43 (DE3) ∆ubiCA Derivat von C43 (DE3), bei dem
die ubiCA-Gene fehlen, die für die
ersten beiden Enzyme in der Bio-
synthese von Ubichinon kodieren

Diese Arbeit

E. coli C41 (DE3) – ompT hsdSB (rB
– mB

–) gal dcm
(DE3)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

E. coli Rosetta (DE3) F– ompT hsdSB (rB
– mB

–) gal dcm
(DE3) pRARE (CamR)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

E. coli JM109 endA1 recA1 gyrA96 thi hsdR17
(rk–, mk+) relA1 supE44 ∆(lac-
proAB) [F' traD36 proAB la-
cI qZ∆M15]

Promega, Walldorf

E. coli TOP10 F– mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)
Φ80lacZ∆aM15 ∆lacX74 recA1
araD139 ∆(ara-leu7697 galU halK
rpsK rpsL (StrR) endA1 nupG

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

E. coli EC135 Derivat von TOP10, bei dem die
dam und dcm-Gene fehlen, die für
DNA Methyltransferasen kodieren

Zhang et al., 2012
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4.3 Plasmide

Nr. Bezeichnung Eigenschaften Referenz
1 pACYC-Duet1 IPTG induzierbarer Expressions-

vektor mit zwei MCS und T7-
Promotor; CMR

Novogene, Kalifornien, USA

2 pAC-AeMenK Derivat von 1; zur Produktion
von AeMenK in E. coli

Hein et al., 2017

3 pAC-AeMenK2 Derivat von 1; zur Produktion
von AeMenK2 in E. coli

Hein et al., 2018

4 pAC-CtMenK Derivat von 1; zur Produktion
von CtMenK in E. coli

Diese Arbeit

5 pAC-CtMenK2 Derivat von 1; zur Produktion
von CtMenK2 in E. coli

Diese Arbeit

6 pAC-FmMenK Derivat von 1; zur Produktion
von FmMenK in E. coli

Diese Arbeit

7 pAC-WSMenK Derivat von 1; zur Produktion
von WSMenK in E. coli

Diese Arbeit

8 pAC-SaMenK Derivat von 1; zur Produktion
von SaMenK in E. coli

Diese Arbeit

9 pET-28(a)+ IPTG induzierbarer Expressions-
vektor mit T7-Promotor zur Pro-
duktion von His-getaggten Prote-
inen; KanR

Novogene, Kalifornien, USA

10 pET-AeMenK Derivat von 9; zur Produktion
von AeMenK in E. coli

Hein 2019

11 pET-AeMenK2 Derivat von 9; zur Produktion
von AeMenK2 in E. coli

Diese Arbeit

12 pET-CtMenK Derivat von 9; zur Produktion
von CtMenK in E. coli

Diese Arbeit

13 pET-CtMenK2 Derivat von 9; zur Produktion
von CtMenK2 in E. coli

Diese Arbeit

14 pET-WSMenK Derivat von 9; zur Produktion
von WSMenK in E. coli

Diese Arbeit

15 pET-FldA Derivat von 9; zur Produktion
von FldA in E. coli

Hein 2019

16 pET-Fpr Derivat von 9; zur Produktion
von Fpr in E. coli

Hein 2019

17 pET-MTAN Derivat von 9; zur Produktion
von MTAN in E. coli

Diese Arbeit

18 pET-AeMenK_T7_24 Derivat von 10; verringerte T7-
Promotorexpression

Diese Arbeit
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Nr. Bezeichnung Eigenschaften Referenz
19 pET-AeMenK2_T7_24 Derivat von 11; verringerte T7-

Promotorexpression
Diese Arbeit

20 pET-CtMenK_T7_24 Derivat von 12; verringerte T7-
Promotorexpression

Diese Arbeit

21 pET-CtMenK2_T7_24 Derivat von 13; verringerte T7-
Promotorexpression

Diese Arbeit

22 pET-CtMenK_T7_29 Derivat von 12; stark verringerte
T7-Promotorexpression

Diese Arbeit

23 pCas9cr4 Expressionsvektor mit Tetracy-
clin induzierbaren sgRNA und
Arabinose-induzierbarem λ-Red-
System; SmR

Reisch & Prather 2017

24 pKDsg-p15 Expressionsvektor mit
Tetracyclin-induzierbarer
Cas9-Nuklease; CmR

Reisch & Prather 2017

25 pKDsg-ubiE Derivat von 24; zur Deletion von
ubiE in E. coli BL21 (DE3)

Diese Arbeit

26 pKDsg-ubiCA Derivat von 24; zur Deletion von
ubiCA in E. coli C43 (DE3)

Diese Arbeit

27 pUC19 kleiner, high copy Klonierungs-
vektor für E. coli; AmpR

New England Biolabs, Frankfurt

28 pUC19-menA Derivat von 27; zur Produktion
von menA in E. coli; konstituti-
ver lac promoter

Diese Arbeit

4.4 Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz 3´→5´ Beschreibung

pAC_WsMenK_F GTTAAGTATAAGAAGGAGATATACATATGGCAGAGATG-
AAGAAAATGG

pAC_WsMenK_R CGAACTGCGGATGGCTCCATGCACTCATATCCTCTGAG-
CTTAGGCG

pAC_SaMenK_F AGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACATATGATTTCAACC-
CTTGTCGGTTATATGGCCCG

Erstellung von
Expressionsplasmiden zur
Chinonaufreinigung

pAC_SaMenK_R TCACTTTTCGAACTGCGGATGGCTCCATGCACTCAATT-
CTTCCACAGGCAACCGCGTCTGC

pAC_FmMenK_I_F AAGGAGATATACATATGTCATTAGCCGAACGC

pAC_FmMenK_I_R GGATGGCTCCATGCACTCATGTCGGACGCTTTG

pAC_FmMenK_O_F TCCGACATGAGTGCATGGAGCCATCCGCAGTTC

pAC_FmMenK_O_R TTCGGCTAATGACATATGTATATCTCCTTC
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Bezeichnung Sequenz 3´→5´ Beschreibung
pAC_CtMenK_I_F GAAGGAGATATACATATGCTATCCGAACGCCTACTTTC

pAC_CtMenK_I_R GCTCCATGCACTGAACATCTTGCGCTCGCACTC

pAC_CtMenK_O_F CGCAAGATGTTCAGTGCATGGAGCCATCCGCAGTTC

pAC_CtMenK_O_R GCGTTCGGATAGCATATGTATATCTCCTTC

Erstellung von
Expressionsplasmiden zur
Chinonaufreinigung

pAC_CtMenK2_I_F ATAAGAAGGAGATATACATATGCTTTCAGAAAGAATG

pAC_CtMenK2_I_R GCTCCATGCACTCTTCTGGGTGCCGTCGCCAAAGAGC

pAC_CtMenK2_O_F ACGGCACCCAGAAGAGTGCATGGAGCCATC

pAC_CtMenK2_O_R AGCATTCTTTCTGAAAGCATATGTATATCTCCTTCTTAT-
AC

pAC_linear_F ATGTATATCTCCTTCTTATACTTAAC

pAC_linear_R GTGCATGGAGCCATCCGCAGTTCGAAAAGTGAAATAAT-
CGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTGCTGCG

pET_WsMenK_I_F TGGTGCTCGAGCATATCCTCTGAGCTTAGG

pET_WsMenK_I_R GCGGCAGCCATATGGCAGAGATGAAGAAAATG

pET_WsMenK_O_F ATCTCTGCCATATGGCTGCCGCGCGGCACC

pET_WsMenK_O_R CTAAGCTCAGAGGATATGCTCGAGCACCACCAC

pET_CtMenK_I_F GGTGGTGCTCGAGTTGGTCCGCGCCCGCCGCTT-
CGTC

Erstellung von
Expressionsplasmiden zur
Proteinproduktion

pET_CtMenK_I_R GCGCGGCAGCCATATGCTATCCGAACGCCTAC

pET_CtMenK_O_F CGTTCGGATAGCATATGGCTGCCGCGCGGCACCAG

pET_CtMenK_O_R GGCGGGCGCGGACCAACTCGAGCACCACCAC

pET_CtMenK2_I_F GTGGTGCTCGAGCTTCTGGGTGCCGTCGCCAAAG

pET_CtMenK2_I_R GCGCGGCAGCCATATGCTTTCAGAAAGAATG

pET_CtMenK2_O_F TCTGAAAGCATATGGCTGCCGCGCGGCACC

pET_CtMenK2_O_R GACGGCACCCAGAAGCTCGAGCACCACCAC

pET_MTAN_I_F TGCGGCCGCAAGCTTTTAGCCATGTGCCAG

pET_MTAN_I_R TCGCGGATCCGAATTCATGAAAATCGGCATC

pET_MTAN_O_F AATGATGCCGATTTTCATGAATTCGGATCC

pET_MTAN_O_R GCACATGGCTAAAAGCTTGCGGCCGCACTC

p_T7_24_F CGACTCACTTTTGAGGAATTGTGAG

Änderung der T7
Promotor Sequenz

p_T7_24_R CTCACAATTCCTCAAAAGTGAGTCG

p_T7_29_F CGACTCACTCTCTGGGAATTGTGAG

p_T7_29_R CTCACAATTCCCAGAGAGTGAGTCG

pETup ATGCGTCCGGCGTAGA Sequenzierung der
pACYC und pET
Plasmide

T7 TAATACGACTCACTATAGGG
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Bezeichnung Sequenz 3´→5´ Beschreibung
T7term CTAGTTATTGCTCAGCGGT

DuetUP2 TTGTACACGGCCGCATAATC Sequenzierung der
pACYC und pET
Plasmide

DuetDOWN2 GCTAGTTATTGCTCAGCGG

UbiE_vfb_F AGCCGAATGATGAAGCTTATCAAC

Erstellung der
Deletionsmutante ∆ubiE

UbiE_vfb_R GGTTTAAAAGGCATTTCCGGTCTCCTGCTCAATGCCTG-
CTTCATCAAAAAATTGTTCC

UbiE_hfb_F GGAACAATTTTTTGATGAGCAGGCATTGAGCAGGAGAC-
CGGAAATGCCTTTTAAACC

UbiE_hfb_R TGGCGTTCGCTGAACACCAGAATC

UbiE_sgRNA_F AGCTTTCGCTAAGGATGATTT

UbiE_sgRNA_R GCCTGCAGTCTAGACTCGAG

UbiE_Seq_F GCGCAGGATAACTACC

UbiE_Seq_R CAGGGTCGAACTCTG

UbiCA_vfb_F ATCGGTAAAGCGTAAGGTTC

UbiCA_vfb_R TCCGGCTTTTTTACATCAGCCGAACTCTCCGTTACATAA-
C

UbiCA_hfb_F TATGTAACGGAGAGTTCGGCTGATGTAAAAAAGCCGGA-
TG

Erstellung der
Deletionsmutante ∆ubiCA

UbiCA_hfb_R AGACGTGCGTTTGACGATTG

UbiCA_sgRNA_F AACGTTAAGCGGGCCGGAGCGTTTTAGAGCTAGAAATAG-
CAAG

UbiCA_sgRNA_R GCTCCGGCCCGCTTAACGTTGTGCTCAGTATCTCTATC-
ACTG

UbiCA_Seq_F GTTGGCGAGCTCATC

UbiCA_Seq_R AGACGTGCGTTTGAC

CPEC2F CGGCGTCACACTTTGCTAT

gamR TTTATAACCTCCTTAGAGCTCGA

sgRNA_seq AGCTTTCGCTAAGGATGATTT

pUC_MenA_F TCGTTTCACACAGGAAACAGCTATGACTGAACAACAAA-
TTAGCCGAACTC

Erstellung des
Expressionsplasmids
pUC19-menA

pUC_MenA_R TCGGGGCTGGCTTAATTATGCTGCCCACTG

pUC_linear_F TGGGCAGCATAATTAAGCCAGCCCCGACAC

pUC_linear_R GCTGTTTCCTGTGTGAAACGAGATCTCGCTCACAATTC-
CACACAACATAC

pBR1_seq CGAAAAGTGCCACCTGAC
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4.5 Sonstige Materialien

Enzyme und Antikörper Hersteller
Q5-Polymerase New England Biolabs, Frankfurt
OneTaq-Polymerase New England Biolabs, Frankfurt
PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase Agilent, Kalifornien, USA
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Frankfurt
Lysozym Carl Roth, Karlsruhe
Xanthinoxidase Sigma-Aldrich, Taufkirchen
6x His polyklonaler Antikörper ProteinTech, Planegg-Martinsried
HRP-konjugiertes Ziege-Anti-Kaninchen-IgG ProteinTech, Planegg-Martinsried
Strep-Tactin® HRP-Konjugat IBA GmbH, Göttingen
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix New England Biolabs, Frankfurt

Kits Hersteller
GenElute™Bacterial Genomic DNA Kit Sigma-Aldrich, Taufkirchen
GenElute™PCR Clean-Up Kit Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roti®-Nanoquant Carl Roth, Karlsruhe
Thermal Shift™Dye Kit Thermo Scientific, Dreieich

Größenstandards Hersteller
1 kb Plus DNA Ladder New England Biolabs, Frankfurt
DNA Ladder 100 bp New England Biolabs, Frankfurt
Color Prestained Protein Standard New England Biolabs, Frankfurt
SERVA Native Marker Liquid Mix SERVA, Heidelberg

4.6 Medien

LB-Flüssigmedium (1 L) LB-Festmedium (1 L) LBGN-Flüssigmedium (1 L)
Trypton 10 g Trypton 10 g Trypton 10 g
Hefeextrakt 5 g Hefeextrakt 5 g Hefeextrakt 5 g
NaCl 10 g NaCl 10 g NaCl 10 g
pH-Wert 7 Agar 15 g Glycerin 5ml

pH-Wert 7 Natriumnitrat 10 g
pH-Wert 7
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TB-Flüssigmedium (1 L) SOB-Flüssigmedium (1 L) SOC-Flüssigmedium (1 L)
Casein 12 g Trypton 20 g Trypton 20 g
Hefeextrakt 24 g Hefeextrakt 5 g Hefeextrakt 5 g
K2HPO4 12,54 g NaCl 0,5 g NaCl 0,5 g
KH2PO4 2,31 g KCl 0,18 g KCl 0,18 g
Glycerin 5ml MgSO4 2,4 g MgSO4 2,4 g
pH-Wert 7,2 pH-Wert 7,5 Glucose 4 g

pH-Wert 7,5

4.7 Puffer und Lösungen

Agarose-Gelelektrophorese SDS-Gelektrophorese
50 x TAE-Puffer Sammelgelpuffer
Tris/HCl 2M Tris/HCl 0,5M
Natriumacetat 25mM pH-Wert 6,8
EDTA 0,5mM
pH-Wert 7,8 Trenngelgelpuffer

Tris/HCl 1,5M
Western Blot pH-Wert 8,8
Anodenpuffer I
Tris/HCl 0,3M (pH10,4) Lämmli-Puffer
Methanol 20% (v/v) Tris/HCl 0,25M (pH 8,5)

Glycin 1,92M
Anodenpuffer II SDS 1% (w/v)
Tris/HCl 25mM (pH10,4)
Methanol 20% (v/v) Färbelösung

Coomassie® Blau R 250 0,2% (w/v)
Kathodenpuffer Ethanol 45% (v/v)
Tris/HCl 25mM (pH9,4) Essigsäure 10% (v/v)
Methanol 20% (v/v)
Aminohexansäure 40mM Entfärbelösung

Ethanol 20% (v/v)
10-fach PBS-Puffer (1 L) Essigsäure 5% (v/v)
NaCl 72,0 g Glycerin 1% (v/v)
Na2HPO4 · 2H2O 14,2 g
NaH2PO4 ·H2O 2,8 g Blaue Native Polyacrylamid-

Gelelektrophorese
Entwicklerlösung 10-fach nativer Kathodenpuffer
4-Chloro-1-Napthol 60mg Tricin/HCl 500mM (pH7,0)
Ethanol 5ml BisTris/HCl 150mM
PBS 20ml
H2O2 80µl 10-fach nativer Anodenpuffer

BisTris/HCl 500mM (pH7,0)
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Proteinreinigung Enzymassay
Puffer W Assay-Puffer
Tris/HCl 40mM (pH8,0) Tris/HCl 40mM (pH8,0)
NaCl 200mM NaCl 25mM
Imidazol 40mM Glycerin 10% (v/v)

DT 10mM
Puffer E
Tris/HCl 40mM (pH8,0)
NaCl 200mM
Imidazol 250mM

SEC Puffer
Tris/HCl 40mM (pH8,0)
NaCl 200mM
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4.8 Mikrobiologische
Methoden

4.8.1 Kultivierung von E. coli

E. coli XL1-Blue diente zur Plasmidkonstrukti-
on und -vermehrung und wurde in LB-Medien
bei 37 °C schüttelnd (180 rpm) kultiviert. E. coli
BL21 (DE3) wurde für die Protein- und Chinon-
produktion verwendet und in TB-Medium schüt-
telnd (130 rpm) bei 30 °C inkubiert. Die Kulti-
vierung auf LB-Agarmedien fand abhängig vom
Plasmid bei 30 bzw. 37 °C statt. Die Kulturen von
E. coli C43 (DE3) zur Aufreinigung von Chino-
nen wurden in LBNG-Medium inkubiert. Dieses
Medium setzte sich aus LB-Medium mit 5 g/L
Glycerin und 10 g/L Natriumnitrat zusammen.
Die Inkubation erfolgte bei 30 °C unter Schüt-
teln (100 rpm). Alle Flüssigkulturen wurden unter
mikroaeroben Bedingungen kultiviert. Bei Bedarf
wurden den Medien vor dem Beimpfen Kanamycin
(50µg/ml), Chloramphenicol (25µg/ml), Specti-
nomycin (50µg/ml), Ampicillin (100µg/ml) oder
in Kombination zugesetzt, um einen Selektions-
druck zu erzeugen.

4.9 Molekularbiologische
Methoden

4.9.1 Amplifikation von
DNA-Fragmenten

Für die Amplifikation von DNA-Fragmenten oder
Genen zur Erstellung von Plasmiden oder dop-
pelsträngige DNA (dsDNA)-Fragmenten wurde
die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) mit der
Q5-Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt)
nach Angaben des Herstellers durchgeführt (Tab.
4.8 und 4.9). Um den Genotyp zu überprüfen,
wurden die Genom- oder Plasmidbereiche unter
Verwendung der OneTaq-Polymerase (New Eng-
land Biolabs, Frankfurt) gemäß den Anweisungen
des Herstellers amplifiziert (Tab. 4.10 und 4.11).
Hierfür wurden Zellen aus Kulturen oder Kolonien
verwendet.

Tabelle 4.8: Reaktionsansatz für die Q5-
Polymerase zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten.

Komponenten 50µl Reaktion
DNA Templat 50 ng
10mM dNTPs 1µl
10µM Forward Primer 2,5µl
10µM Forward Primer 2,5µl
5x Q5-Reaktionspuffer 10µl
Q5-Polymerase 0,5µl
ddH2O ad 50µl

Tabelle 4.9: Thermocycler-Bedingungen für die
Q5-Polymerase.

Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung 98 °C 30 s

30
Zy

kl
enDenaturierung 98 °C 10 s

Annealing 55 °C 30 s
Extension 72 °C 30 s/kb
Finale Extension 72 °C 2min

Tabelle 4.10: Reaktionsansatz für die OneTaq-
Polymerase zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten.

Komponenten 25µl Reaktion
Kolonie var.
10mM dNTPs 0,5µl
10µM Forward Primer 0,5µl
10µM Forward Primer 0,5µl
5x OneTaq-Reaktionspuffer 5µl
OneTaq-Polymerase 0,2µl
ddH2O ad 25µl

Tabelle 4.11: Thermocycler-Bedingungen für die
OneTaq-Polymerase.

Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung 94 °C 30 s

30
Zy

kl
enDenaturierung 94 °C 30 s

Annealing 60 °C 30 s
Extension 68 °C 60 s/kb
Finale Extension 68 °C 5min
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4.9.2 Agarose-Gelelektrophorese
Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-
Fragmenten wurde ein 0,8%iges (w/v) Agarose-
gel in 1 x TAE-Puffer verwendet (Kap. 4.7). Das
Gel wurde mit 1 x TAE-Puffer überschichtet. Die
DNA-Proben wurden mit 6 x Loading Dye ver-
setzt und mit dem Größenstandard 1 kb Plus
DNA Ladder oder dem DNA Ladder 100 bp (New
England Biolabs, Frankfurt) auf das Gel aufgetra-
gen. Die Auftrennung der DNA-Fragmente fand
bei einer konstanten Spannung von 100V in ei-
ner Rotiphorese® Kammer (Carl Roth, Karlsruhe)
statt. Zur Färbung wurde das Gel in 0,02% (v/v)
Ethidiumbromid für 10min inkubiert. Die Fluo-
reszenzdetektion erfolgte mittels INTAS GelStick
Manager (Intas, Göttlingen).

4.9.3 Isolierung von DNA
Für die Isolierung von Plasmid-DNA oder
DNA-Fragmenten wurde das GenElute™Plasmid
Miniprep-Kit bzw. das GenElute™PCR Clean-Up
Kit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) nach Angeben
des Hersteller verwendet. Der Elutionspuffer wur-
de durch ddH2O ersetzt. Die Konzentration der
isolierten DNA wurde mittels der A260 nm und
die Reinheit über das Verhältnis von A260 nm zu
A280 nm mit dem Spektrophotometer DeNovix DS-
11 (DeNovix North Carolina, USA) bestimmt.

4.9.4 Sequenzierung von DNA
Zur Sequenzüberprüfung wurde die isolierte DNA
von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg)
mittels der Sanger-Methode sequenziert. Die er-
haltenen Elektropherogramme wurden mit ApE
(Version 3.1.3; Davis & Jorgensen 2022) und Clo-
ne Manager 9 (Sci Ed Software Colorado, USA)
ausgewertet.

4.9.5 Circular Polymerase
Extension Cloning (CPEC)

CEPC ermöglicht eine primerlose Assemblierung
von zwei oder mehreren DNA-Fragmenten (Qu-
an & Tian 2011). Dabei wurden DNA-Fragmente
in einer vorangegangen PCR amplifiziert, so dass
sie komplementäre Überhänge besitzen. Die DNA-
Fragmente wurden einer Behandlung mit DpnI

unterzogen und für eine Stunde bei 37 °C inku-
biert und anschließend mit dem GenElute™PCR
Clean-Up Kit aufgereinigt. In einer weiteren PCR
Reaktion werden die DNA-Fragmente über die Q5-
Polymerase assembliert (Tab. 4.12 und 4.13). Nach
der PCR wurden kompetente E. coli XL1-Blue Zel-
len mit 5µl aus dem PCR-Ansatz transformiert.

Tabelle 4.12: Reaktionsansatz für eine CPEC-
PCR.

Komponenten 25µl Reaktion
DNA-Fragmente je 100 ng
10mM dNTPs 1,6µl
5x Q5-Reaktionspuffer 4µl
Q5-Polymerase 0,2µl
ddH2O ad 25µl

Tabelle 4.13: Thermocycler-Bedingungen für eine
CPEC-PCR.

Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung 98 °C 30 s

10
Zy

kl
enDenaturierung 98 °C 10 s

Annealing 55 °C 30 s
Extension 72 °C 15 s/kb
Finale Extension 72 °C 5min

Für komplexe Assemblierungen wurde der
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix
(New England Biolabs, Frankfurt) nach Angaben
des Herstellers verwendet.

4.9.6 Ortsgerichtete Mutagenese
Eine Möglichkeit zur Mutation von DNA ist die
ortsgerichtete Mutagenese, bei der Aminosäuren
ausgetauscht, entfernt oder hinzugefügt werden
können. Die ortsgerichtete Mutagenese wurde mit
der PfuUltra-DNA-Polymerase (Agilent, Kalifor-
nien, USA) durchgeführt (Tab. 4.14 und 4.15).
Hierbei wurde das gewünschte Insert mithilfe von
zwei komplementären Primern in die Ziel-DNA
eingefügt, wobei die gewünschte Mutation bereits
in den Primern enthalten war. Durch Amplifi-
kation mittels PCR konnte schließlich das Plas-
mid mit der gewünschten Mutation erzeugt wer-
den. Nach Erhalt des Plasmids wurde dieses mit-
tels Agarosegelelektrophorese verifiziert und die
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PCR-Produkte wurden für 1 Stunde bei 37 °C mit
DpnI inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze
mit dem GenElute™PCR Clean-Up Kit gerei-
nigt und sequenziert. Kompetente E. coli-Zellen
wurden durch Hitzeschock mit dem Plasmid trans-
formiert.

Tabelle 4.14: Reaktionsansatz für eine ortsgerich-
tete Mutagenese-PCR.

Komponenten 50µl Reaktion
DNA-Fragmente je 100 ng
10mM dNTPs 1µl
10µM Forward Primer 1µl
10µM Forward Primer 1µl
10x PfuUltra-Reaktionspuffer 5µl
PfuUltra-Polymerase 1µl
ddH2O ad 50µl

Tabelle 4.15: Thermocycler-Bedingungen für eine
ortsgerichtete Mutagenese-PCR.

Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung 95 °C 2min

30
Zy

kl
enDenaturierung 98 °C 20 s

Annealing 55 °C 20 s
Extension 72 °C 15 s/kb
Finale Extension 72 °C 3min

4.9.7 Herstellung und
Transformation chemisch-
kompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung von chemisch-kompetenten E. coli-
Zellen wurde die Calciumchlorid-Methode verwen-
det. 40ml LB-Medium wurde mit 100µl einer fri-
schen Übernachkultur inokuliert und bei 30 °C
schüttelnd (140 rpm) bis zu einer OD600 von 0,5-
0,6 inkubiert. Anschließend wurde die Kultur für
10min auf Eis inkubiert und für 5min bei 3000 g
und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde ver-
worfen und das Sediment wurde in 2,7ml eiskal-
ter 100mM CaCl2-Lösung resuspendiert. Danach
wurden 2,3ml einer eiskalten 50%igen Glycerol-
Lösung hinzugegeben. Die Zellen wurde aliquotiert
und in flüssigem Stickstoff gefroren. Die Aliquots
wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

gelagert.
Für die Hitzeschock-Transformation wurden 50µl
Zellen mit 50 ng Plasmid oder 5µl CPEC-
Reaktionsansatz gemischt und für 30min auf Eis
inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte bei 42 °C für
40 s. Unmittelbar danach wurden die Zellen 2 wei-
tere Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe
von 600µl SOC-Medium wurden die Zellen schüt-
telnd bei 37 °C inkubiert. Nach einer 1-stündigen
Inkubation wurden die Zellen auf einem Selek-
tionsagar ausplattiert und über Nacht bei 37 °C
inkubiert.

4.9.8 Heterologe Genexpression
in E. coli

Für die Expression von Genen zur Auf-
reinigung von Chinonen, insbesondere
menK/mqnK/menK2-Gene, wurde das Ex-
pressionsplasmid pACYC-Duet1 eingesetzt. Das
Plasmid enthält eine Chloramphenicol-Resistenz,
einen IPTG-induzierbaren T7-Promotor sowie
ein His-tag zur Bestätigung der produzier-
ten Proteine im Western Blot. Die Gene
menK/mqnK/menK2 wurden aus Zellen des
entsprechenden Bakteriums mit den Primern
pAC_xxx_I_F und pAC_xxx_I_R amplifiziert.
Das Plasmid-Backbone wurde mit den Primern
pAC_xxx_O_F und pAC_xxx_O_R amplifi-
ziert. Die Amplifikate wurden mithilfe von CPEC
durch die überlappenden Bereiche miteinander
verbunden und das resultierende Produkt wurde
zur Transformation in E. coli XL1-Blue verwendet.
Die erhaltenen Kolonien wurden mittels PCR und
Sequenzierung mit den Primern DuetUP2 und
DuetDOWN2 auf das Vorhandensein des Zielgens
überprüft (Abb. 4.1a).
Für die Expression von Genen zur Reinigung von
Proteinen, insbesondere menK/menK2, fldA, fpr
und mtaN -Gene, wurde das Expressionsplasmid
pET-28(a)+ verwendet. Das Plasmid trägt eine
Kanamycin-Resistenz, einen IPTG-induzierbaren
T7-Promotor sowie einen His-tag zur Aufreinigung
der Proteine mittels Affinitätschromatographie.
Die menK/menK2 Gene wurden aus Zellmaterial
des entsprechenden Bakteriums amplifiziert,
während die Gene fldA, fpr und mtaN aus E. coli
amplifiziert wurden. Die Primer pET_xxx_I_F
und pET_xxx_I_R wurden für die Amplifika-
tion der Gene verwendet, während die Primer
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pET_xxx_O_F und pET_xxx_O_R für die
Amplifikation der Plasmid-Backbones eingesetzt
wurden. Die Amplifikate wurden durch CPEC
miteinander verbunden und in E. coli XL1-Blue
mit dem CPEC-Produkt transformiert. Die
erhaltenen Kolonien wurden mittels PCR und
Sequenzierung mit den Primern pETup und
T7term auf das Vorhandensein des Zielgens
überprüft (Abb. 4.1b). Anschließend wurden
E. coli BL21 (DE3) Zellen mit den erhaltenen
Plasmiden pAC-xxx und pET-xxx transformiert.
Zur Synthese von Trimethylmenachinon (TMMK)
wurden E. coli Bl21 (DE3) mit den Plasmide
pET-CtMenK und pAC-CtMenK2 transformiert.
Die pET-xxx-T7_24 Plasmide wurden basierend
auf den pET-xxx Plasmiden durch ortsgerichtete
Mutagenese modifiziert, um die Expressionsstärke
der Gene menK und menK2 zu reduzie-
ren. Hierzu wurden die Primer p_T7_24_F
und p_T7_24_R sowie p_T7_29_F und
p_T7_29_R verwendet. Die eingefügte Mutation
führte zu einer Veränderung der letzten 5 Basen
in der nativen T7 Promoter-Sequenz (Yiyuan
2019). 500ml TB-Medium wurde mit 5ml einer
E. coli BL21 (DE3) Vorkultur inokuliert und
schüttelnd (140 rpm) bei 37 °C inkubiert. Die
Expression der menK/mqnK/menK2, fpr, fldA
und mtaN Gene wurde bei einer OD600 von
0,7 durch die Zugabe von 0,5mM bis 0mM
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
induziert, abhängig vom Gen. Für die Expression
der menK/mqnK/menK2 Gene wurde zusätzlich
0,25mM Ammoniumeisen(III)-citrat und 0,5mM
L-Cystein zugegeben. Die Expressionskulturen
wurden für 12 h schüttelnd (140 rpm) bei 30 °C
inkubiert.

4.9.9 Konstruktion von E. coli
Mutanten

Die Deletion von Genen im Genom von E. coli
basieren auf dem scarless Cas9 assisted recom-
bineering (no-SCAR) System (Reisch & Prather
2017). Dieses System wurde verwendet, um die
Deletionsmutanten ∆ubiE von E. coli Bl21 (DE3)
und ∆ubiCA von E. coli C43 (DE3) zu erstellen.
Die Zielspezifität der Cas9 wird durch die 20 bp
lange sgRNA Sequenz bestimmt, die auf dem Plas-
mid pKDsgRNA-xxx kodiert ist (Abb. 4.2a). Zum
designen der sgRNA wurde ein protospacer adja-

(a)

(b)

Abbildung 4.1: Plasmidkarten für die heterologe
Genexpression in E. coli. (a) Plasmid pAC-xxx
zur Expression von menK/mqnK/menK2 aus ver-
schiedenen Organismen. Es enthält einen indu-
zierbaren T7-Promotor und eine Chloramphenicol
Resistenz. (b) Plasmid pET-xxx zur Expression
von menK, mqnK, menK2, fpr, fldA und mtaN zur
Proteinaufreinigung. Es enthält einen induzierba-
ren T7-Promotor und eine Kanamycin Resistenz.
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cent motif (PAM) (5’-NGG-3’) in den ubiE und
ubiCA-Genen identifiziert. Die ersten 20 Basen
vom PAM in 5´-Richtung bilden die sgRNA Ziel-
sequenz. Zur Integration der 20 bp sgRNA in das
Plasmid pKDsgRNA-xxx wurde über eine zwei
Fragmenten CPEC Klonierung durchgeführt. Die
sgRNA diente dabei, als überlappende Sequenzre-
gion. Das erste Fragment wird unter Verwendung
der Primer UbiE_sgRNA_F bzw. UbiCA_sgR-
NA_F und gamR amplifiziert, während das zwei-
te Fragment mit den Primern UbiE_sgRNA_R
bzw. UbiCA_sgRNA_R und CPEC2F amplifi-
ziert wird. Die eingefügte sgRNA-Sequenz wurde
durch Sequenzierung mit dem Primer sgRNA_seq
verifiziert.
Das λ-Red-Rekombinationssystem ist verantwort-
lich für die Integration der Donor-DNA ins Ge-
nom, während die CRISPR-Cas9-Gegenselektion
zur Identifizierung von Deletionsmutanten dient.
Das λ-Red ist neben der sgRNA auf dem Plas-
mid pKDsgRNA-xxx kodiert. Für die Erstellung
der Donor-dsDNA wurden die vorderen und hin-
teren flankierenden Sequenzregionen der ubiE-
und ubiCA-Gene mit den entsprechenden Pri-
mern Ubi_xxx_vfb_F und Ubi_xxx_vfb_R bzw.
Ubi_xxx_hfb_F und Ubi_xxx_hfb_R amplifi-
ziert und über die CPEC-Methode zu einem Frag-
ment zusammengefügt.
Die E. coli Zellen wurden mit dem Plasmid
pCas9cr4 transformiert und bei 37 °C inkubiert
(Abb. 4.2b). Anschließend wurden die Zellen
mit dem Plasmid pKDsgRNA-xxx transformiert
und bei 30 °C inkubiert. 4ml SOB Medium mit
25µg/ml Chloramphenicol und 50µg/ml Specti-
nomycin wurden mit einer Kolonie inokuliert und
bei 30 °C bis zu einer OD600 von 0,5 inkubiert.
Eine Stunde vor dem erreichen der OD600 von 0,5
wurde das λ-Red mit 1,2% L-Arabinose induziert.
Die Kultur wurde für 5min auf Eis gekühlt und
anschließend für 10min bei 3000 g und 4 °C sedi-
mentiert. Das Sediment wurde in 1ml eiskaltem
Wasser resuspendiert und 1ml Glycerol/Mannitol-
Lösung (20% (v/v)/1,5% (w/v)) auf den Boden
vom Reaktionengefäß gegeben, damit sich eine
Grenzschicht ausbildet. Die Zellen wurden für
10min bei 3000 g und 4 °C zentrifugiert und das
Sediment in 400µl resuspendiert.
Zu 50µl gewaschenen E. coli-Zellen wurden 300 ng
Donor-dsDNA dazu gegeben und in eine 1mm
Elektroporations Küvette überführt. Die Zellen

(a)

(b)

Abbildung 4.2: Plasmidkarte von pKDsgRNA-xxx
und pCas9cr4. (a) pKDsgRNA-xxx zur gezielten
Genomeditierung in Bakterien mit dem Arabinose-
induzierbaren λ-Red-System und Tetracyclin-
induzierbarer sgRNA-Expression. (b) pCas9cr4
mit der Cas9-Nuklease unter Kontrolle eines Te-
tracyclin induzierbaren Promotors.
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wurden mit 1,8 kV, 200Ω und 25mF gepulst und
in 1ml SOC Medium mit 1,2% Arabinose bei
30 °C für 30min inkubiert. Die Zellen wurden auf
LB Agarplatten mit 25µg/ml Chloramphenicol,
50µg/ml Spectinomycin und 1µg/l Anhydrote-
tracyclin ausplattiert und bei 30 °C für 3 Tage
inkubiert. Die Genotypisierung der Kolonien fand
per PCR und Sequenzierung statt.
Die Entfernung des Plasmids pKDsgRNA-xxx
fand über den temperatursensitiven Replikations-
ursprung statt, durch die Inkubation der Zellen
bei 37 °C. Anschließend wurden die Zellen mit dem
Plasmid pKDsgRNA-p15a transformiert und in
SOC Medium mit 50µg/ml Spectinomycin und
1µg/ml Anhydrotetracyclin bei 30 °C über Nacht
inkubiert. Durch die Induktion der Cas9 und der
p15A sgRNA wurde das Plasmid pCas9cr4 ge-
schnitten und das Plasmid pKDsgRNA-p15a wie-
der über den temperatursensitiven Replikations-
ursprung entfernt.
Zur Erzeugung der Mutante E. coli C43 (DE3)
∆ubiCA pUC-menA wurde das Plasmid pUC-
menA hergestellt (Abb. 4.3). Hierzu wurde das
menA-Gen durch eine zwei Fragmenten CPEC-
PCR in den Vektor pUC19 eingefügt. Während
der Amplifikation des pUC19-Backbones für die
CPEC-Methode wurde im selben PCR-Ansatz ei-
ne ortsgerichtete Mutagenese durchgeführt, um
den lac-Operator zu deaktivieren und einen kon-
stitutiven lac-Promotor zu erhalten (Kim et al.,
2010). Nach Erhalt wurde das pUC-menA Plas-
mid sequenziert, um dessen korrekte Zusammen-
setzung zu bestätigen. Anschließend erfolgte die
Transformation von E. coli C43 (DE3) ∆ubiCA.

4.10 Biochemische Methoden

4.10.1 Reinigung heterolog
produzierter Proteine
aus E. coli

Die Kulturen von E. coli BL21 (DE3), die zur
Produktion von MenK, MenK2, Fpr, FldA und
MTAN eingesetzt wurden, wurden durch Zentri-
fugation (bei 12 000 g für 10min und bei 4 °C)
sedimentiert. Das Sediment wurde in 30ml Puf-
fer W resuspendiert und im Potter-Elvehjem Ho-
mogenisator homogenisiert (Kap. 4.7). Nach der
Zugabe von 10mg Lysozym wurde die Zellsuspen-

Abbildung 4.3: Plasmidkarte von pUC-menA zur
heterologen Genexpression von menA in E. coli.
Das Plasmid enthält einen lac-Promotor, der kon-
stitutiv aktiv ist, und eine Ampicillin-Resistenz.

sion für 30min bei Raumtemeratur inkubiert. Der
Zellaufschluss erfolgte mittels FrenchPress (Ameri-
can Instrument Company, Silver Spring, USA) bei
20 000 psi. Das Zelllysat wurde in einer Ultrazentri-
fuge sedimentiert (Beckman 45 Ti Rotor, 100 000 g,
45min und 4 °C). Der Überstand wurde durch ei-
nen 0,45µm Spritzenfilter filtriert um Makropar-
tikel vor der Säulenaffinitätschromatographie zu
entfernen. Für die Proteine Fpr und FldA wurde
dem Überstand 50µM Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD) bzw. Flavinmononukleotid (FMN) hinzu-
gegeben und für 30min bei 4 °C inkubiert.
Die Reinigung erfolgte mittels immobilisierter
Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC)
unter Verwendung des Chromatographiesystemes
ÄKTA Purifier (GE Healthcare, Freiburg). Als Af-
finitätssäule wurde eine HisTrap™FF 5ml Säule
(Cytiva, Mörfelden-Walldorf) verwendet mit einer
Flussrate von 5ml/min. Die Säule wurde mit 5
Säulenvolumen Puffer W äquilibriert. Der filtrierte
Überstand wurde auf die Säule aufgetragen, mit
anschließendem Waschen mit 15 Säulenvolumen
Puffer W. Das Protein wurde mit 5 Säulenvolu-
men Puffer E eluiert (Kap. 4.7). Die Proteinmenge
in den Eluatfraktionen wurden mit PierceTM Pro-
teinkonzentratoren (Thermo Scientific, Dreieich)
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ankonzentriert. Das Protein wurde anschließend
für weitere Tests verwendet.

4.10.2 Proteinbestimmung
nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung von Proteine er-
folgte nach der Bradford-Methode und wurde
mit dem Roti®-Nanoquant (Carl Roth, Karlsru-
he) nach Angaben des Herstellers durchgeführt.
20µl Proteinlösung wurden mit 980µl Roti®-
Nanoquant gemischt. Die Kalibriergerade wurde
auf Basis von Referenzlösungen aus Albumin Frak-
tion V erstellt.

4.10.3 Natriumdodecylsulfat
Polyacrylamid-
Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Zur Analyse von Proteinen in Ganzzelllysaten
oder gereinigten Fraktionen wurde die denaturie-
rende SDS-PAGE mit 10 bzw. 12,5% SDS-Gelen
(Laemmli 1970) durchgeführt. Die Proben wurden
mit 4-fach denaturierendem Probenpuffer (Roti®
Load 1; Carl Roth, Karlsruhe) gemischt und für
10min bei 95 °C denaturiert. Die denaturieten Pro-
ben wurden zusammen mit dem Größenstandard
Color Prestained Protein Standard (New England
Biolabs, Frankfurt) auf das SDS-Gel aufgetragen
(Tab. 4.16). Die elektrophoretische Auftrennung
wurde mit der Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-
Rad, Hercules, USA) bei einer Stromstärke von
40mA pro SDS-Gel durchgeführt.
Das SDS-Gel wurde mit dH2O gewaschen
und danach für 30min in einer 20% (w/v)
Trichloressigsäure-Lösung fixiert. Anschließend
wurde es für weitere 30min in Coomassie-
Färbelösung bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Entfärbung erfolgte durch mehrmaliges Waschen
mit Entfärbelösung.

4.10.4 Western-Blot
Die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Prote-
ine wurden mittels Western-Blot auf eine PVDF-
Membran (Roti® PVDF, Carl Roth, Karlsru-
he) übertragen. Die PVDF-Membran wurde für

Tabelle 4.16: Zusammensetzung der Polyacryl-
amidgele.

Sammelgel Trenngel
Komponenten 4% 10% 12,5%
Rotiphorese Gel30 1ml 5ml 6,25ml
dH2O 3,4ml 6ml 4,75ml
Sammelgelpuffer 1,5ml
Trenngelpuffer 3,75ml 3,75ml
10% (w/v) SDS 60µl 150µl 150µl
10% (w/v) APS 20µl 50µl 50µl
TEMED 12µl 25µl 25µl

15 s in Methanol und danach für 5min in An-
odenpuffer 2 inkubiert (Kap. 4.7). Auf der An-
odenplatte wurden vier in Anodenpuffer 1 ge-
tränkte Whatman-Papiere, zwei in Anodenpuf-
fer 2 getränkten Whatman-Papieren, die PVDF-
Membran, das SDS-Gel und sechs in Kathodenpuf-
fer getränkten Whatman-Papieren gestapelt (Kap.
4.7). Der Proteintransfer erfogte für 70min bei
0,1A pro Gel (Semi Dry Transfer Cell; Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA).
Für die chromogene Detektion von Proteinen mit
einem His-tag wurde die PVDF-Membran eine
Stunde lang bei Raumtemperatur in Blocking-
Puffer (1% (w/v) BSA in PBS mit 0,1% Tween®

20) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
Waschpuffer (PBS-Puffer mit 0,1% Tween® 20)
wurde die PVDF-Membran eine Stunde in PBS-
Puffer inkubiert, der einen 1:5000 verdünnten 6x
His-tag monoklonalen Antikörper (ProteinTech,
Planegg-Martinsried) enthielt. Die Membran wur-
de dreimal mit Waschpuffer gewaschen und an-
schließend in PBS-Puffer mit 1:10 000 HRP (Meer-
rettichperoxidase) konjugiertem Sekundärantikör-
per (ProteinTech, Planegg-Martinsried) für eine
Stunde inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Membran zweimal mit Waschpuffer und einmal
mit PBS gewaschen.
Um Proteine mit einem Strep-tag chromogen nach-
zuweisen, wurde die PVDF-Membran für eine
Stunde bei Raumtemperatur in einem Blocking-
Puffer (3% (w/v) BSA in PBS mit 0,5%
Tween® 20) inkubiert. Zusätzlich wurde ein Biotin-
Blocking-Puffer (IBA GmbH, Göttingen) im Ver-
hältnis 1:1000 hinzugefügt. Nach dreimaligem Wa-
schen mit Waschpuffer erfolgte eine weitere In-

Seite 35



Kapitel 4 Material & Methoden

kubation der Membran für eine Stunde in ei-
nem PBS-Puffer mit einem Strep-Tactin® HRP-
Konjugat Antikörper (IBA GmbH, Göttingen) in
einer Verdünnung von 1:4000. Anschließend wurde
die Membran zweimal mit Waschpuffer gewaschen
und einmal mit PBS gewaschen.
Die Visualisierung der His- und Strep-getaggten
Proteine erfolgte über die chromogene Detekti-
on der HRP-Aktivität. Die Membran wurde bis
zur gewünschte Intensität in frisch angesetzter
Entwicklerlösung inkubiert. Die Reaktion wurde
durch das Waschen der Membran mit dH2O ge-
stoppt.

4.10.5 Blaue Native Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Die native Gelelektrophorese erfolgte mit SERVA
Gel™N Vertikal-Nativgelen (Serva, Heidelberg).
Der Kathodenpuffer wurde mit 1% (w/v) SERVA
Blue G Lösung bis zu einer Endkonzentration von
0,002% versetzt. 25µg gereinigtes Proteine wurde
mit 2x Probenpuffer gemischt (Kap. 4.7). Die vor-
bereiteten Proben wurden elektrophoretisch mit
dem Perfect Blue™vertikales Doppelgelsystem
(Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) aufge-
trennt. Die Stomspannung wurde von 50V nach
10min auf 200V erhöht. Nach 2/3 des Elektro-
phoreselaufs wurde der gefärbte Kathodenpuffer
gegen ungefärbten Kathodenpuffer ausgetauscht.
Nach Abschluss der elektrophoretischen Auftren-
nung wurde das Gel für 30min in einer 20% (w/v)
Trichloressigsäure-Lösung fixiert, mit dH2O ge-
waschen und anschließend für weitere 30min in
Coomassie-Färbelösung bei Raumtemperatur in-
kubiert. Die Entfärbung erfolgte durch mehrmali-
ges Waschen mit einer Entfärbelösung.
Zur Bestimmung der Molekulargewichte wurde der
dekadische Logarithmus der Molekulargewichte,
der SERVA Native Marker Proteine, in Abhän-
gigkeit der relativen Migrationsdistanz (Rf) dar-
gestellt. Das Molekulargewichte der unbekannten
Proteine wurde dann durch Interpolation anhand
des Graphen berechnet.

4.10.6 Größenausschluss-
Chromatographie

Zur Erhöhung der Reinheit von aufgereinigten
Proteinen und zur Bestimmung der apparenten

molekularen Massen wurde das Chromatographie-
system ÄKTA Purifier in Kombination mit einer
HiLoad™16/600 Superdex™200 pg Säule (Cyti-
va, Mörfelden-Walldorf) verwendet. Die Equili-
brierung der Säule erfolgte mit 3CV SEC Puffer
bei einer Flussrate von 1ml/min. Während der
Laufzeit wurde die Säule auf 5°C gekühlt (Kap.
4.7).
Zur Kalibrierung der SEC Säule wurden RNa-
se A, Myoglobin, Albumin, Formiatdehydroge-
nase, Aldolase und Glutamat-Dehydrogenase als
Proteinstandards verwendet. Die Verteilungsko-
effizient (Kav) der Standards wurden gegen den
Logarithmus ihrer Molekulargewichte aufgetragen.
Das Molekulargewicht eines unbekannten Prote-
ins kann anhand der Kalibriergeraden bestimmt
werden, sobald ihr Kav-Wert aus ihrem Elutions-
volumen berechnet wurde. Für die Proteindenatu-
rierungsexperimente wurde eine Superose® 6 HR
10/30 Säule (Cytiva, Mörfelden-Walldorf) einge-
setzt. Guanidiniumchlorid und Harnstoff wurden
in SEC-Puffer gelöst. Das Protein (3mg/ml) wur-
de vor der chromatographischen Auftrennung für
eine Stunde bei 25 °C im entsprechenden Dena-
turierungspuffer inkubiert. Als Laufmittel wurde
der Denaturierungspuffer bei einer Flussrate von
0,5ml/min verwendet.

4.10.7 Protein Thermal Shift Assay
Der Protein-Thermal-Shift-Assay misst die Prote-
inentfaltung in Echtzeit und führt durch Tempera-
tursteigerung zur Exposition hydrophober Ober-
flächen, die mit SYPRO® Orange interagieren und
ein Fluoreszenzsignal bei 570 nm erzeugen. Zur
Bestimmung der Schmelztemperatur Tm wird die
Ableitung zweiten Grades verwendet, wobei ein
höherer Tm-Wert auf eine größere Proteinstabi-
lität hinweist. Für die Durchführung des Protein
Thermal Shift Assays wurde der Protein Ther-
mal Shift™Dye Kit (Thermo Fisher Scientific,
Dreieich) gemäß den Anweisungen des Herstellers
verwendet. Die Experimente wurden in optischen
klaren 0,1ml PCR-Gefäßen (MicroAmp® Fast Re-
action Tubes und MicroAmp® Optical Strip; Ap-
plied Biosystems, Massachusetts, USA) durchge-
führt. Die Proteinprobe wurde in 20µl Reaktio-
nen verdünnt, die sowohl den Puffer als auch 8x
SYPRO® Orange (Thermal Shift™ Dye Kit, Ther-
mo Scientific, Dreieich) enthielten. Die Endprotein-

Seite 36



Kapitel 4 Material & Methoden

konzentration betrug 0,5mg/ml. Die Schmelzkur-
ven wurden im Real-Time PCR System (StepOne
Plus, Applied Biosystems, Massachusetts, USA)
bei 21 °C für 2min initialisiert und dann bei einer
Aufheizrate von 1 °C alle 1:30 Minuten bis 99 °C
erhitzt. Die Fluoreszenzintensität wurde bei jeder
Temperatur gemessen. Jede Bedingung wurde in
dreifacher Ausführung durchgeführt, um die Zu-
verlässigkeit der Ergebnisse zu gewährleisten (n =
3).
Der Wendepunkt der Schmelzkurve wurde zur
Berechnung der ∆Tm als Maß für die Proteinsta-
bilität verwendet. Testpuffer wie Tris-, Phosphat-
, HEPES-, BisTris- und Carbonatpuffer wurden
im pH-Bereich von 6 bis 9 eingesetzt. Die pH-
Einstellung erfolgte durch Zugabe von HCl oder
NaOH. Zusätzlich wurde die Ionenstärke durch die
Puffer- und Salzkonzentration (Pufferkonzentra-
tion: 0 - 300mM; Salzkonzentration: 0 - 400mM)
variiert. Dieser Assay wurde eingesetzt, um die
Bedingungen für maximale Proteinstabilität zu
ermitteln, sowie zur Untersuchung der Protein-
struktur.

4.10.8 MTAN Aktivitätsassay
Die qualitative Detektion der MTAN Aktivität
erfolgte über einen Xanthinoxidase gekoppelten
spektrophotometrischen Assay (Dunn et al., 1994).
Die Reaktion wurde in Assay-Puffer mit 0,2U
Xanthinoxidase in einem Endvolumen von 500µl
durchgeführt (Kap. 4.7). Die Konzentration der
potenziellen Inhibitoren 5’-Methylthioadenosin
(MTA), S-Adenosylhomocystein (SAH) und 5'-
Deoxyadenosin (5-Ado) betrug jeweils 1mM. Die
Reaktion verlief bei 37 °C und wurde mit einem
DeNovix DS-11 Spektrophotometer bei 305 nm
aufgezeichnet.

4.10.9 Rekonstitution des Eisen-
Schwefel-Clusters von MenK

Die chemische Rekonstitution der Eisen-Schwefel-
Cluster in den MenK Proteinen erfolgte unter
Ausschluss von Sauerstoff in einem Anaeroben-
zelt (Coy Laboratory Products, Grass Lake, USA)
statt. Alle Lösungen wurden vor der Verwendung
anaerobisiert. Das gereinigte Protein in Puffer E
wurde mit 5% (v/v) Glycerin und einer 1M Natri-
umdithionit (DT)-Lösung versetzt, um eine End-

konzentration von 5mM zu erreichen. Anschlie-
ßend wurde die Lösung für 10 Minuten auf Eis in-
kubiert. Danach wurde eine NH4Fe(SO4)2-Lösung
schrittweise hinzugegeben bis ein 4-8 facher Über-
schuss an Eisen vorlag. Nach einer Inkubation von
15min auf Eis wurde eine dem Eisen äquivalen-
te Stoffmenge NaS2-Lösung langsam zugegeben.
Die Lösung wurde für 16 h bei 4 °C inkubiert. Das
überschüssige Eisen und Sulfid wurden mit einer
Assay-Puffer equilibrierten PD-10 Säule (GE He-
althcare Life Sciences, Freiburg) entfernt (Kap.
4.7). Das rekonstituierte Protein wurde dann im
weiteren Aktivitätsassay von MenK verwendet.

4.10.10 Aktivitätsassay von MenK
Alle Lösungen wurden vor dem Gebrauch an-
erobisiert. MK4 wurde in DMSO/Isopropanol
(60 : 40) gelöst. Zum Enzymassay wurden 50µM
MenK, 120µM MK4, 1mM SAM, 1mM NADPH,
50µM Flavodoxin (FldA) und 50µM Flavodoxin-
Reduktase (Fpr) in Assay-Puffer in einem Gesamt-
volumen von 200µl zugegeben. Im Inhibitionsas-
say, der auf dem Aktivitätsassay basiert, wurden
zusätzlich potenzielle Inhibitoren wie SAH, MTA
oder 5-Ado in einer Konzentration von 1mM hin-
zugefügt. Gleichzeitig wurde der Aktivitätsassay
unter Zugabe von 25µM MTAN durchgeführt. Für
die Testung von artifiziellen Substraten wurde das
MK4 im Aktivitätsassay durch 1,4-Naphthochinon,
2-Hydroxy-1,4-naphthochinon und 2-Hydroxy-3-
(3-methylbut-2-en-1-yl)naphthalen-1,4-dion (La-
pachol) in gleicher Konzentration ersetzt. Die En-
zymansätze wurden unter anaeroben Bedingungen
für 12 h bei 30 °C inkubiert. Die Reaktionen wur-
den mit 200µl Acetonitril gestoppt und für 30min
bei 21 000 g zentrifugiert.
Der Übertand wurde mit einem Elite LaChro-
ma HPLC System (Autosampler L-2200, Pum-
pe L-2130, Säulenofen L-2350, DAD-Detektor L-
2450; Hitachi High Technologies America, Schaum-
burg, USA) analysiert. Zur Detektion von MK4
wurde 100% Methanol als mobile Phase verwen-
det. Für 1,4-Naphthochinon wurde eine mobile
Phase aus 30% Acetonitril und 70% (H2O +
0,1% Ameisensäure) eingesetzt. Bei 2-Hydroxy-
1,4-naphthochinon bestand die mobile Phase aus
20% Acetonitril und 80% (H2O + 0,1% Amei-
sensäure). Lapachol wurde unter Verwendung ei-
ner mobilen Phase aus 50% Acetonitril und 50%
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(H2O + 0,1% Ameisensäure) detektiert. Als Säule
diente die OmniSpher 5 C18 150 x 4,6mm (Agi-
lent,Kalifornien, USA) mit einer Flussrate von
1ml/min und einer Säulenofentemperatur von
40 °C.

4.10.11 Chinon-Extraktion
Die kultivierten Zellen wurden bei 12 000 g für
10min zentrifugiert. Das Sediment wurde in 2ml
dH2O resuspendiert und anschließend mit 8ml Iso-
propanol/n-Hexan (4 : 1) gemischt. Das Lösungsge-
misch wurde bei Raumtemeratur für 15min schüt-
telnd inkubiert, gefolgt von einer 10minütigen
Zentrifugation bei 9000 g. Die obere Phase wurde
abgenommen und in einem Zentrifugalverdamp-
fer zur Trocknung eingedampft. Auf die restliche
Phase wurde wieder n-Hexan gegeben und der
Vorgang ein weiteres Mal wiederholt.
Das erhaltene Extrakt wurde in 1ml Aceton gelöst
und in einem neuen Reaktionsgefäß im Zentrifu-
galverdampfer zur Trocknung eingedampft. Das
erhaltene Chinon-Rohextrakt wurde in 200µl Ace-
tonitril gelöst und mittels HPLC analysiert.

4.10.12 Chinon-Analyse
mittels HPLC

Zur Analyse der Chinone aus extrahierten Chinon-
Rohextrakten wurde das Elite LaChroma HPLC
System verwendet. Als Säule diente eine OmniS-
pher 5 C18 150 x 4,6mm und eine OmniSpher 5
C18 250 x 4,6mm. Die Auftrennung von Chinonen
mit acht Isopren-Einheiten erfolgte isokratisch mit
einer mobilen Phase aus 70% Methanol und 30%
Isopropanol. Die Flussrate betrug 1ml/min bei
einer Säulenofentemperatur von 40 °C. Die MK-
Derivate wurden bei einer Wellenlänge von 249 nm
mittels UV/VIS Detektion erfasst.

4.10.13 NMR-Analyse
Die NMR-Spektren wurden mit einem Bruker
DRX 500MHz Spektrometer (Bruker, Billerica,
USA) in Verbindung mit einem 5mm PABBO Pro-
benkopf aufgezeichnet. Als Lösungsmittel wurde
CDCl3 bei einer Temperatur von 303K verwen-
det. Das Lösungsmittel diente als Referenz der
1H- und 13C-NMR Spektren bei 7,20 ppm und

77,20 ppm. Die Zuordnung der chemischen Ver-
schiebung erfolgte mit 1H-,13C- und 13C-DEPT-
135 1D Spektren, 2D 1H-1H COSY (correlated
spectroscopy), 2D 1H-1H NOESY (nuclear over-
hauser enhancement correlated spectroscopy), 2D
1H-,13C HSQC (heteronuclear single quantum cor-
relation) und 2D 1H-,13C HMBC (heteronuclear
multiple bond correlation) Spektren unter der Ver-
wendung der Bruker Pulssequenzen zg30, zgpg30,
dept135, cosygpmfqf, noesygptp, invietgpsi und
inv4gplrl2ndqf. Die 1D-Spektren wurden mit ei-
nem Anregungspuls von 30° und einer Repetitions-
zeit von 3,7 s (1H) und 1,5 s (13C) aufgenommen.
Die 128 Scans (1H) und 8000 Scans (13C) wur-
den addiert und die Fourier-Transformierte mit
einer digitalen Auflösung von 0,08Hz (1H) und
0,26Hz (13C) berechnet. Die HMBC Spektren wur-
den mit einer Matrix aus 1000 Datenpunkten (f2,
1H Dimension) und 256 Inkrementen (Datenpunk-
te in der f1 13C Dimension) aufgenommen. Das
Spektrum wurde für eine heteronukleare Kopp-
lungskonstante von 9Hz optimiert. Die Rohdaten
wurden mit Topspin (Bruker Biospin, Karlsruhe,
Deutschland) bearbeitet und die 2D-Daten wur-
den mit MestReNova 11.0.3 (Metrelab Research
S.L.) analysiert.

4.10.14 Massenspektrometrie
Die Massenspektren für Chinone wurden an ei-
nem Impact II Quadrupol-Time-of-Flight (QToF)
Massenspektrometer (Bruker, Billerica, USA) auf-
gezeichnet. Für die hochauflösende Massenspek-
trometrie (HRMS) wurde die Ionisierungsquelle
APCI (atmospheric pressure chemical ionization)
mit einer Koronaentladung von 5 kV verwendet.
Als Lösungsmittel wurde Methanol verwendet. Es
wurden Elektrosprayionisation (ESI) HPLC und
Matrix–Assistierte Laser–Desorption–Ionisierung-
Flight of time (MALDI-TOF) MS-Verfahren für
die Analyse von CtMenK verwendet. Die Pro-
teinkonzentration betrug 3mg/ml. Für die ESI
HPLC-Analyse wurde das Impact II Massenspek-
trometer eingesetzt. Eine ReproSil Gold 300 C4
3µm 50x2mm Säule (Dr. Maisch, Ammerbuch-
Entringen) wurde verwendet, um die Probe zu
trennen. Als Laufmittel wurde ein lineares Gradi-
entenverfahren von 5% (Acetonitril + 0,1% Amei-
sensäure) und 95% (H2O + 0,1% Ameisensäu-
re) zu 95% (Acetonitril + 0,1% Ameisensäure)
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und 5% (H2O + 0,1% Ameisensäure) in einer
Laufzeit von 20min und einer Gesamtlaufzeit von
40min angewendet. Die Säulentemperatur wur-
de während des gesamten Laufvorgangs bei 25 °C
gehalten. Das Massenspektrometer wurde im po-
sitiven Ionisierungsmodus mit einer ESI-Quelle
verwendet. Die CID (Kollisionsinduzierte Dissozia-
tions)-Spektren wurden mit einer Kollisionsener-
gie von 70 eV aufgenommen. Der Massebereich lag
zwischen 800 und 5000m/z. Stickstoff wurde als
Trägergas verwendet. Für die MALDI TOF MS-
Analyse von CtMenK wurde ein Autoflex speed
TOF/TOF Spektrometer (Bruker, Billerica, USA)
mit einer DHAP-Matrix verwendet. Die Messme-
thode erfolgte im Linear-Modus.

4.11 Bioinformatische
Methoden

4.11.1 Sequenz-basierte
Datenbanksuche

Eine PSI-BLAST (Position-Specific Iterative Ba-
sic Local Alignment Search Tool) Analyse wurde
mit einem Datensatz bestehend aus sechs MK
Methyltransferasen und sechs weiteren Klasse C
RSMTs Sequenzen in der nicht redundanten Da-
tenbank von NCBI mit den folgenden Einstellun-
gen durchgeführt: Substitutionsmatrix PAM250;
gap existence cost 14; gap extension cost 2 und
PSI-BLAST threshold 0,005 (Altschul 1997). Der
Datensatz bestand aus den Sequenzen MenK
und MenK2 von Adlercreutzia equolifaciens DSM
19450 (GenBank accession numbers BAN75994
und BAN76985), Wolinella succinogenes DSM
1740 MqnK (CAE09279), Campylobacter jejuni
NCTC 11168 MqnK (CAL34513), Thermopro-
teus tenax Kra 1 MqnK (CCC80926), Shewa-
nella oneidensis MR-1 MenK (AAN57484), sowie
TpdI von Nonomuraea sp. Bp3714-39 (ACS83777),
NosN von Streptomyces actuosus ATCC 25421
(AWT44901), Blm-Orf8 von Streptomyces verti-
cillus ATCC15003 (AAG02372), Jaw5 von Strep-
tomyces roseoverticillatus HP-891 (BAO98806),
YtkT von Streptomyces sp. TP-A0356 (ADZ13556)
und C10P von Streptomyces zelensis NRRL 11183
(ARK19493). Die erhaltenen Datensätze wurden
zur Sequenz-basierten Clusterbildung weiterver-
wendet. Um MK Methyltransferasen anhand von

spezifischen MqnK/MenK/MenK2 Motiven zu
identifizieren, wurde die Datenbank mittels ei-
nes PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
durchsucht (Zhang et al., 1998). Die erhaltenen
Sequenzen wurden dann in Alignments und phylo-
genetischen Stammbäumen weiter verwendet. Die
erfassten Sequenzen wurden in Alignments zu-
sammengeführt und in phylogenetischen Stamm-
bäumen analysiert. Zur Bestimmung der phylo-
genetischen Verwandtschaften wurde der NCBI
Taxonomy Browser genutzt, um die Mikroorganis-
men bis zur Stammebene zu analysieren (Schoch
et al., 2020).

4.11.2 Sequenz-basierte
Clusteranalyse

Zur Identifizierung von MK Methyltransferasen
wurde das Programm CLANS (cluster analysis
of sequences) verwendet. CLANS ist eine Ja-
va Anwendung, basierend auf dem Fruchterman-
Reingold Algorithmus zur Visualisierung von kraft
basierten zwei- und dreidimensionalen paarweise
Ähnlichkeiten zwischen und innerhalb von Pro-
teinfamilien (Frickey & Lupas 2004). Die anzie-
henden und abstoßenden Kräfte zwischen jedem
Sequenzpaar wurden im Verhältnis zum negativen
Logarithmus zum p-Wert von jedem high-scoring
segment pairs (HSPs) aus einem all-against-all
BLAST berechnet. Ein dreidimensionaler Graph
wurde durch die zufällige Positionierung der Seque-
nezn in einem Raum erstellt, gefolgt von der Aus-
richtung der Sequenzen anhand der Kraftvektoren,
bis das System ein Äquilibrium erreichte. Durch
eine netzwerkbasierte Clusteranalyse konnten die
Proteinfamilien im dreidimensionalen Graph klas-
sifiziert werden. Der p-Wert cut off wurde auf 10-45

oder für Subcluster auf 10-80 festgelegt.

4.11.3 Sequenzalignments und
phylogenetische Stammbäu-
me

Die geclusterten Aminossäurensequenzen wurden
aus CLANS extrahiert und mit ClustalOmega
1.2.2 command-line Version alignt (Sievers & Hig-
gins 2017). Um Konsensussequenzen zu definie-
ren wurden Aminosäurenpositionen, welche eine
Identität von >95% besaßen, in den jeweiligen
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Clustern identifiziert und zu spezifischen Motiven
manuell zusammengefasst.
Zur Erstellung des phylogenetischen Stammbaums,
der HemN-ähnlichen RSMTs der Klasse C, wur-
den die Aminosäureseuenzen mit ClustalX 2.1 ali-
gnt. Die Software MrBayes (Ronquist et al., 2012)
wurde für Bayes’sche Inferenz und das phylogene-
tische Modell verwendet. Die Aminosäureanalyse
wurde über ein gemischtes Set aus evolutionären
Modellen (Poisson, JTT, Dayhoff, MtREV, Mt-
Mam, WAG, rtREV, cpREV, VT und BLOSUM)
integriert. Zwei parallele Läufe wurden gestartet
mit jeweils sechs Ketten unter der Verwendung
vom Metropolis gekoppelten Markov chain Mon-
te Carlo Algorithmus, bestehend aus fünf heiße
und einer kalten Kette. Die Anzahl der Genera-
tionen wurde auf 1 000 000 für die Markov-Ketten-
Monte-Carlo Analyse festgelegt und die Laufdia-
gnose wurde jede 100. Generation berechnet. Die
Anzahl der diskreten Kategorien, die zur Annä-
herung an die Gamma-Verteilung dienen, wurde
auf 8 festgelegt. HemN wurde als Ausreißer defi-
niert. Anschließend konvergierten die beiden Läufe
gegen die stationäre Verteilung mit einer durch-
schnittlichen Splitfrequenz-Standardabweichung
von <0,01. Phylogenetische Bäume wurden mit
iTOL (Letunic & Bork 2016) erstellt.

4.11.4 Korrelationsanalyse
Für die Analyse wurden 65 643 Proteome aus der
IMG (Integrated Microbial Genomes and Micro-
biomes)-Datenbank ausgewählt. Der Datensatz
enthielt sowohl Proteome von Isolaten als auch
von unkultivierten Mikroorganismen. Zur Beur-
teilung der genetischen Ausstattung für die MK-
Biosynthese wurden die annotierten Proteine der
Enzyme im Men- und Mqn-Weg identifiziert und
auf ihre Vollständigkeit überprüft. Ein vollständi-
ger Biosyntheseweg wurde definiert, wenn mindes-
tens 5 von 9 Enzymen im Men-Weg, 4 von 7 im
Mqn-Weg oder 3 von 5 im modifizierten Mqn-Weg
(durch Verwendung von MTAN) vorhanden waren.
Die MqnK, MenK und MenK2-Proteinesequenzen
in den Proteomen wurden durch spezifische Motive
identifiziert. Die respiratorischen Enzyme wurden
aufgrund von Literaturhinweisen auf eine potenzi-
elle Interaktion mit einem MK-Derivat ausgewählt
(Anh. Tab. S.2; S.3). Annotierte Enzyme wurden
dann mittels KEGG-Datenbank identifiziert (Anh.

Tab. S.4). Ein Enzym galt als vollständig, wenn
alle Untereinheiten für die katalytische Funktion
vorhanden waren. Wurden nicht annotierte Enzy-
me entdeckt, wurden diese mittels BLAST+ 2.11.0
durch eine lokale Blast-Suche mit Referenzsequen-
zen in den 65 643 Proteomen eingeengt (Anh. Tab.
S.5)(Camacho et al., 2009). Die Enzymkandida-
ten wurden dann mittels einer Sequenz-basierten
Clusteranalyse untersucht und der gesuchte En-
zymcluster anhand der Referenzsequenz identifi-
ziert. Um eine Korrelation zu erzeugen, wurden
die Daten zur genetischen Ausstattung für die
MK/MMK/DMMK-Produktion sowie zur Enzym-
ausstattung einzeln in den Proteomen abgeglichen.

4.11.5 Proteinstrukturvorhersage
Die Homologiemodelle der Menachinon-
Methyltransferasen wurden mithilfe des SWISS-
Model-Servers (Waterhouse et al., 2018) erstellt.
Als Vorlage diente die Kristallstruktur der Copro-
porphyrinogen III Oxidase (CPDH) von E. coli
(Layer 2003). Weitere Proteinstrukturen wurden
mithilfe von AlphaFold2 generiert (Jumper et al.,
2021). Dabei wurde das Online-Tool ColabFold
v1.3 verwendet (Mirdita et al., 2021). Zur Visuali-
sierung und zum Vergleich der Strukturmodelle
kam PyMOL v2.0.6 von Schrödinger LLC zum
Einsatz.
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Ergebnisse

5.1 Bioinformatische Analyse
von MenK/MqnK/
MenK2-Sequenzen

5.1.1 Clusteranalyse von CPDH-
ähnlichen rSAM-Enzymen

In dieser Studie wurden 12 Klasse C radikalische
S-Adenosylmethionin (SAM)-Methyltransferasen
(RSMTs) als Startsequenzen für eine PSI-
BLAST Analyse verwendet. Das Set beinhaltete
sechs Menachinon MTs sowie sechs weitere
Klasse C RSMTs. Die ausgewählten Sequen-
zen umfassten die experimentell bestätigten
MenK/MqnK/MenK2 Enzyme von Adlercreutzia
equolifaciens, Wolinella succinogenes und She-
wanella oneidensis, sowie die MqnK-Kandidaten
aus den MMK-produzierenden Mikroorganismen
Campylobacter jejuni und Thermoproteus tenax.
Die Sequenzen der zusätzlichen Klasse C RSMTs
wurden aus Nonomuraea sp. Bp3714-39 (TpdI),
Streptomyces actuosus ATCC25421 (NosN),
Streptomyces verticillus ATCC15003 (Blm-Orf8),
Streptomyces roseoverticillatus HP-891 (Jaw5),
Streptomyces sp. TP-A0356 (YtkT) und Strep-
tomyces zelensis NRRL 11183 (C10P) verwendet
(Tab. 5.1). Die Auswahl der Sequenzen basierte
auf der größtmöglichen phylogenetischen Vielfalt
an MenK/MqnK/MenK2 Sequenzen und der
Einbeziehung der Diversität der Klasse C RSMTs,
um eine möglichst eindeutige Clusterung zu
erreichen.
In der PSI-BLAST-Analyse wurden insgesamt
569 857 verwandte Proteinsequenzen identifi-
ziert. Da die benötigte Rechenkapazität für
die Clusteranalyse exponentiell mit der Anzahl

der Sequenzen ansteigt, war eine Reduktion
der Sequenzen notwendig. Die Anzahl der
Sequenzen wurde auf 14 365 reduziert, indem
das konservierte Motiv [Y/VxGGT] verwendet
wurde. Dieses Motiv befindet sich in der radikali-
schen SAM-Domäne und ist in allen bekannten
MenK/MqnK/MenK2-Sequenzen sowie den
Sequenzen der Klasse C RSMTs vorhanden.
Der erhaltene Datensatz von 14 365 Sequenzen
wurde anschließend einer cluster analysis of
sequences (CLANS) Analyse unterzogen und
dabei in 15 Cluster unterteilt, wobei jedes
Cluster zwischen 7744 und 31 Sequenzen enthielt.
Neben den Startsequenzen wurden auch 13
weitere charakterisierte Proteine identifiziert,
dadurch wurden die einzelnen Cluster spezifisch
Proteinfamilien zugeordnet (Tab. 5.1). Die acht
größten Cluster wurden nach den jeweiligen
enthaltenen Enzymen HemW, HemZ, ChuW,
HutW, MenK/MqnK/MenK2, Jaw5, NosN und
C10P annotiert (Abb. 5.1).
Der HemW Cluster, welcher die größte Anzahl an
Sequenzen mit 7744 aufwies, ist gekennzeichnet
durch das Vorhandensein von HemW Proteinen.
Dieses Protein ist in Lactococcus lactis als
Häm-Chaperon aktiv und gehört zur Superfamilie
der radikalischen SAM-Enzyme (Abicht et al.,
2012). Das während der Häm-Biosynthese
produzierte Häm wird auf HemW übertragen
und dort kovalent gebunden. HemW unterzieht
sich in Gegenwart des [Fe4S4]-Clusters einer
Dimerisierung, lokalisiert sich an der Membran
und interagiert mit seinem Zielprotein. Der
genaue Mechanismus der Häm-Übertragung ist
noch nicht vollständig bekannt. Es wird jedoch
angenommen, dass ein intakter [Fe4S4]-Cluster
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Tabelle 5.1: Auflistung bekannter radikalischer SAM-Enzyme aus der Clusteranalyse, wobei die fett
gedruckten Enzyme den Startsequenzen zugeordnet sind.

Proteinname Accessionnr. Mikroorganismen
Blm-Orf8 AAG02372.1 Streptomyces verticillus

C10P ARK19493.1 Streptomyces zelensis
ChuW WP_000993317.1 Escherichia coli
ChuW ASJ24187.1 Laribacter hongkongensis
HutW WP_080284587.1 Vibrio cholerae
HutW AIC83437.1 Vibrio alginolyticus
Jaw5 WP_120753176.1 Streptomyces roseoverticillatus

MenK WP_022738066.1 Adlercreutzia equolifaciens
MenK WP_011074137.1 Shewanella oneidensis

MenK2 WP_022739874.1 Adlercreutzia equolifaciens
MqnK CAE09279.1 Wolinella succinogenes
NocN ADR01089.1 Nocardia sp. ATCC 202099
NosN AQM75227.1 Streptomyces sp.
NosN ACR48343.1 Streptomyces actuosus
PbtM2 AGY49586.1 Planobispora rosea
PbtM3 AGY49595.1 Planobispora rosea
TbtI ADG87272.1 Thermobispora bispora

Tlm-Orf11 ABL74954.1 Streptoalloteichus hindustanus
TpdI ACS83777.1 Nonomuraea sp. Bp3714-39
TpdL ACS83774.1 Nonomuraea sp. WU8817
TpdU ACS83765.1 Nonomuraea sp. WU8817
YtkT WP_055490826.1 Streptomyces sp. TP-A0356

Zbm-Orf26 ACG60749.1 Streptomyces flavoviridis

erforderlich ist und ein radikalischer Mechanismus
möglicherweise beteiligt ist (Haskamp et al., 2018).
Eine detaillierte Analyse der Clustersequenzen
offenbarte, dass 47% der Sequenzen als HemW
annotiert wurden, während 38% als CPDH
identifiziert wurden. Zusätzlich wurden 6% der
Sequenzen als hypothetische Proteine und 1% als
radikalische SAM-Proteine annotiert.
Der zweitgrößte Cluster HemZ umfasste 2359
Sequenzen und beinhaltete das Protein HemZ,
welches als Ferrochelatase bekannt ist und die
Synthese von Häm b aus Protoporphyrin IX
katalysiert (Homuth et al., 1999; Parish et al.,
2005). HemZ gehört zu den radikalischen SAM
Proteinen, jedoch wie HemW nicht zu den RSMTs,
da beide Enzyme keine Methylierungsreaktion
katalysieren. 43% der Sequenzen im HemZ Clus-
ter wurden als HemZ annotiert, während 44%
als Coproporphyrinogen III Oxidase identifiziert
wurden.

Die Cluster ChuW mit 980 Sequenzen und
HutW mit 842 Sequenzen wiesen eine hohe
Verwandtschaft auf, waren jedoch voneinander
zu unterscheiden. Beide Enzyme gehören der
Klasse C RSMTs an und katalysieren den
sauerstoffunabhängigen Häm-Abbau, indem sie
den Porphyrinring öffnen und methylieren, um
ein offenes Tetrapyrrol zu erhalten (Sofia 2001;
LaMattina et al., 2016). Von insgesamt 1822
Sequenzen wurden 89% als ChuW bzw. HutW
annotiert.
Mit 828 Sequenzen bildete der MKMT Cluster
den fünftgrößten Cluster und umfasste die
MK Methyltransferasen MqnK, MenK und
MenK2. 89% der Clustersequenzen wurden als
Coproporphyrinogen III Oxidase annotiert.
Der Jaw5 Cluster bestand aus insgesamt 118
potenziellen Jaw5 Sequenzen. Jaw5 ist an der
Synthese des Antimykotikums Jawsamycin in
Streptomyces roseoverticillatus HP-891 (früher
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Abbildung 5.1: Clusteranalyse von 14 365 CPDH-ähnlichen radikalischen SAM-Sequenzen mit Hilfe von
CLANS. (A) Übersicht der Clusteranalyse, wobei jeder Punkt eine einzelne Sequenz darstellt und jede
Linie den p-Wert zwischen zwei Punkten visualisiert. Dunklere Linien repräsentieren eine höhere paarweise
Ähnlichkeit (niedriger p-Wert), während hellere Linien eine geringere paarweise Ähnlichkeit (hoher p-Wert)
darstellen, die näher am cut-off von 10−45 liegen. Jeder Cluster wird durch eine unterschiedliche Farbe
hervorgehoben. (B) Nahaufnahme mit Bezeichnungen der Cluster sowie Einschüben, die Analysen der
Subcluster MenK/MqnK/MenK2, NosN und C10P mit einem cut-off-Wert von 10−80 präsentieren.
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Streptoverticillium fervens) beteiligt und wird als
Klasse C RSMTs klassifiziert (Watanabe et al.,
2006a; Watanabe et al., 2006b). Die Mehrheit
der Sequenzen im Cluster (74%) wurden als
radikalische SAM-Proteine annotiert.
Der NosN Cluster stellte den Cluster mit der
größten Diversität an Enzymen dar und umfasste
die Enzyme NosN, NocN, Blm-Orf8, Tlm-Orf11,
Zbm-Orf26, TpdI, TpdL, TpdU, TbtI, PbtM2 and
PbtM3 (Du et al., 2000; Tao et al., 2007; Galm
et al., 2009; Morris et al., 2009; Yu et al., 2009;
Ding et al., 2010; Tocchetti et al., 2013; Burkhart
et al., 2017; Mahanta et al., 2017; Zhang et al.,
2017b). Diese Enzyme sind an der Herstellung
einer Vielzahl von Antibiotika wie Nosiheptid,
Thiomuracin, GE2270, Bleomycin, Zorbamycin
und Tallysomycin beteiligt und gehören alle zur
Klasse C RSMTs. Insgesamt konnten 54 Sequen-
zen den entsprechenden Enzymen zugeordnet

werden.
Zum letzten Cluster C10P gehörten 41 Sequenzen,
die die Enzyme C10P und das Homolog YtkT
umfassten. C10P ist für die Produktion des
Naturprodukts CC-1065 verantwortlich, während
YtkT an der Synthese von Yatakemycin beteiligt
ist (MacMillan & Boger 2009; Huang et al., 2012;
Wu et al., 2017). Beide Enzyme sind mit der
Klasse C RSMTs assoziiert.

Eine Bayes’sche phylogenetische Analyse wurde
anhand von 23 ausgewählten CPDH-ähnlichen
RSMTs der Klasse C durchgeführt (Abb. 5.2).
Als Sequenzen dienten die zehn charakterisierten
Startenzymen sowie 13 Enzyme zur Cluster-
identifikation (Tab. 5.1). Die Enzyme HemW
und HemZ wurden aufgrund ihrer fehlenden
Fähigkeit zur Methylierung in der durchgeführten
bayes’schen phylogenetischen Analyse nicht

Abbildung 5.2: Bayes’sche Inferenz-Phylogenie von 23 CPDH-ähnlichen RSMTs der Klasse C, einschließlich
EcCPDH als Ausreißer, erhalten mit MrBayes. Die Zahlen unter den Ästen sind Maximum-Likelihood-
Bootstrap-Werte. Der Maßstabsbalken zeigt 0,1 geschätzte Substitutionen pro Position.
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berücksichtigt. Allerdings wurde CPDH aufgrund
seiner ähnlichen Domäne zur Klasse C RSMTs
als Ausreißer in die Analyse aufgenommen.
Der resultierende phylogenetische Stammbaum
zeigte große Übereinstimmungen mit der zuvor
durchgeführten Clusteranalyse. Die MK Me-
thyltransferasen und Jaw5 wurden in einzelne
Kladen aufgeteilt und besitzten nur eine geringe
Ähnlichkeit zu den anderen Klassen C RSMTs.
Die phylogenetische Verwandtschaft zwischen
ChuW und HutW, die auch in der Clusteranalyse
ersichtlich war, wurde auch im Stammbaum
bestätigt. Eine ähnliche Beziehung ließ sich auch
zwischen den Enzymen aus den Clustern NosN
und C10P feststellen, deren phylogenetische
Verwandtschaft innerhalb der Cluster mit dem
Stammbaum korrelierte.

5.1.2 Charakterisierung des
MenK/MqnK/MenK2
Clusters

Der MenK/MqnK/MenK2 Cluster wurde durch
die Verwendung der sechs MenK/MqnK/MenK2
Startsequenzen eindeutig identifiziert und umfass-
te 828 Sequenzen. Auffällig war das vorhandensein
eines Subclusters aus 9 archaealen MqnK Sequen-
zen, der sich vom MenK/MqnK/MenK2 Cluster
abgrenzte (Abb. 5.1B). Die Sequenzen wurden von
763 individuellen Stämmen abgeleitet, die sich wie-
derum auf 297 unterschiedliche Arten aufteilten,
aus 16 etablierten und 4 Kandidaten-Phyla. Von
diesen Arten waren 237 taxonomisch einer Familie
zugeordnet (Abb. 5.3). 61% der Sequenzen wur-
den den Campylobacteraceae zugeordnet, gefolgt
von den Shewanellaceae (11%) und den Eggert-
hellaceae (10%). Diese Familien stellten somit die
am häufigsten vertretenen Familien innerhalb der
Clusteranalyse dar.
Im Cluster wurden 39 Mikroorganismen identifi-
ziert, bei denen eine MMK/DMMK Produktion ex-
perimentell bestätigt wurde (Abb. 5.3). Diese Mi-
kroorganismen gehörten zu den Phyla Pseudomo-
nadota, Actinomycetota, Campylobacterota und
Thermoproteota. In den anderen 16 Phyla wur-
den bisher keine MMK/DMMK-produzierenden
Mikroorganismen beschrieben, obwohl sie ein po-
tentielles MenK/MqnK/MenK2-Enzym besitzen.
Bei einem Vergleich dieser Ergebnisse zeigte sich ei-

ne erhebliche Diskrepanz zwischen den bekannten
MMK/DMMK-Produzenten (39 Arten) und den
Mikroorganismen, die durch die Clusteranalyse
als potenzielle Produzenten vorhergesagt wurden
(237 Arten).
Bei Mikroorganismen, die sowohl ein menK - als
auch ein menK2-Gen besitzen, besteht die Fähig-
keit zur Produktion von DMMK. In der Klasse der
Coriobacteriia (Phylum Actinomycetota) wurden
insgesamt 41 MenK2-Sequenzen in den Famili-
en Coriobacteriaceae und Eggerthellaceae identifi-
ziert (siehe Kap. 5.1.3 für Klassifizierungskriteri-
en). Aufgrund der Korrelation des Cluster-Zerfalls
(bei Verringerung des p-Werts) mit dem phyloge-
netischen Verwandtschaftsgrad der Sequenzen und
nicht mit der enzymatischen Methylierungsspezi-
fität war es nicht möglich, MenK- und MenK2-
Sequenzen durch die Clusteranalyse zu unterschei-
den.

5.1.3 Identifizierung von
Motiven in Sequenzen
von MenK/MqnK/MenK2-
Cluster-Enzymen

Durch Sequenzalignments der 828 Sequenzen aus
dem MenK/MqnK/MenK2 Cluster wurden sechs
charakteristische Motive manuell identifiziert
(Tab. 5.2). Die identifizierten Motive befinden sich
in der radikalischen SAM-Domäne und im Linker.
Das [LYxHxPFCxxxCxxCxF]-Motiv leitet sich
vom radikalischen SAM-Motiv [CxxxCxxC] ab
und war in nahezu allen MenK/MqnK/MenK2-
Sequenzen vorhanden, während es auch in den
Proteinsequenzen von HemW, ChuW und HutW
teilweise vorkam. Weitere identifizierte Motive
waren [GxxFxxxYxGGGT], [RxSxGxQxFxxxxL]
und [NxFxxxxY], die eine ähnlich gute Identifizie-
rung von MenK/MqnK/MenK2-Sequenzen wie
das [LYxHxPFCxxxCxxCxF]-Motiv ermöglichten.
Für eine präzisere Bestimmung waren die Motive
[YFxxxRxE] und [QxTxYPLx] besser geeignet,
da sie kaum Überlappungen mit anderen Cluster-
sequenzen aufwiesen.
Das signifikanteste Motiv war [QxTxYPLx].
Es dient einerseits dazu, Sequenzen der
MenK/MqnK/MenK2-Familie von anderen
radikalischen SAM-Sequenzen zu unterscheiden,
da es ausschließlich im MKMT-Cluster vorkam.
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Abbildung 5.3: Phylogenetische Verteilung des MenK/MqnK/MenK2 Clusters mit 763 nicht identischen
Proteinsequenzen der MenK/MqnK/MenK2-Familie aus insgesamt 237 verschiedenen Arten. Die Anzahl
der Sequenzen pro Familie sowie die Anzahl der Arten innerhalb jeder Familie werden angegeben.
Zusätzlich wird die Anzahl der verifizierten MMK/DMMK-produzierenden Mikroorganismen in den
jeweiligen Familien angegeben. *7 von 16 Sequenzen gehören zu MenK2-Proteinen; **31 von 77 Sequenzen
gehören zu MenK2-Proteinen.
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Tabelle 5.2: Verteilung der MenK/MqnK/MenK2-Motive in den Proteinsequenzen der acht größten
radikalischen SAM-Enzym Cluster.

Domäne und Motiv
Clustera

HemW HemZ ChuW HutW MKMT Jaw5 NosN C10P
(7744) (2359) (980) (842) (828) (118) (54) (41)

radikalischen SAM
LYxHxPFCxxxCxxCxF 2278 6 324 783 795 0 0 5
YFxxxRxE 11 0 0 0 759 010 8 0
GxxFxxxYxGGGT 49 1 2 9 772 0 0 1
RxSxGxQxFxxxxL 5959 0 0 0 801 0 45 32

Linker
QxTxYPLx 0 0 0 0 743 0 0 3
NxFxxxxY 158 25 10 388 787 0 14 0

aDie Zahl in Klammern gibt die Anzahl der in der CLANS-Analyse berücksichtigten Sequenzen an.

Andererseits kann es auch verwendet werden,
um eine Unterscheidung zwischen MenK und
MenK2 vorzunehmen. Dafür wurde das Motiv
in neun Varianten unterteilt (Abb. 5.4). Das
Motif [QxTxYPLM] und [QxTxSPLY] stellten
die primären Varianten dar, während die übrigen
Varianten auf dem [QxTxYPLM]-Motiv basierten,
welche ein oder zwei Aminosäuresubstitutionen
aufwiesen.
Das Motiv [QxTxYPLM] wurde in 88% der
untersuchten Sequenzen nachgewiesen und war
somit das am häufigsten vorkommende Motiv.
Das Motiv [QxTxSPLY] hingegen wurde nur in
41 Sequenzen gefunden, die eine eigene Klade
bildeten. Innerhalb dieser Klade war das MenK2
von A. equolifaciens enthalten. Jede dieser Sequen-
zen konnte einem spezifischen Mikroorganismus
zugeordnet werden. Es wurde auch festgestellt,
dass jedes der untersuchten Genome dieser
Mikroorganismen für ein kanonisches MenK-
Enzym (MenK mit dem Motiv [QxTxYPLM])
kodierte. Diese Beobachtungen legten nahe, dass
das Motiv [QxTxSPLY] spezifisch für MenK2-
Sequenzen ist, während das Motiv [QxTxYPLM]
in MenK-Sequenzen vorkommt. Bei genauerer
Untersuchung der beiden Motive wurde deutlich,
dass das Tyrosin als Indikatoraminosäure fungiert
und die Verschiebung um 3 Aminosäurepositionen
eine Unterscheidung zwischen MenK und MenK2
ermöglicht (Abb. 5.4).

5.2 Vorkommen
und Funktion von
MenK/MqnK/MenK2 in
Bakterien und Archaea

5.2.1 Taxonomische Analyse
von MqnK/MenK/MenK2

Durch die Identifizierung spezifischer Signatur-
Motive konnte eine Unterscheidung zwischen
RSMTs und der MenK/MqnK/MenK2-Familie
erreicht werden. Diese Erkenntnis wurde genutzt,
um einen umfassenden Überblick über die Anzahl
der Mikroorganismen zu erhalten, die ein Mitglied
der MenK/MqnK/MenK2-Familie in ihrem
Genom kodierten.
Durch die Analyse der NCBI Proteindaten-
bank mit Hilfe der Signatur-Motive [LYxHx-
PFCxxxCxxCxF] und [QxTxYPLM]/[QxTxSPLY]
und deren Varianten wurden insgesamt 3011
MenK-Sequenzen und 115 MenK2-Sequenzen
identifiziert. Diese 3166 Sequenzen stammten von
insgesamt 492 verschiedenen Arten, die taxono-
misch einer Familie zugeordnet werden konnten
(Abb. 5.5). Sequenzen die zu Mikroorganismen
gehörten die nicht bis zur Familie klassifiziert
waren, wurden in diser Analyse nicht verwendet.
Die Familien wurden wiederum 13 bakteriellen
Phyla und einem archaelem Phylum zugeordnet.
Unter den 13 bakteriellen Phyla, die durch die
Motivanalyse identifiziert wurden, befanden sich
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Abbildung 5.4: Bootstrap-Konsensbaum und Verteilung des [QxTxYPLx]-Signaturmotivs in 819 bak-
teriellen Sequenzen aus dem MKMT-Cluster. Die Punkte repräsentieren Enzyme aus experimentell
charakterisierten MMK-produzierenden Arten, während die Dreiecke MenK/MqnK/MenK2-Enzyme
darstellen, die experimentell bestätigt wurden. Die Farben im Halbkreis beziehen sich auf die neun
Varianten des [QxTxYPLx]-Motivs.Die Zahlen unter den Motiven geben die Anzahl der Sequenzen an.
Die Tabelle zeigt die prozentuale Verteilung einzelner Aminosäuren innerhalb des [QxTxYPLx] Motivs
(angegeben in Prozenten für jede Position). Der Maßstabsbalken zeigt 100 Bootstrap Partitionen.

die bekannten Phyla aus der Clusteranalyse, aber
auch neu identifizierte Phyla wie Nitrospirota und
Acidobacteriota. Die Verwendung der Signatur-
Motive ermöglichte ebenfalls die Identifizierung
von MqnK-Proteinen im archaelen Phylum
Thermoproteota, was mit den Ergebnissen der
Clusteranalyse übereinstimmt. Jedoch konnten
keine Kandidaten des Phylums Euryachaeota
mittels dieser Analyse identifiziert werden, obwohl
bei einigen Vertretern, dieses Phylums eine
MMK-Produktion experimentell nachgewiesen
wurde (Anh. Tab. S.1).
Es wurde festgestellt, dass bestimmte Phyla und
Familien eine höhere Anzahl an Mikroorganismen
mit MenK/MqnK/MenK2-Kandidaten aufwiesen

als andere (Abb. 5.5). Im Phylum Pseudo-
monadota wurden die meisten identifizierten
Mikroorganismen mit MqnK oder MenK gefunden.
Von diesen Mikroorganismen waren 64% (228
Arten) auf nur zwei Familien verteilt, nämlich
die Campylobacteraceae und die Shewanellaceae.
Die Familie Eggerthellaceae im Phylum Actino-
mycetota machte 80% (63 Mikroorganismen) des
Actinomycetota-Phylums aus und stellte somit
die nächste größere Gruppe von Mikroorganismen
mit MenK/MqnK-Kandidaten dar. Insgesamt
machten diese drei Familien 60% aller in dieser
Arbeit untersuchten Mikroorganismen aus,
während die restlichen Mikroorganismen auf
weitere 47 Familien aufgeteilt waren.
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Abbildung 5.5: Phylogenetische Verteilung von 492 Stämmen von Mikroorganismen mit einem MqnK-
oder MenK-Kandidaten. Die Anzahl der Arten innerhalb jeder Familie werden angegeben, sowie die
Anzahl der verifizierten MMK/DMMK-produzierenden Mikroorganismen in den jeweiligen Familien. *7
von 11 sind Mikroorganismen mit einem zusätzlichen MenK2; **41 von 63 sind Mikroorganismen mit
einem zusätzlichen MenK2.
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Von den 68 biochemisch bestätigten
MMK/DMMK-enthaltenen Mikroorganismen wa-
ren 59 durch Sequenzen der MenK/MqnK/MenK2-
Kandidaten in der Motiv Analyse vertreten
(Abb. 5.5; Anh. Tab. S.1). Lediglich bei den
Euryarchaeota-Phyla konnten keine homologen
Sequenzen zu MqnK/MenK identifiziert werden,
obwohl eine MMK-Produktion nachgewiesen
wurde. Bei einem weiteren archaelem und
zwei weiteren bakteriellen Mikroorganismen
konnten keine homologen MenK/MqnK/MenK2-
Sequenzen identifiziert werden, während für drei
weitere Mikroorganismen noch keine genomischen
Daten verfügbar waren.
MenK2-Sequenzen wurden bei 46 von insge-
samt 492 Arten gefunden, die den Familien
Coriobacteriaceae und Eggerthellaceae (Klasse Co-
riobacteriia; Phylum Actinomycetota) zugeordnet
werden können. Darüber hinaus enthielten diese
Mikroorganismen immer auch ein kanonisches
MenK-Enzym im entsprechenden Genom. Daher
blieb die Fähigkeit zur Bildung von DMMK ein
einzigartiges Merkmal der Coriobacteriaceae und
Eggerthellaceae.

5.2.2 Korrelationsanalyse
zwischen respiratorischen
Oxidoreduktasen und
Menachinon-Derivaten

Durch die Anwendung der Clusteranalyse wurde
festgestellt, dass die Verbreitung von methylierten
MKs wie MMK und DMMK weitreichender
ist als zuvor angenommen. Obwohl sie weit
verbreitet sind, ist die Rolle von MMK nur
teilweise verstanden, während es für DMMK
noch keine Anhaltspunkte zu seiner Funktion
gibt. In einem bioinformatischen Ansatz wurde
untersucht, ob es eine Verbindung zwischen der
Fähigkeit zur Produktion von MK/MMK/DMMK
und MK-abhängigen respiratorischen Oxidore-
duktasen gibt. Für diese Untersuchung wurden
65 643 Proteome als Grundlage verwendet, die
aus der IMG (Integrated Microbial Genomes
and Microbiomes) Datenbank stammten. Falls
die Proteome von experimentell bestätigten
MMK/DMMK-Produzenten nicht in IMG
vorhanden waren, wurden sie ergänzt.
Insgesamt waren 64 102 Bakterien, 1540 Archaeen

und 1 Eukaryot in den untersuchten Proteomen
vertreten (Abb. 5.6). Bei dem Eukaryoten handelt
es sich um Entamoeba histolytica HM-1:IMSS.
Die genaue Verwendung von MMK ist bisher
unbekannt, scheint jedoch an Elektronentrans-
portketten in der Membran beteiligt zu sein
(Nandi et al., 2011). Diese wurden in 35 Phyla
eingeteilt, wobei die fünf größten Phyla 92,9%
aller Mikroorganismen umfassten. Diese Phyla
waren Pseudomonadota (48,5%), Bacillota
(21,3%), Actinomycetota (15,5%), Bacteroidota
(6,5%) und Euryarchaeota (1,1%). Eine weitere
Unterteilung der Phyla ergab 82 Klassen. Die
größten Klassen waren Gammaproteobacteria
(31,2%; Pseudomonadota), Bacilli (16,6%; Ba-
cillota), Actinomycetes (15,1%; Actinomyceota),
Alphaproteobacteria (8,9%; Pseudomonadota)
und Betaproteobacteria (6,0%; Pseudomonadota).

Im Rahmen der Korrelationsanalyse wurden
menachinonabhängige respiratorische Oxidore-
duktasen in den Proteomen identifiziert. Hierbei
wurden sämtliche Enzyme einbezogen, bei denen
in der Literatur entweder eine Interaktion mit
MK beschrieben wurde oder bei denen das
interagierende Chinon noch nicht eindeutig
bestimmt wurde (Anh. Tab. S.4). Wenn für
diese Oxidoreduktasen keine vorhandenen Da-
tenbankeinträge zur Verfügung standen, erfolgte
eine Clusteranalyse, ähnlich der Vorgehensweise
bei MenK/MqnK/MenK2. Dabei wurden alle
potenziellen Kandidaten berücksichtigt, die bei
einer vorangegangenen Blast-Suche mit einer
Referenzsequenz identifiziert wurden (Anh. Tab.
S.5). Um den MK-Pool in jedem Mikroorganis-
mus vorherzusagen, wurden die Proteine aus
den Biosynthesewegen für MK/MMK/DMMK
analysiert. Anschließend wurde für jeden Mikro-
organismus das MK-Derivat mit dem niedrigsten
Redoxpotenzial aus dem vorhergesagten MK-Pool
mit den vorhandenen Oxidoreduktasen im Genom
verglichen. Die Einzelergebnisse aller Mikroorga-
nismen wurden daraufhin zusammengefasst und
eine Korrelation erstellt.
Die respiratorischen Oxidoreduktasen wurden
dann für eine einfachere Klassifizierung in
zwei Gruppen unterteilt: Elektronendonator-
Oxidoreduktasen und Elektronenakzeptor-
Oxidoreduktasen. Die zwei Gruppen wurden ba-
sierend auf dem Elektronenfluss zum oder aus dem
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Abbildung 5.6: Taxonomische Einordnung der 65 643 Stämme von Mikroorganismen aus der Korrelations-
analyse. Der innere Ring steht für die Phyla, während der äußere Ring die dazugehörigen Klassen angibt.
Die Zahlen in Klammern geben die verbleibende Anzahl von Phyla bzw. Klassen an.

MK/MKH2-Pool definiert. Elektronendonator-
Oxidoreduktasen übertragen Elektronen von
einem Elektronendonor in den MK/MKH2-Pool,
während Elektronenakzeptor-Oxidoreduktasen
Enzyme sind, die den MK/MKH2-Pool als
Elektronendonator verwenden und die Elektronen
auf einen Elektronenakzeptor übertragen.
Insgesamt wurden 57 verschiedene Enzyme
identifiziert, die MK entweder als Elektronen-

akzeptor oder -donator nutzten (Anh. Tab.
S.2; S.3). Von diesen Enzymen waren 23
Elektronendonator-Oxidoreduktasen und 37
Elektronenakzeptor-Oxidoreduktasen, wobei
es wichtig ist zu erwähnen, dass einige dieser
Enzyme eine bidirektionale Funktion aufweisen.
Um festzustellen, welche Enzyme in den Geno-
men kodiert waren, wurde nach vorhandenen
Proteinannotationen gesucht (Anh. Tab. S.4).
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Enzyme, die nicht annotiert waren, wurden
mithilfe einer Clusteranalyse identifiziert. Dazu
wurden alle Proteome mittels BLAST-Suche
auf Übereinstimmungen mit den entsprechenden
Referenzsequenzen analysiert (Anh. Tab. S.5).
Die resultierenden Treffer wurden dann einer
Clusteranalyse unterzogen, wobei die potenziellen
Proteincluster anhand der Referenzsequenzen
identifiziert wurden. Ein Enzym oder Enzym-
komplex galt als vorhanden, wenn alle zuvor
definierten Untereinheiten im Genom nachgewie-
sen wurden.
Um das Potenzial der Mikroorganismen zur Bio-
synthese von MK und methylierten MK-Derivaten
zu bewerten, wurden die MK-Biosynthesewege in
den Proteomen mit Hilfe der Kegg-Datenbank
analysiert. Dies umfasste den Men-Weg, den
Mqn-Weg und den modifizierten Mqn-Weg.
Zusätzlich wurden Enzyme wie MenK, MqnK
und MenK2 mithilfe der neu identifizierten
MenK/MenK2 Signatur-Motive erkannt (Abb.
5.2). Durch das Vorhandensein der Mqn-/Men-
Enzyme aus den Biosynthesewegen sowie von
MenK/Mqn2/MenK2 wurde die potenzielle
MK-Zusammensetzung des Chinon-Pools für
jeden Mikroorganismus vorhergesagt.
Von den 65 643 Mikroorganismen verfügten 30 438
über keinen MK-Biosyntheseweg, während 33 560
zur Biosynthese von MK in der Lage wären
(Tab. 5.3; 5.4). Von diesen Mikroorganismen
verfügten 28 497 über den Men-Weg, während
5063 Mikroorganismen den Mqn-Weg aufwiesen.
Nur bei 1656 Mikroorganismen war ausschließlich
der DMK-Weg vorhanden. Die Synthese von
8-MMK wäre bei 898 Mikroorganismen möglich
und davon wären 44 Mikroorganismen in der Lage,
7,8-DMMK zu synthetisieren. Für die Korrelati-
onsanalyse wurde jeder Mikroorganismus anhand
des am höchsten methylierten MK-Derivats
berücksichtigt. Anhand einer Matrix wurde
das Vorkommen der Oxidoreduktasen in den
Proteomen mit dem am höchsten methylierten
MK-Derivat im potenziellen Chinon-Pool vergli-
chen, um mögliche Korrelationen festzustellen
und Rückschlüsse auf mögliche Enzyme zu ziehen,
die von MMK/DMMK abhängig sind.
Zunächst wurden die Akzeptor-Oxidoreduktasen
betrachtet, wobei insbesondere die Korrelation
zwischen 8-MMK und Elektronenakzeptor-
Oxidoreduktasen entscheidend war. Das erste

erwähnenswerte Enzym war die Fumarat-
Reduktase Mfr, die in 417 Proteomen gefunden
wurde (Tab. 5.3) (Guccione et al., 2010). Die
Korrelation zu anderen MKs war deutlich geringer.
In Mikroorganismen mit DMMK schien sie nicht
vorhanden zu sein. Das nächste Enzym war
die CO2-Reduktase, auch bekannt als Formiat-
Dehydrogenase (Fdh). Fdh ist eine bifunktionale
Oxidoreduktase, die CO2 zu Formiat reduzieren
kann oder unter physiologischen Bedingungen
Formiat zu CO2 oxidieren kann (Dietrich &
Klimmek 2002; Agne et al., 2021). Wie Mfr
war Fdh am häufigsten in Mikroorganismen
mit MMK vertreten und nur noch in wenigen
Mikroorganismen mit MK zu finden. Die nächste
Akzeptor-Oxidoreduktase war das Enzym Psr,
eine Polysulfid-Reduktase (Dietrich & Klimmek
2002). Psr zeigte eine starke Korrelation zu
8-MMK mit 143 Mikroorganismen. Sie war kaum
in anderen MK-produzierenden Mikroorganismen
zu finden. Das letzte Enzym mit erhöhter
Korrelation war die Sulfit-Reduktase MccA
(Eller et al., 2019). Insgesamt trat sie in 127
Mikroorganismen auf, die MMK produzierten,
während sie nur geringfügig in Mikroorganismen
vorkam, die MK produzierten oder gar kein MK
aufwiesen. Andere Enzyme zeigten ebenfalls eine
Korrelation zu MMK auf, wie die Cytochrom
bd-Oxidase Cyd mit 747 Mikroorganismen,
Chinol-Dehydrogenase Cym mit 95 Mikroorganis-
men und die Tetrathionat-Reduktase Tsd mit 438
Mikroorganismen, jedoch waren diese Enzyme
stärker in Mikroorganismen mit MK oder ohne
MK vertreten (Bott & Niebisch 2003; MacMillan
& Boger 2009; Kurth et al., 2017).
Im Gegensatz zu 8-MMK zeigte 7,8-DMMK keine
eindeutige Korrelation zu spezifischen Enzymen.
Obwohl es bei den Enzymen Arsenat-Reduktase
Arr (23), Dimethylsulfoxid-Reduktase Dms (38)
und Cyd (44) vereinzelte Treffer gab, waren diese
Enzyme auch in anderen Mikroorganismen mit
MK und DMK, sowie ohne MK zu finden (Lis
et al., 2013; Sambasivarao & Weiner 1991; Bott &
Niebisch 2003).
Im Vergleich zu den Korrelationen der
Elektronenakzeptor-Oxidoreduktasen fielen
die Korrelationen der Elektronendonor-
Oxidoreduktasen mit MMK geringer aus.
Eine vergleichbare Korrelation wurde bei Fdh
beobachtet, da es sich um eine bifunktionale
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Tabelle 5.3: Korrelationsanalyse von 65 643 Proteomen zwischen terminalen Elektronenakzeptor-
Oxidoreduktasen und DMK, MK, MMK und DMMK.

Elektronenakzeptor Enzym ke
in

M
K

D
M

K

M
K

M
M

K

D
M

M
K

Adenosinphosphosulfat Adenylylsulfat-Reduktase (Apr) 1172 65 295 2 0
Apr Chinon-modifizierende Oxidoreduktase (Qmo) 195 19 203 2 0
Arsenat Arsenat-Reduktase (Arr) 133 22 148 34 23
chlorierte Phenole C1-OHPA-Dehalogenase (Cpr) 677 0 26 0 0

Menachinol-Oxidoreduktase (Act) 138 9 382 0 0Cytochrom c Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase (Qcr) 108 78 8923 0 0

Distickstoffmonoxid Distickstoffoxid-Reduktase (Nos) 1481 0 53 3 0
DMSO Dimethylsulfoxid-Reduktase (Dms) 110 407 8317 45 38

Fumarat-Reduktase (Frd) 662 524 12 323 5 0
Fumarat-Reduktase (Tfr) 166 0 2 0 0Fumarat
Fumarat-Reduktase (Mfr) 55 35 170 417 1

Heterodisulfid-Reduktase (Hme) 0 4 0 0 0Heterodisulfid Heterodisulfid-Reduktase (Hdr) 196 0 0 0 0

Kohlenstoffdioxid Formiat-Dehydrogenase (Fdh) 0 1 120 199 0

Nitrat-Reduktase (Nar) 5370 88 17 275 17 0Nitrat Nitrat-Reduktase (Nap) 2926 491 8159 130 0

Nitrit Nitrit-Reduktase (Nrf) 16 485 7052 75 0
Perchlorat Perchlorat-Reduktase (Pcr) 0 0 9 0 0
Polysulfid Polysulfid-Reduktase (Psr) 0 2 10 143 0
Dms, Arr, Nap, NrfA Chinol-Dehydrogenase (CymA) 4 4 1266 95 0

Cytochrom bd Ubichinol-Oxidase (Cyd) 17 972 1268 29 720 747 44Sauerstoff Cytochrom aa3 Menachinol-Oxidase (Qox) 7 20 5889 3 0

Schwefel, Tetrathionat Sulfit-Dehydrogenase (Soe) 2270 7 51 0 0
Selenat Selenat-Reduktase (Ynf) 0 0 1256 0 0
Selenit Selenit-Reduktase (Srr) 6 6 38 6 0
Stickstoffmonoxid Chinol-abh. Stickstoffoxid-Reduktase (qNOR) 2809 277 2930 65 0

dissimilatorische Sulfitreduktase (Dsr) 110 22 5924 3 0
anaerobe Sulfit-Reduktase (Asr) 1369 11 2348 0 1Sulfit
Sulfit-Reduktase (Mcc) 26 0 21 127 0

Tetrachlorethen-Dehalogenase (Pce) 160 1 77 3 0Tetrachlorethen Trichlorethen-Dehalogenase (Tce) 0 0 11 0 0

Tetrathionat-Reduktase (Ttr) 531 7 3656 48 0Tetrathionat Thiosulfat-Dehydrogenase (Tsd) 4765 39 2580 438 0

Thiosulfat-Reduktase (Phs) 2 2 2189 0 0Thiosulfat Thiosulfat-Reduktase (Tsr) 10 0 4 1 0

TMAO Trimethylamin-N -Oxid-Reduktase (Tor) 140 43 7209 57 0
Vinylchlorid Vinylchlorid-Reduktase (Vcr) 0 0 6 0 0

Gesamt 30 427 1656 32 662 854 44
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Oxidoreduktase handelt, die sowohl bei den
Akzeptor-Oxidoreduktasen als auch bei den
Elektronendonor-Oxidoreduktasen zu finden
ist (Tab. 5.4). Bei den Elektronenakzeptor-
Oxidoreduktasen agiert Fdh, wie schon erwähnt
als CO2-Reduktase. Die zweite signifikante
Korrelation betraf die Hydrogenase Hyd. Als
zweites Enzym wurde sie in 788 Mikroorganismen
identifiziert, die MMK produzieren (Dietrich &
Klimmek 2002). Ebenso wurde sie auch bei 759
Mikroorganismen nachgewiesen, die in der Lage
sind, MK zu produzieren.
Des Weiteren wurden zusätzliche Enzyme

identifiziert, bei denen zwar keine eindeutige
Korrelation festgestellt wurde, sie jedoch in den
Proteomen potenzieller MMK-produzierender
Mikroorganismen im Vergleich zu MK relativ
häufig vorkamen. In diese Kategorie fiel insbe-
sondere die NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase
εNuo, eine Variante der Nuo-Enzymfamilie, die
im Phylum Campylobacterota anzutreffen ist
und Flavodoxin als Elektronendonator verwendet
(Weerakoon & Olson 2008). Es ist jedoch anzu-
merken, dass die Anzahl der Mikroorganismen
mit MK und ohne MK höher war als die der
MMK-produzierenden Mikroorganismen. Ein

Tabelle 5.4: Korrelationsanalyse von 65 643 Proteomen zwischen Elektronendonor-Oxidoreduktasen und
DMK, MK, MMK und DMMK.

Elektronendonor Enzym ke
in

M
K

D
M

K

M
K

8-
M

M
K

7,
8-

D
M

M
K

Disulfidbrücken Dithiol-Oxidoreduktase (Dsb) 11 838 522 10 518 89 0
F420H2 F420H2:Chinon-Oxidoreduktase (Fqo) 0 5 1 0 0
Flavodoxin, Ferredoxin NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase (εNuo) 913 28 1097 642 0
Ferredoxin ETF:MMK-Oxidoreduktase (EMO) 5397 478 12 611 23 14

Formiat Formiat-Dehydrogenase-N (Fdn) 14 6 5420 0 0
Formiat-Dehydrogenase (Fdh) 0 1 120 199 0

Glukose membrangb. Glukose-Dehydrogenase (mGDH) 8989 11 7085 0 0
Glycerol-3-phosphate Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase (Glp) 208 730 9396 1 0
L-Laktat L-Laktat-Dehydrogenase (lld) 13 760 471 14 140 9 0
Malate Malat-Dehydrogenase (Mqo) 7851 98 19 412 705 0

NADPH
NADPH:Chinon-Reduktase (Qor) 30 421 1647 28 803 853 44
NAD(P)H-Dehydrogenase (Lpd) 127 81 8851 0 0
NAD(P)H-Dehydrogenase (Wrb) 15 966 135 13 961 16 1

Pyruvat Pyruvat:Menachinon-Oxidoreduktase (Cid) 15 966 135 13 961 16 1
Pyruvat-Dehydrogenase (Pqo) 5317 51 14 009 23 0

Succinat Succinat-Dehydrogene (Sdh) 17 462 384 17 551 95 0
Sulfid Sulfid:Chinon-Oxidoreduktase (SQR) 9024 286 9522 62 0
Sulfit Sulfit-Dehydrogenase (Soe) 2270 7 51 0 0

Thiosulfat Thiosulfat-Dehydrogenase (Tsd) 4765 39 2580 438 0
Thiosulfat-Dehydrogenase (Dox) 31 0 0 0 0

Typ I Cytochrom c 3 Menachinon-Reduktase (Qrc) 18 2 116 0 0

Wasserstoff Hydrogenase (Hyd) 19 11 759 788 0
Hydrogenase (Hyb) 1117 74 5388 11 0

Gesamt 30 427 1656 32 662 854 44
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weiteres identifiziertes Enzym war Tsd, auch
bekannt als Thiosulfat-Dehydrogenase. Tsd
zeigt die Fähigkeit, als Tetrathionat-Reduktase
zu wirken, wobei die Reaktionsrichtung dieser
Enzyme je nach Mikroorganismus variiert (Kurth
et al., 2017). Es handelt sich dabei um ein lösliches
Dihäm-Cytochrom c-Enzym und sollte nicht
mit dem membrangebundenen Eisen-Schwefel-
Molybdoenzym Ttr verwechselt werden (Calisto
& Pereira 2021).
In Bezug auf die DMMK-produzierenden Mikro-
organismen wurden nur bei zwei Enzymen Treffer
festgestellt. Zum einen handelte es sich um EMO
(14 Mikroorganismen), eine membrangebundene
ETF:MMK-Oxidoreduktase, die elektronenüber-
tragende Flavoproteine als Elektronendonoren
nutzt (Agne et al., 2021). Zum anderen Qor, eine
NADPH:Chinon-Reduktase, die NADPH als
Elektronendonoren verwendet und in sämtlichen
DMMK-produzierenden Mikroorganismen gefun-
den wurde (Maruyama et al., 2003).

5.3 Heterologe
Produktion von
MenK/MqnK/MenK2
-Enzymen

5.3.1 Heterologe Produktion
von MenK/MqnK/MenK2-
Enzymen in E coli

Im Rahmen der zuvor durchgeführten Cluster-
analyse wurden potenzielle MenK/MqnK/MenK2-
Enzyme identifiziert. Um die bioinformatische
Klassifizierung zu bestätigen, wurden ausgewähl-
te Proteine auf ihre Methyltransferase-Aktivität
überprüft, indem diese Enzyme heterolog in E. coli
BL21 (DE3) produziert wurden. Die Verwendung
von E. coli bot sich aufgrund der Produktion von
MK und dem Fehlen einer MK-Methyltransferase
an, was eine direkte Identifizierung methylierter
MK-Derivate ermöglichte. Als Kontrolle wurden
die Enzyme MenK und MenK2 aus Adlercreut-
zia equolifaciens (AeMenK und AeMenK2) eben-
falls in E. coli produziert. Darüber hinaus wurde
versucht, das bekannte MqnK-Enzym aus Woli-
nella succinogenes (WsMqnK) heterolog in E. coli

zu produzieren, was bisher nicht erfolgreich war.
Das erste potenzielle MenK-Protein in dieser Ar-
beit stammte aus dem Gammaproteobacterium
Ferrimonas marina. F. marina besitzt neben dem
potenziellen MenK-Enzym mit dem Motiv [QxT-
xYPLM] (FmMenK) ein zweites Protein mit dem
abweichendem Motiv [QxTxYPLT] (Fm975), das
aufgrund seiner Tyrosinposition ebenfalls zum
MenK-Typ gezählt wurde. Es wurde zuvor be-
schrieben, dass Zellen von F. marina nur MK7,
UQ7 und UQ8 enthalten, wenn sie in einem kom-
plexen Medium mit Pepton und Hefeextrakt wach-
sen (Katsuta et al., 2005).
Die menK/mqnK/menK2-Gene wurden aus den
entsprechenden Genomen amplifiziert und in das
Plasmid pACYCDuet-1 inseriert, wobei sie un-
ter der Kontrolle eines IPTG-induzierbaren T7-
Promotors standen. Die Produktion der Proteine
wurde mittels SDS-PAGE und Westernblot unter
Verwendung des C-terminalen Streptags verifiziert
(Abb. 5.7). Dabei konnte die Produktion aller Pro-
teine, AeMenK (55,6 kDa), AeMenK2 (51,9 kDa),
WsMqnK (52,9 kDa), FmMenK (52,3 kDa) und
Fm975 (50,2 kDa), in ähnlichen Mengen in den
E. coli-Zellen nachgewiesen werden.
Nach der Bestätigung der Produktion der
MenK/MqnK/MenK2-Enzymen wurden die Chi-
none aus den Zellkulturen extrahiert und darauf-
hin mittels HPLC analysiert. Die Identifizierung
der MKs erfolgte anhand ihrer Retentionszeit und
ihres UV-Vis-Spektrums. Darüber hinaus erfolgte
die Verifizierung aller MKs mittels Massenspek-
trometrie, wobei jede Masse präzise nachgewiesen
werden konnte. Die Anwesenheit von AeMenK
bzw. AeMenK2 in E. coli BL21 (DE3) führte zur
Produktion von 8-MMK8 und 7-MMK8 (Abb.
5.8B, C). Diese beiden Menachinonspezies wurden
als Standards verwendet, um die weiteren Menach-
inonspezies zu bestimmen. Jedes Menachinon be-
sitzt ein charakteristisches UV-Vis-Spektrum, an-
hand dessen sie an ihren Absorptionsmaxima un-
terschieden werden können. Das 8-MMK8 weist
drei Maxima bei 249, 263 und 345 nm auf, wäh-
rend das 7-MMK8 drei Maxima bei 255, 271 und
334 nm besitzt.
Die Produktion von WsMqnK in E. coli führte, wie
in W. succinogenes, zur Methylierung von MK zu
8-MMK (Abb. 5.8C). Bei F. marina wurde das En-
zym FmMenK erfolgreich als funktionelles MenK
bestätigt. Neben den endogenen MK8 und DMK8
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konnte auch das 8-MMK8 nachgewiesen werden
(Abb. 5.8E). Allerdings führte die erfolgreiche hete-
rologe Produktion von Fm975 nicht zur nachweis-
baren Produktion einer methylierten MK8-Spezies
(nicht gezeigt). Daher war es nicht möglich, eine
funktionelle Zuordnung zur MK-Methylierung für
Fm975 vorzunehmen.

Abbildung 5.7: SDS-PAGE (A) und
Western-Blot (B) von heterolog produzier-
ten MenK/MqnK/MenK2-Proteinen aus
A. equolofaciens (AeMenK 55,6 kDa; AeMenK2
51,9 kDa), W. succinogenes (WsMqnK 52,9 kDa)
und F. marina (FmMenK 52,3 kDa; Fm975
50,2 kDa) in E. coli. Die Trennung erfolgte unter
Verwendung eines 12,5%igen SDS-Gels und 25µg
Gesamtzellprotein. Nach dem Transfer auf eine
PVDF-Membran wurden die Strep-getaggten
Proteine mittels eines Immunassays unter
Verwendung eines Strep-Tactin-HRP-Konjugats
nachgewiesen (Kap. 4.10.3, 4.10.4).

5.3.2 MMK- und DMMK-Synthese
durch MenK und MenK2 aus
Collinsella tanakaei

Zusätzlich zu F. marina wurde auch das Corio-
bacterium Collinsella tanakaei ausgewählt, das
zwei potenzielle MenK-Enzyme in seinem Genom
kodiert. In der AminosäureSequenz des ersten
Enzyms war das Signaturmotiv [QxTxYPLM]
zu finden, während das zweite Enzym das
Signaturmotiv [QxTxSPLY] besaß. Somit wurde
sowohl ein MenK-Enzym (CtMenK) als auch
ein MenK2-Enzym (CtMenK2) für C. tanakaei
vorhergesagt. Die heterolog in E. coli produzierten
potenziellen CtMenK- und CtMenK2-Enzyme
konnten sowohl in der SDS-PAGE als auch im
Western-Blot nachgewiesen werden (CtMenK:
53,2 kDa; CtMenK2: 52,1 kDa) (Abb. 5.9A, B).
Die HPLC Analyse des Chinonprofils der E. coli
BL21 (DE3)-Zellen, die CtMenK2 produzier-
ten, zeigte neben MK8 das Vorhandensein
von 7-MMK8 (Retentionszeit: 13,3min) (Abb.
5.9C, D). Im Gegensatz dazu führte die Pro-
duktion von CtMenK in den E. coli-Zellen im
Vergleich zum Wildtyp zum Auftreten von vier
neuen Chinonverbindungen, während DMK8
nicht nachgewiesen wurde. Das zusätzliche
Chinon mit der höchsten Intensität eluierte
mit einer Retentionszeit von 14,6min von der
HPLC-Säule und zeigte das charakteristische
UV-Vis-Absorptionsspektrum von 8-MMK8 (Abb.
5.9E, F). Bei einer Retentionszeit von 17,3min
wurde ein weiteres MK-Derivat eluiert. Das
UV-Vis-Absorptionsspektrum dieses Chinons
zeigte drei Maxima bei 251, 261 und 357 nm (Abb.
5.9G). Besonders das letzte Absorptionsmaximum,
das sich im längeren Wellenlängenbereich im
Vergleich zu dem von 8-MMK befand, deutete
neben der längeren Retentionszeit auf eine
Doppelmethylierung (DMMK) hin. Allerdings
unterschieden sich die Maxima deutlich von denen
des zuvor beschriebenen 7,8-DMMK8 (Hein et al.,
2017). Zwei weitere Chinonverbindungen wurden
mit Retentionszeiten von 10,7 und 12,7min nach-
gewiesen und mittels ihres UV-Vis-Spektrums
als 8-MMK7 und DMMK7 identifiziert. 7-MMK8
wurde nicht nachgewiesen, was die Annahme
stützte, dass es sich nicht bei den DMMK-Spezies
um 7,8-DMMK handelte.
Das detektierte DMMK-Derivat wurde isoliert
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Abbildung 5.8: Analyse der in E. coli BL21 (DE3)-Zellen produzierten Chinone. HPLC-Chromatogramm
der gereinigten Chinone aus (A) E. coli, (B) E. coli AeMenK, (C) E. coli AeMenK2, (D) E. coli WsMqnK
und (E) E. coli FmMenK. UV/VIS-Absorptionsspektrum der gereinigten MK/MMKs aus (F) E. coli, (F)
E. coli AeMenK, (G) E. coli AeMenK2, (H) E. coli WsMqnK und (I) E. coli FmMenK. Absorption wurde
bei 249 nm gemessen.
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Abbildung 5.9: Analyse der CtMenK und CtMenK2 produzierenden E. coli BL21 (DE3)-Zellen. (A) SDS-
PAGE und (B) Western-Blot von heterolog produziertem MenK und MenK2 aus C. tanakaei (CtMenK
53,2 kDa; CtMenK252,1 kDa) in E. coli. Die Trennung erfolgte unter Verwendung eines 12,5%igen
SDS-Gels und 25µg Gesamtzellprotein. Nach dem Transfer auf eine PVDF-Membran wurden die Strep-
getaggten Proteine mittels eines Immunassays unter Verwendung eines Strep-Tactin-HRP-Konjugats
nachgewiesen (Kap. 4.10.3, 4.10.4). HPLC-Chromatogramm der gereinigten Chinone aus (C) E. coli
CtMenK2 mit dem UV/VIS-Absorptionsspektrum von (D) 7-MMK8, sowie (F) E. coli CtMenK von (F)
8-MMK8 und (G) 5,8-DMMK8. Absorption wurde bei 249 nm gemessen.
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und mittels hochauflösender Massenspektrometrie
untersucht, wobei eine Masse von 745,59238m/z
festgestellt wurde (Abb. 5.10A). Diese Masse
entsprach der Summenformel C53H76O2 mit
einer Masse von 745,59181m/z (Abweichung von
0,57mDa). Diese Ergebnisse bestätigte die Annah-
me eines Menachinons mit zwei Methylgruppen.
Um die genauen Positionen der Methylgruppen
am Naphthochinonring im DMMK zu bestimmen,
wurden NMR-Spektren aufgenommen und mit
anderen Menachinon-Derivaten verglichen (Abb.
5.10B). Die Wasserstoffatome der Methylgruppen
im Naphthochinonsystem von DMMK zeigten
im 1H-Spektrum chemische Verschiebungen von
2,62 ppm und 2,06 ppm, die im typischen Bereich
für aromatische –CH3-Gruppen lagen. Das Signal
bei 2,06 ppm entsprach der Methylgruppe am
C-2-Atom des Naphthochinonsystems. Das Signal
bei 2,62 ppm ähnelte dem Signal von 8-MMK
bei 2,67 ppm und wies auf eine Methylierung am
C-8-Atom hin. Diese Methylierung am C-8-Atom
wurde erwartet, da 8-MMK in der HPLC-Analyse
nachgewiesen wurde und wahrscheinlich als
Substrat für die Produktion des DMMK diente.
Allerdings fehlte das erwartete dritte Signal für
die zusätzliche Methylgruppe.
Bei der Analyse der chemischen Verschiebung der
Wasserstoffatome im aromatischen Ringsystem,
die typischerweise im Bereich > 7 ppm liegen, fiel
auf, dass das Duplett-Signal bei 7,94 ppm von
8-MMK nicht mehr vorhanden war. Dieses Signal
gehörte den Protonen am C-5-Atom, die im
8-MMK am nächsten am chinoiden System liegen
und aufgrund der elektronenziehenden Eigenschaft
dieses Systems am stärksten entschirmt werden,
was zu ihrer hohen chemischen Verschiebung
führte. Da dieses Signal im NMR-Spektrum
von DMMK nicht detektierbar war, ließ dies
auf eine Methylierung des C-5-Atoms schließen.
Somit befinden sich die Methylgruppen an den
Positionen C-5 und C-8. Da diese Positionen
chemisch äquivalent sind, wiesen sie auch die
gleiche chemische Verschiebung auf, weshalb
im Spektrum nur ein Signal beobachtet wurde.
Die Integration der Signale im NMR-Spektrum
korreliert proportional zur Anzahl der beteiligten
Protonen. In diesem Fall wies das größere Integral
des Signals bei 2,62 ppm im Vergleich zum Signal
bei 2,06 ppm auf eine doppelte Anzahl von Proto-
nen hin, was wiederum auf das Vorhandensein von

zwei Methylgruppen hinwies. Basierend auf diesen
Beobachtungen wurde das DMMK, das durch die
doppelte Methylierung von CtMenK entstanden
war, als 5,8-DMMK identifiziert. Diese Ergebnisse
legten nahe, dass CtMenK das MK8-Molekül an
der Position C-8 methyliert und überraschen-
derweise das resultierende 8-MMK8 in einem
zweiten Methylierungsschritt an der Position C-5
methyliert, was zur Bildung von 5,8-DMMK8
führt. Es konnte jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass auch die Synthese von 5-MMK8
stattfand, da dies die gleiche Retentionszeit wie
8-MMK8 in der HPLC-Analyse aufweisen dürfte.
Im Anhang befindet sich eine umfassende Analyse
der chemischen Verschiebungen der einzelnen
MK-Derivate für alle 1H- und 13C-NMR-Spektren
(Anh. Tab. S.8, S.9).
Das Enzym CtMenK, ebenso wie sein Paraloges
CtMenK2, sind beide im Genom von C. tanakaei
kodiert. Aufgrund des ungewöhnlichen Methy-
lierungsmusters von CtMenK an den Positionen
C-8 und C-5 ergibt sich die Möglichkeit einer
dreifachen Methylierung von MK in Kombination
mit CtMenK2, welches die Position C-7 methy-
liert. Um diese Möglichkeit zu untersuchen und
festzustellen, ob zusätzliche Methylgruppen an
der Kopfgruppe eventuell zu sterischen Hinde-
rungen führen könnten, wurden die CtmenK -
und CtmenK2-Gene in E. coli Bl21 (DE3) expri-
miert. Dies wurde mithilfe von zwei Plasmiden
durchgeführt, dem pET-Plasmidsystem für das
Ctmenk-Gen und dem pAC-Plasmidsystem für
das Ctmenk2-Gen.
Die Analyse des Chinonprofils der E. coli Bl21
(DE3)-Zellen, die CtMenK und CtMenK2
produzierten, zeigte das Vorhandensein von
einfach methylierten MK-Derivaten von CtMenK
(8-MMK8) und CtMenK2 (7-MMK8) (Abb.
5.11A). Darüber hinaus konnte 5,8-DMMK8
(Retensionszeit: 81,1min) und auch 7,8-DMMK8
(Retensionszeit: 73,3min) identifiziert werden,
letzteres als ein Produkt der konsekutiven
Methylierung von CtMenK und CtMenK2 (Abb.
5.11C). Ebenfalls wurde das demethylierte
Derivat 7,8-DMDMK8 (Retensionszeit: 64,0min)
identifiziert (Abb. 5.11B). Weitere Elutionsma-
xima, die aufgrund ihres UV-Vis-Spektrums als
dreifach methylierte Derivate erkannt wurden,
waren 5,7,8-TMMK8 (Retensionszeit: 87,8 min)
und 5,7,8-TMDMK8 (Retensionszeit: 77,8min)
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Abbildung 5.10: Bestimmung der Methylgruppenposition von 5,8-DMMK.(A) Massenspektrometrische
Analysen von HPLC aufgereinigtem 5,8-DMMK8 aus E. coli BL21 (DE3) CtMenK-Zellen mittels ESI.
(B) 1H-NMR-Spektrum von MK, 7-MMK, 8-MMK, 5,8-DMMK und 7,8-DMMK im Bereich von 1,5 bis
8,00 ppm.
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Abbildung 5.11: Chinonanalyse der CtMenK und CtMenK2 produzierenden E. coli BL21 (DE3)-
Zellen. HPLC-Chromatogramm der gereinigten Chinone aus (A) E. coli CtmenK CtmenK2. UV/VIS-
Absorptionsspektrum der gereinigten MK-Derivate (B) 7,8-DMDMK8, (C) 7,8-DMMK8, (D) 5,7,8-
TMDMK8 und (E) 5,7,8-TMMK8. Zur besseren Auftrennung wurde eine OmniSpher 5 C18 150 x 4,6mm
in Kombination mit einer OmniSpher 5 C18 250 x 4,6mm verwendet. Absorption wurde bei 249 nm
gemessen.

(Abb. 5.11D, E). Das MK-Derivat 5,7-DMMK8
bzw. 5,7-DMDMK8 konnte nicht nachgewiesen
werden. Beim Vergleich der entsprechenden
UV-Vis-Absorptionsspektren wurde festgestellt,
dass durch die zusätzliche Methylierung bei
5,7,8-TMMK8 und 5,7,8-TMDMK8 das dritte
Absorptionsmaximum in den längerwelligen
Bereich verschoben wurde im Vergleich zu den
DMMK-Derivaten. Zudem führte die dritte
Methylierung zu einer weiteren Abschwächung

der Schulter zwischen 260 und 280 nm, wobei dies
bei 5,7,8-TMDMK besonders ausgeprägt war.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Produktion
von 5,7,8-TMMK durch CtMenK und CtMenK2
möglich ist und dass bestehende Methylierungen
die Methylierungsposition nicht beeinflussen.
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5.3.3 MenK im syntrophem
Mikroorganismus
Syntrophus aciditrophicus

Die Arbeitsgruppe Stoffwechselbiochemie der Mi-
kroorganismen aus der Universität Freiburg von
Prof. Dr. Matthias Boll führte Untersuchungen
zur CO2-Reduktion mithilfe von Elektronen aus
der β-Oxidation gesättigter Fettsäuren in Syn-
trophus aciditrophicus durch (Agne et al., 2021).
Dabei wurde festgestellt, dass S. aciditrophicus
ein Genom aufweist, das für eine FDH kodiert.
In präparierten Membranfraktionen konnte auch
eine FDH-Aktivität nachgewiesen werden. Im Ge-
gensatz dazu wurden keine Gene gefunden, die
für membrangebundene [NiFe]-Hydrogenasen ko-
dieren und es konnte auch keine Hydrogenase-
Aktivität gemessen werden. Überraschenderwei-
se wurde in der Membran von S. aciditrophicus
ausschließlich MMK nachgewiesen, wobei die An-
zahl der Isopreneinheiten zwischen 5 und 8 Ein-
heiten variierte. Die höchste Konzentration an
MMK wurde bei MMK7 gemessen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde das Genom von S. aciditro-
phicus SB auf ein MenK/MqnK/MenK2-Enzym
hin untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass
S. aciditrophicus den klassischen Men-Weg der
MK-Synthese aufweist, einschließlich eines MenK-
Enzyms (SaMenK). Die Aminosäuresequenz von
SaMenK enthält die sechs Signaturmotive der
MenK/MqnK/MenK2-Familie, einschließlich des
[QxTxYPLM]-Motivs, das verwendet wird, um
MqnK/MenK von MenK2-Sequenzen zu unter-
scheiden. Aufgrund dieses Motivs wurde die Bil-
dung von 8-MMK7 durch SaMenK vorherge-
sagt, was durch die Membrananalyse bestätigt
wurde. SaMenK wurde mithilfe des pACYC-
Plasmidsystems in E. coli BL21 (DE3) produziert,
und die Bildung von SaMenK wurde durch Wes-
ternblot und Immunodetektion bestätigt (Abb.
5.12A, B). Das Chinonprofil dieser Zellen zeigte
neben DMK8 und MK8 eine zusätzliche Chinon-
spezies (Abb. 5.12C). Diese Chinonspezies wurde
aufgrund ihrer Retentionszeit von 15,9min und ih-
res charakteristischen Absorptionsspektrums mit
Maxima bei 249, 264 und 345 nm als 8-MMK8
identifiziert (Abb. 5.12D). Diese Ergebnisse bestä-
tigen, dass SaMenK funktional für die Synthese
von 8-MMK8 verantwortlich ist.

Abbildung 5.12: Funktionelle Analyse der
Methyltransferase-Aktivität von MenK aus Syn-
trophus aciditrophicus. (A) SDS-PAGE und (B)
Western-Blot von heterolog produziertem SaMenK
in E. coli. Die Trennung erfolgte unter Verwen-
dung eines 12,5%igen SDS-Gels und 25µg Gesamt-
zellprotein. Nach dem Transfer auf eine PVDF-
Membran wurden die Strep-getaggten Proteine
mittels eines Immunassays unter Verwendung ei-
nes Strep-Tactin-HRP-Konjugats nachgewiesen
(Kap. 4.10.3, 4.10.4). (C) HPLC-Chromatogramm
der gereinigten Chinone und (D) UV/VIS-
Absorptionsspektrum des gereinigten 8-MMK8.
Absorption wurde bei 249 nm gemessen.
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5.3.4 Produktion von DMK-
Derivaten in E. coli

Wie in den vorangegangenen Ergebnissen ge-
zeigt wurde, eignet sich E. coli als Produktions-
wirt für die funktionelle Charakterisierung von
MenK/MqnK/MenK2-Enzymen. Neben MK wur-
de in E. coli auch DMK nachgewiesen und die
Enzyme AeMenK und AeMenK2 waren in der La-
ge, DMK zu methylieren, wodurch die Bildung
der methylierten DMK-Derivate 8-MDMK und
7-MDMK ermöglicht wurde (Hein 2019). Es war
jedoch noch nicht bekannt, ob DMK ausschließ-
lich von den MenK- und MenK2-Enzymen aus
A. equolifaciens als Substrat verwendet werden
konnte oder ob dies eine allgemeine Fähigkeit der
MenK/MqnK/MenK2-Enzyme darstellte.
Die Methylierung von DMK konnte bisher nicht
eindeutig durch HPLC-Analysen bestimmt wer-
den, da die DMK-Derivate 7-MDMK8 und 8-
MDMK8 die gleiche Retentionszeit wie MK auf-
wiesen. Aufgrund des höheren Gehalts an MK in
E. coli kam es zu einer Überlagerung der MDMK-
Signale. Um dieses Problem zu lösen, wurde eine
Mutante von E. coli BL21 (DE3) konstruiert, bei
der das ubiE-Gen fehlte. Das Gen ubiE kodiert
für eine Methyltransferase, die die Methylierung
des Naphthochinonrings von MK am C-2-Atom
bewirkt und ist auch unter dem Namen MenG
bekannt (Abb. 2.3; 2.5). Durch die Deletion von
ubiE sollte daher die Bildung von MK unterbun-
den werden und es sollte ausschließlich zur Bildung
von DMK kommen. Es ist jedoch wichtig zu be-
achten, dass UbiE auch für die Methylierung des
C-5-Atoms in Ubichinon zuständig ist, was den
sechsten Schritt in der Biosynthese von Ubichinon
darstellt (Abb. 2.3). Daher sollte die Deletion von
ubiE auch zum Verlust von Ubichinon führen.
Um das ubiE-Gen zu deletieren, wurde das scarless
Cas9-assisted recombineering (no-SCAR) System
eingesetzt (Reisch & Prather 2017). Dieses System
basiert auf dem CRISPR/Cas9-System, das eine
Guide-RNA verwendet, um die Cas9-Nuklease zu
dirigieren und an einem spezifischen Punkt im
Genom einen Doppelstrangbruch zu erzeugen. Da
E. coli normalerweise keinen Mechanismus zur Re-
paratur solcher Doppelstrangbrüche besitzt, wür-
de dies üblicherweise zum Zelltod führen. Durch
die Kombination des CRISPR/Cas9-Systems mit
dem λ-Red-System ist es jedoch E. coli möglich,

diese Doppelstrangbrüche mittels homologer Re-
kombination zu reparieren. Dabei wird E. coli ei-
ne DNA-Vorlage mit der gewünschten Mutation
bereitgestellt und diese wird über homologe Re-
kombination in das Genom eingebaut.
Durch die Anwendung des no-SCAR-Systems war
es möglich, das ubiE-Gen vollständig und ohne
Rückstände aus dem Genom zu deletieren (Kap.
4.9.9). HPLC-Analysen der E. coli ∆ubiE Mutante
zeigten, wie erwartet die Produktion von DMK8,
jedoch nicht von MK8 und UQ8 (Abb. 5.13). Der
Verlust von UQ8 führte bei E. coli ∆ubiE im Ver-
gleich zum Wildtyp zu einem deutlichen Wachs-
tumsnachteil. Die Mutante benötigte drei Tage für
die Koloniebildung auf LB-Agar unter aeroben Be-
dingungen bei 37 °C und auch im Flüssigmedium
war ein deutlich langsameres Wachstum erkenn-
bar.
Um die Substratspezifität gegenüber über DMK
zu untersuchen, wurden die MenK und MenK2
Enzyme von F. marina und C. tanakaei in der
E. coli ∆ubiE-Mutante produziert. Die Anwesen-
heit von FmMenK oder CtMenK in der Mutante
führte zur Produktion von 8-MDMK8 (Abb. 5.14B,
C, F). Bei CtMenK wurde zusätzlich ein weite-
res Maximum identifiziert, das als 5,8-DMDMK8
eingeordnet wurde (Abb. 5.14G). In den E. coli

Abbildung 5.13: HPLC-Chromatogramm der gerei-
nigten Chinone aus E. coli BL21 (DE3) (schwarz)
und E. coli BL21 (DE3) ∆ubiE Mutante (rot). Die
Zellen wurden in TB-Medium unter mikroaeroben
Bedingungen gezogen (Kap. 4.8.1). Chinonextrak-
tion, Trennung durch HPLC und die Detektion
erfolgten wie in Kapitel 4.10.11 beschrieben. Ab-
sorption wurde bei 249 nm gemessen.
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Abbildung 5.14: Chinonanalyse der FmMenK, CtMenK und CtMenK2 produzierenden E. coli BL21
(DE3) ∆ubiE-Zellen. HPLC-Chromatogramm der gereinigten Chinone aus (A) E. coli ∆ubiE, (B)
∆ubiE FmMenK, (C) ∆ubiE CtMenK und (D) ∆ubiE CtMenK2. UV/VIS-Absorptionsspektrum vom
gereinigtem (E) DMK8 aus E. coli ∆ubiE, (F) 8-MDMK8 aus ∆ubiE FmMenK, (G) 5,8-DMDMK8 aus
∆ubiE CtMenK und (H) 7-MDMK8 aus ∆ubiE CtMenK2. Absorption wurde bei 249 nm gemessen.
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∆ubiE CtMenK-Zellen wurden neben 8-MDMK8
und 5,8-DMDMK8 auch die DMK7-Derivate, 8-
MDMK7 und 5,8-DMDMK7, in geringen Men-
gen nachgewiesen (nicht gezeigt). In den E. coli
∆ubiE-Zellen, die CtMenK2 produzierten, wurde
7-MDMK8 nachgewiesen (Abb. 5.14D, H). Zur Be-
stätigung der zusätzlichen Methylierung wurden
alle DMK8- und DMK7-Derivate einer Massen-
spektrometrie unterzogen (Anh. Abb. S.1; S.2).
Die Ergebnisse zeigen, dass die E. coli ∆ubiE-
Mutante ausschließlich DMK8 produzierte und
dabei weiterhin wachstumsfähig war. Diese Mu-
tante erwies sich daher als geeigneter Produk-
tionsstamm für MenK/MenK2, um das Methy-
lierungspotenzial gegenüber DMK8 zu untersu-
chen. Dadurch wurde bestätigt, dass FmMenK,
CtMenK und CtMenK2 DMK als Substrat ver-
wenden können, genauso wie AeMenK und
AeMenK2. Somit scheint die Fähigkeit zur Me-
thylierung von DMK ein allgemeines Merkmal der
MenK/MqnK/MenK2-Enzyme zu sein.

5.3.5 Steigerung der
MK-Produktion durch
Inaktivierung des
UQ-Biosynthesewegs

Um weiterführende Experimente mit isolierten
MK-Derivaten durchführen zu können, wurde
untersucht, ob die MK-Produktion in E. coli
gesteigert werden kann, um eine höhere Sub-
stratverfügbarkeit für die MenK/MqnK/MenK2-
Enzyme zu ermöglichen und somit die Ausbeute
an methylierten MK-Derivaten zu erhöhen.
Zur Auswahl eines geeigneten E. coli-Stammes
wurden insgesamt 8 Stämme auf ihren Gehalt an
DMK und MK untersucht. Die Stämme wurden
unter mikroaeroben Bedingungen mit begrenzter
Sauerstoffzufuhr und langsamer Rotation im
LBGN-Medium kultiviert (Kap. 4.8.1). Der
Gehalt an DMK und MK wurde mittels HPLC
quantifiziert (Abb. 5.15). Es zeigte sich eine
deutliche Variation im MK-Gehalt zwischen den
verschiedenen E. coli-Stämmen. Im Stamm JM109
konnte weder DMK noch MK nachgewiesen
werden, während im Stamm XL1-Blue der höchste
MK-Gehalt mit 119µg/g TG beobachtet wurde,
jedoch mit der größten Standardabweichung. Der
Stamm C43 (DE3) wies eine niedrige Standardab-
weichung auf und einen MK-Gehalt von 111µg/g
TG. Aufgrund seines niedrigen DMK-Gehalts,

Abbildung 5.15: Analyse des Chinongehalts von 8 E. coli-Stämmen. Nach der Chinonextraktion wurde
der Gehalt von UQ8, DMK8 und MK8 in µg/g Trockengewicht verschiedener E. coli-Stämme bestimmt
(Kap. 4.10.11, 4.10.12).
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seines hohen MK-Gehalts und seiner genetischen
Ausstattung wurde der E. coli-Stamm C43
(DE3) für weitere Experimente ausgewählt. Der
Stamm C43 (DE3) wurde aus dem Stamm
BL21 (DE3) durch phänotypische Selektion von
Mutationen zur Resistenz gegen toxische Proteine
abgeleitet. Zusätzlich enthält er das T7-RNA-
Polymerase-Gen. Ein erster Schritt zur Erhöhung
des MK-Gehalts in E. coli C43 bestand darin,
den UQ-Biosyntheseweg zu blockieren, da dieser
mit dem MK-Biosyntheseweg um die gleichen
Vorläufermoleküle wie Chorismatsäure und C40
Octaprenyl-Diphosphat (OPP) konkurrieren.
Um den UQ-Weg zu blockieren, wurden die
ersten beiden Gene ubiC und ubiA im UQ-Weg
im Genom von C43 deletiert. Mit Hilfe des
no-SCAR-Systems wurde die Mutante E. coli
C43 (DE3) ∆ubiCA erstellt (Kap. 4.9.9). HPLC
analytische Untersuchungden der C43 ∆ubiCA
Mutante zeigten die Anwesenheit von DMK8 und
MK8, jedoch nicht von UQ8 (Abb. 5.16). Ähnlich
wie die Mutante E. coli Bl21 (DE3) ∆ubiE zeigte
die Mutante C43 ∆ubiCA ein Wachstumsdeffizit
aufgrund des Fehlens von UQ8.
Um das Wachstumsdefizit der E. coli C43
(DE3) ∆ubiCA-Mutante im Vergleich zum
Wildtyp zu beheben, wurde LBGN-Medium
unter mikroaeroben Wachstumsbedingungen
verwendet. Dieses Medium enthält Nitrat, das
von E. coli unter anaeroben Bedingungen als
Elektronenakzeptor verwendet wird. Zusätzlich
findet der Elektronentransport über DMK8
statt (Unden & Bongaerts 1997). Unter diesen
Kultivierungsbedingungen zeigte die Mutante
kein signifikantes Wachstumsdefizit im Vergleich
zum Wildtyp (Abb. 5.17A). Es gab jedoch
auch keinen signifikanten Unterschied im DMK-
und MK-Gehalt zwischen der Mutante und
dem Wildtyp (Abb. 5.17B). Diese Ergebnisse
deuten daraufhin, dass die Unterdrückung der
Ubichinon-Biosynthese und die damit verbundene
erhöhte Verfügbarkeit von Vorläufermoleküle
keinen erkennbaren Vorteil für die Bildung von
MK8 aufwiesen.
Um das größere Angebot an OPP zu nutzen, wur-
de das Enzym MenA überproduziert. MenA, eine
1,4-Dihydroxy-2-naphthoat-Isoprenyltransferase,
ist verantwortlich für die enzymatische Kopplung
der MK-Kopfgruppe, 1,4-Dihydroxy-2-naphthoat,
mit der Polyisoprenyl-Seitenkette OPP, was

Abbildung 5.16: HPLC-Chromatogramm der gerei-
nigten Chinone aus E. coli BL21 (DE3) und E. coli
BL21 (DE3) ∆ubiCA Mutante. Die Zellen wurden
in TB-Medium unter mikroaeroben Bedingungen
gezogen (Kap. 4.8.1). Chinonextraktion, Trennung
durch HPLC und die Detektion erfolgten wie in
Kapitel 4.10.11 beschrieben. Absorption wurde
bei 249 nm gemessen.

zur Bildung von DMK führt (Kap. 2.4). Als
Expressionssystem diente das Plasmid pUCM19,
das einen konstitutiven lac-Promotor enthielt. Die
E. coli C43 (DE3) ∆ubiCA pUCM_MenA-Zellen
zeigten ein geringfügiges Wachstumsdefizit im
Vergleich zur C43 (DE3) ∆ubiCA-Mutante und
zum Wildtyp und erreichten eine OD600 von 1,8
(Abb. 5.17A). Obwohl ein Wachstumsnachteil
zu beobachten war, wurde eine signifikante
Erhöhung des DMK-Gehalts festgestellt, der um
das 6,3-fache (187,0µg/g TG) höher war als bei
der C43 (DE3) ∆ubiCA-Mutante (Abb. 5.17B).
Der MK-Gehalt zeigte ebenfalls einen Anstieg um
das 1,8-fache auf 210,3µg/g TG.
Um die gesteigerte MK-Produktion zu nut-
zen, wurde die Mutante C43 (DE3) ∆ubiCA
pUC_MenA mit dem pET-Expressionssystem
zur Produktion von CtMenK ausgestattet. Das
System basierte auf dem pET28a-Plasmid, das
das CtMenK-Protein unter der Kontrolle eines
IPTG-induzierbaren T7-Promotors enthielt. Das
System wurde erfolgreich für die Aufreinigung
von CtMenK verwendet. Aufgrund einer hohen
nicht-induzierten Expressionsrate kann dieses
System in Abwesenheit eines externen Induktors
zur Produktion von CtMenK in E. coli verwendet
werden (siehe Kap. 5.4.1 für Induktionsversuche).
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Die Mutante ∆ubiCA pUC_MenA pET_CtMenK
zeigte im Vergleich zur ∆ubiCA-Mutante einen
deutlichen Wachstumsnachteil. Die maximale
OD600 der Mutante war um das 1,9-fache
reduziert und erreichte eine maximale OD600
von 1,2 (Abb. 5.17A). Obwohl der MK-Gehalt
keinen signifikanten Unterschied zur ∆ubiCA
pUC_MenA-Mutante aufwies, wurde ein signifi-
kanter Rückgang des DMK-Gehalts festgestellt
(Abb. 5.17B). Die Synthese von 8-MMK8 und
5,8-DMMK8 konnte selbst unter Verwendung
von IPTG nicht beobachtet werden. Dies deutet
daraufhin, dass das pET-Expressionssystem unter
diesen Wachstumsbedingungen nicht für die
Überproduktion von MMK bzw. DMMK geeignet
ist.

5.4 Präparation und
Charakterisierung von
MenK/MqnK/MenK2-
Enzymen

5.4.1 Aufreinigung von AeMenK,
AeMenK2, CtMenK,
CtMenK2 und WsMqnK

Für eine weiterführende Charakterisierung der
MenK/MqnK/MenK2 Proteine, war es notwendig
diese Proteine in einer ausreichenden Konzentra-
tion und Reinheit zu isolieren. Dazu wurde das
AemenK -Gen in das Plasmid pET-28(a)+ inseriert
und in E. coli BL21 (DE3) heterolog produziert.
Anschließend wurde das produzierte AeMenK über
den angefügten His-Tag mittels Immobilisierte-
Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC)
aufgereinigt. Die elektrophoretische Auftrennung
der Reinigungsfraktionen über eine SDS-PAGE er-
gab, dass AeMenK (57,6 kDa) zwar in ausreichen-
der Menge von den E. coli-Zellen produziert wurde,
jedoch wurde der Großteil des Proteins nicht an
der Säule gebunden, sondern wurde im Durchfluss
detektiert (Abb. 5.18). Die Ausbeute fiel mit nur
etwa 4mg/l TB-Medium gering aus, was weitere

Abbildung 5.17: Unterschung der E. coli C43 (DE3) ∆ubiCA-Mutante auf Wachstum und Chinongehalt.
(A) Wachstumskurve der C43 ∆ubiCA-Mutanten in LBGN-Medium. (B) DMK- und MK-Gehalt von den
C43 ∆ubiCA-Mutanten in µg/g Trockengewicht.
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Experimente aufgrund der geringen Proteinmenge
erschwerte. Nur ein Bruchteil des produzierten
Proteins konnte aufgereinigt werden. Diese Be-
obachtung wurde auch bei AeMenK2, CtMenK,
CtMenK2 und WsMqnK gemacht. Da bis dahin
unklar war, ob es sich bei MenK/MqnK/MenK2
um Membranproteine handelt, wurde eine Reini-
gung mit Triton™-X100 durchgeführt. Durch Tri-
ton™-X100 können Membranproteine solubilisiert
werden und so zu einer verbesserten Aufreinigung
führen. Die Aufreinigung von AeMenK wurde mit
Triton™-X100-Konzentrationen von 0, 0,5, 1 und
1,5% durchgeführt, jedoch hatte keine der Kon-

Abbildung 5.18: (A) SDS-PAGE und (B) Western-
Blot der aufgereinigten Fraktionen der IMAC zur
Aufreinigung von AeMenK aus E. coli. Die Tren-
nung erfolgte unter Verwendung eines 12,5%igen
SDS-Gels und 25µg Gesamtzellprotein. Das His-
getaggte AeMenK wurde mittels eines Immun-
oasays unter Verwendung eines primären anti-
His-Antikörpers und eines sekundären HRP-
gekoppelten Antikörpers nachgewiesen (Kap.
4.10.3, 4.10.4).

zentrationen einen Einfluss auf die Aufreinigungs-
effizienz von AeMenK (nicht gezeigt). Durch die
mikroskopische Untersuchung der E. coli-Zellen
vor der Aufreinigung wurde festgestellt, dass sicht-
bare Partikel im Inneren der Zellen vorhanden
waren. Es wurde vermutet, dass es sich bei die-
sen Partikeln um Einschlusskörper handelte, die
aufgrund der großen Proteinmenge von AeMenK
entstanden waren (nicht gezeigt).
Um gezielt gegen die hohe Expression und die
daraus resultierenden Proteinaggregationen vorzu-
gehen, wurden mehrere Methoden getestet. Dabei
wurden drei verschiedene Ansätze verfolgt. Der ers-
te Ansatz bestand darin, das nährstoffreiche TB-
Medium durch das nährstoffärmere LB-Medium
zu ersetzen. Im zweiten Ansatz wurde die Tem-
peratur nach der Induktion von 30 °C auf 20 °C
reduziert und im letzten Ansatz wurde die IPTG-
Konzentration von 0,4mM auf 0,2mM gesenkt.
Eine Analyse der aufgetrennten Zelllysate mittels
SDS-PAGE zeigte keine Unterschiede in der Ge-
samtproteinproduktion (Abb. 5.19A). Weitere Er-
kenntnisse lieferte die Proteinaufreinigung. Als Re-
ferenz diente eine Kultur, die im TB-Medium bei
30 °C inkubiert und mit einer IPTG-Konzentration
von 0,4mM induziert wurde. Zur Quantifizierung
der Proteinmenge wurde die Absorption der El-
utionsfraktion bei 260 nm integriert, wobei diese
als 100% festgelegt wurde. Die aufgereinigte Pro-
teinmenge aus der Kultur, die im LB-Medium
gezogen wurde, zeigte eine Reduktion um 68% im
Vergleich zur Referenz. In der Kultur, die bei 20 °C
inkubiert wurde, war die Proteinmenge um 6,4%
gegenüber der Referenz verringert. Eine Halbie-
rung der IPTG-Konzentration auf 0,2mM führte
zu einer Steigerung der Proteinmenge um 42,6%.
Es wurden signifikante Unterschiede nicht nur in
der Proteinmenge, sondern auch in der Zellmas-
se festgestellt. Im Vergleich zur Referenz war die
Zellmasse im LB-Medium um 76% verringert, wäh-
rend sie bei 20 °C um 28% verringert war. Es wur-
de kein Unterschied in der Zellmasse festgestellt,
wenn eine IPTG-Konzentration von 0,2mM vor-
lag. Die Ergebnisse zeigen, dass eine Reduzierung
der IPTG-Konzentration einen positiven Einfluss
auf die Proteinausbeute hatte.
Um die Proteinmenge in Abhängigkeit von der
IPTG-Konzentration zu messen, wurde die Gen-
expression in E. coli Bl21 (DE3)-Zellen mit dem
Plasmid pET-CtMenK mit verschiedenen Konzen-
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trationen von IPTG induziert. Die aufgetrenn-
ten Zelllysate mittels SDS-PAGE zeigten bei
IPTG-Konzentrationen von 0,05, 0,025, 0,01 und
0,005mM keine Änderung der produzierten Pro-
teinmenge (Abb. 5.19B). Nur die Abwesenheit
von IPTG führte zu einer geringen oder keinen
Produktion von CtMenK. Die aufgereinigten Pro-
teinmengen aus den Kulturen, die mit IPTG-
Konzentrationen von 0,05 bis 0,005mM induziert
wurden, zeigten im Vergleich zur Aufreinigung
bei einer IPTG Konzentration von 0,2mM keine
signifikante Erhöhung der Proteinmenge. Überra-
schenderweise wies jedoch die Proteinaufreinigung
von CtMenK aus der Kultur, die nicht induziert
wurde, eine fünffach höhere Ausbeute als die Re-
ferenz auf. Die aufgereinigte Proteinmenge für
CtMenK betrug 16mg.
Um sicherzustellen, dass nicht eine noch niedrigere
IPTG-Konzentration als 0,005mM zu einer höhe-
ren Proteinproduktion führt, wurden Konzentra-
tionen zwischen 5 und 1µM getestet (Abb. 5.19C).
Die SDS-PAGE-Analyse der Zelllysate ergab eine
Abnahme der Proteinmenge ab 4µM IPTG. Aller-
dings führte dieser Effekt nicht zu einer Erhöhung
der Proteinmenge in der Aufreinigung. Folglich
war die Vermeidung einer IPTG-Induktion die
optimale Methode, um die höchste aufreinigbare

Menge an CtMenK zu erreichen.
Um zu prüfen, ob die Erkenntnis, dass die Verwen-
dung von keinem IPTG zu einer höheren Pro-
teinausbeute von CtMenK führt, auch auf an-
dere MenK/MqnK/MenK2-Proteine anwendbar
ist, wurde E. coli Bl21 (DE3) mit den Plasmiden
pET-AeMenK, pET-AeMenK2, pET-CtMenK2
und WsMqnK transformiert. Die Expressionskul-
turen wurden nicht induziert und bei 30 °C weiter
kultiviert, nachdem sie eine OD600 von 0,5-0,6
erreicht hatten. Die Aufreinigungsfraktionen wur-
den elektrophoretisch durch eine SDS-PAGE auf-
getrennt. Die Proteine AeMenK2 (53,9 kDa) und
WsMqnK (54,9 kDa) wiesen eine geringe Reinheit
auf und lieferten nur eine geringe Proteinausbeute
von 0,4mg/L bzw. 4mg/L TB-Kultur (Abb. 5.20).
Die Proteinmenge von AeMenK (57,6 kDa) wurde
zwar auf 20,8mg/L TB-Kultur gesteigert, jedoch
lässt sich vermuten, dass diese Menge auf Verun-
reinigungen in der Elutionsfraktion zurückzufüh-
ren ist. Nur die Proteine CtMenK und CtMenK2
ließen sich in hoher Konzentration aufreinigen.
Die Proteinmenge von CtMenK betrug 46mg/L
TB-Medium, während CtMenK2 eine Proteinmen-
ge von 43mg/L TB-Medium aufwies. Die Rein-
heit beider Proteine konnte durch SDS-PAGE be-
stätigt werden (Abb. 5.20). Darüber hinaus zeig-

Abbildung 5.19: SDS-PAGE -Analyse von E. coli BL21 (DE3) AeMenK (A) und CtMenK (B, C) Zelllysaten
unter verschiedenen Expressionsbedingungen. Die Trennung erfolgte unter Verwendung eines 12,5%igen
SDS-Gels und 25µg Gesamtzellprotein (Kap. 4.10.3).
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Abbildung 5.20: SDS-PAGE der aufgereinigten
Fraktionen von AeMenK (57,6 kDa), AeMenK2
(53,9 kDa), CtMenK (53,2 kDa), CtMenK2
(54,1 kDa) und WsMqnK (54,9 kDa) aus nicht
IPTG-induzierten E. coli Kulturen. Die Pfeile
markieren die erwartete Größe der Proteine.
Die Trennung erfolgte unter Verwendung eines
12,5%igen SDS-Gels und 25µg Gesamtzellprotein
(Kap. 4.10.3).

te sich eine ausgeprägte Proteinproduktion von
CtMenK (53,2 kDa)) und CtMenK2 (54,1 kDa) in
der Zelllysat-Fraktion, selbst ohne die Zugabe von
IPTG als Induktor.
Um eine vergleichbare Proteinausbeute für
AeMenK und AeMenK2 zu erzielen, wurde ein
neuer Ansatz verfolgt. Die bisherigen Ergebnisse
haben gezeigt, dass die Plasmide von AeMenK
und AeMenK2 für eine ausreichende Proteinpro-
duktion von IPTG abhängig sind. Daher wurde
versucht, die Expressionsstärke des T7-Promotors
zu reduzieren, um eine Aggregation der Proteine
zu vermeiden. Durch ortsgerichtete Mutagenese
der letzten 5 Basen in der T7-Promotorsequenz
im Plasmid pET-AeMenK/AeMenK2 zu TTTGA
(T24) und CTCTG (T29) kann die Expression
reguliert werden (Kap. 4.9.6). Es wurde bereits
nachgewiesen, dass T24 zu einer um 31% gerin-
geren Expression im Vergleich zum nativen T7-
Promotor führte, während T29 eine Reduktion
von 75% zeigte (Yiyuan 2019).
Unter Verwendung von pET-AeMenK_T29 und
einer Induktion von 0,25mM IPTG wurde eine
Proteinausbeute von 8mg/L TB-Kultur erzielt,
doppelt so hoch wie mit dem nativen T7-Promotor.
Bei AeMenK2 wurde hingegen keine Steigerung
beobachtet. Die Plasmide pET-AeMenK_T24 und
pET-AeMenK2_T24 erwiesen sich als ungeeignet
für die Produktion von AeMenK und AetMenK2,
da die Proteinausbeuten ähnlich wie beim nati-
ven Promotor waren, unabhängig von variierenden
IPTG-Konzentrationen (0,25, 0,025, 0,0025 und
0mM). Aufgrund der besseren Aufreinigung wur-
den daraufhin weitere Experimente vor allem mit
den Proteinen CtMenK und CtMenK2 durchge-
führt.

5.4.2 Massenbestimmung
von CtMenK

Um Informationen über die Masse und
mögliche Oligomerisierungszustände von
MenK/MqnK/MenK2 zu erhalten, wurden
verschiedene Methoden verwendet, um die Masse
zu bestimmen. Dazu wurden die gereinigten
Proteine AeMenK, CtMenK und CtMenK2
mittels Größenausschluss-Chromatographie (SEC)
aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteinfraktionen
wurden bei 280 nm detektiert.
Die SEC-Analyse von AeMenK mit einer berech-
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neten molekularen Masse von 57,6 kDa zeigte
nicht nur einen Elutionsmaximum, sondern meh-
rere überlappende Elutionsmaxima (Abb. 5.21).
Eine Identifikation von vier Proteinspezies gelang
durch die Anwendung von Dekonvolution auf die
überlagernten chromatographischen Maxima, die
durch ein Gauß’sches Modell modelliert wurden.

Das erste Maximum hatte eine apparente moleku-
lare Masse von 42,4 kDa, das zweite Maximum
von 72,2 kDa, das dritte Maximum von 155,7 kDa
und das vierte Maximum von 262,6 kDa. Das
zweite Maximum besaß die höchste Absorption.
Auffällig war auch ein Maximum bei einem
Retentionsvolumen von 41ml, der eine apparente

Abbildung 5.21: Bestimmung der apparenten molekularen Massen von AeMenK (8mg), CtMenK (30mg)
und CtMenK2 (15mg) mittels SEC. Die gestrichelten Linien kennzeichnen die dekonvolvierten Maxima
der Proteinspezies, die jeweils nummeriert sind. Die Berechnung der apparenten molekularen Massen
erfolgte unter Verwendung einer Kalibrierungsgeraden, die aus sechs Proteinen mit bekannten molekularen
Massen erstellt wurde (siehe Kapitel 4.10.6). Kav, Verteilungskoeffizient.
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molekulare Masse von mehr als 1000 kDa aufwies.
CtMenK mit einer berechneten molekularen
Masse von 53,2 kDa wies ein abweichendes
Elutionsmuster im Vergleich zu AeMenK auf, da
nur 3 dominante Elutionsmaxima identifiziert
wurden (Abb. 5.21). Dabei war Maximum 1
am deutlichsten ausgeprägt und hatte eine
apparente molekulare Masse von 42,2 kDa. Das
zweite Maximum hatte eine apparente molekulare
Masse von 96,7 kDa und das dritte Maximum
von 171,6 kDa, wobei die Absorption mit den
Maxima abnahm. Ähnlich wie bei AeMenK war
auch bei 41min ein weiteres Elutionsmaximum
zu erkennen.
Bei CtMenK2 mit einer berechneten molekularen
Masse von 54,1 kDa wurden ebenfalls drei Eluti-
onsmaxima identifiziert (Abb. 5.21). Allerdings
zeigte Maximum 1 die höchste Absorption, wäh-
rend Maximum 2 und 3 eine deutlich geringere
Absorption aufwiesen. Auch das Elutionsmaxi-
mum bei 41min war im Vergleich zu AeMenK und
CtMenK schwächer ausgeprägt. Die apparenten
molekularen Massen der Maxima betrugen
43,2 kDa (Maximum 1), 99,0 kDa (Maximum 2)
und 166,8 kDa (Maximum 3). Aufgrund ihrer
apparenten molekularen Masse lassen die Maxima
in den Proben von AeMenK und CtMenK auf
eine Oligomerisierung schließen, was darauf
hindeutet, dass Monomere, Dimere, Trimere
und sogar Tetramere vorhanden waren. Es ist
jedoch zu beachten, dass die Oligomerisierung,
insbesondere bei AeMenK und CtMenK, bis zur
Auflösungsgrenze der SEC-Säule auftrat, während
dies bei CtMenK2 nicht der Fall war. Um die
beobachteten Oligomerisierungszustände der
MenK-Proteine zu bestätigen, wurde AeMenK
mittels nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(Nativ-PAGE) aufgetrennt und die ersten drei
gereinigten Maximumfraktionen aus der SEC
aufgetragen. Bei der elektrophoretischen Auftren-
nung von AeMenK wurden in der Nativ-PAGE
ebenfalls mehrere Oligomerisierungssignale beob-
achtet (Abb. 5.22A). Das erste Signal wurde bei
44 kDa sichtbar und zeigte aufgrund der niedrigen
Proteinkonzentration vom ersten Maximum eine
niedrige Intensität. In den Fraktionen war dieses
Signal nicht mehr erkennbar, vermutlich aufgrund
der intensiveren Prozessierung der Proben durch
die SEC. Ein zweites Signal von deutlich stärkerer
Intensität zeigte sich bei 76 kDa, während das

dritte Signal eine Größe von 160 kDa aufwies.
Die molekularen Massen, die durch native-PAGE
bestimmt wurden, stimmten mit den Ergebnissen
der SEC überein. Um sicherzustellen, dass
es sich nicht um Verunreinigungen aus der
Proteinaufreinigung handelte, wurden alle Proben
zusätzlich einer SDS-PAGE unterzogen (Abb.
5.22B). Dabei wurde sowohl in der Proteinlösung
als auch in den Proben der Fraktionen nur eine
Proteinspezies beobachtet, das der Größe von
AeMenK entspricht. Die gleichen Beobachtungen
wurden auch für CtMenK gemacht (nicht gezeigt).

Zur Bestimmung der exakten Molekülmasse eines
CtMenK-Monomers und zur Erkennung möglicher
Modifikationen wurde die Molekülmasse mittels
MALDI-TOF- und Elektrospray-Ionisation (ESI)
Massenspektrometrie gemessen (Abb. 5.22C, D).
Die MALDI-TOF-Analyse zeigte zwei Hauptmaxi-
ma mit Masseneinheiten von 27 537 und 55 073Da.
Die ESI-MS von CtMenK ergab eine geringfügige
Abweichung von 3Da gegen über der MALDI-
TOF-Analyse, wobei die Masse bei 55 070,65Da
lag. Die errechnete Masse für CtMenK mit
His-Tag betrug 54 923,64Da, basierend auf der
mittleren Isotopenzusammensetzung. Dies ergab
eine Abweichung von 147,01Da im Vergleich
zur Masse, die durch die Massenspektrometrie
ermittelt wurde. Diese Diskrepanz könnte auf
die aerobe Reinigung und die damit verbundene
Oxidation von Aminosäuren zurückzuführen sein.
Des Weiteren könnten auch Hydroxylierungen
sowie potenzielle Substitutionen dazu beitragen.
Um diese Hypothesen zu klären, wurde das
Plasmid aus dem Produktionsstamm isoliert und
das Ctmenk-Gen wurde einer Sequenzierung
unterzogen. Dabei wurden keine Substitutionen
festgestellt.

5.4.3 Proteinstabilität
von MenK

Aufgrund vorheriger Beobachtungen zur Oligo-
merisierung von MenK- und MenK2-Proteine
wurden weitere Untersuchungen zu diesem Thema
durchgeführt. Dabei wurde der Zustand der
Oligomere während einer schrittweisen Erhöhung
von Harnstoff und Guanidinium-Hydrochlorid
mittels SEC beobachtet. Sowohl Harnstoff als
auch Guanidinium-Hydrochlorid haben eine
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denaturierende Wirkung auf Proteine und sollten
in diesem Experiment eine Dissoziation der
Oligomere hervorrufen.
Es wurde eine graduelle Steigerung der Konzentra-
tion von Harnstoff bis zu 8M durchgeführt(Abb.
5.23A). Die Erhöhung der Harnstoffkonzentration
führte zu einer Verringerung der Retentions-
zeit, was auf eine verstärkte Oligomerisierung
hindeutete. Dieses Phänomen wurde bis zu
einer Konzentration von 6M beobachtet. Bei
einer Harnstoffkonzentration von 8M schien es
jedoch zu einer vollständigen Denaturierung und
Entfaltung der Proteine sowie zur Auflösung

der meisten Oligomere zu kommen. Die gleichen
Beobachtungen, nämlich die Oligomerisierung
bei Konzentrationen bis zu 4M und Denatu-
rierung bei 6 und 8M Harnstoff, wurden auch
mittels Nativ-PAGE gemacht (Abb. 5.23B).
Zur Verifizierung wurde ein zweites Denatu-
rierungsmittel, Guanidinium-Hydrochlorid, bis
zu einer Konzentration von 6M verwendet.
Auch mit Guanidinium-Hydrochlorid wurde eine
verstärkte Oligomerisierung beobachtet, die mit
zunehmender Konzentration einherging (Abb.
5.23C). Jedoch wurde bei hohen Konzentrationen
keine Denaturierung festgestellt. Insgesamt wurde

Abbildung 5.22: Massenbestimmung von AeMenK und CtMenK. (A) Elektrophoretische Auftrennung
von gereinigtem AeMenK und SEC-Elutionsmaxima mittel (A) Nativ-PAGE und (B) SDS-PAGE. Die
Trennung wurde mithilfe von 4-16%igen Nativgelen und 12,5%igen SDS-Gelen durchgeführt, wobei 25
µg Protein verwendet wurden, sofern nicht anders angegeben (Kap. 4.10.3, 4.10.5). (C) MALDI-TOF
Massenspektrum von monomerem CtMenK und (D) Nicht-dekonvolutiertes ESI-Spektrum im positiven
Ionisierungszustand.

Seite 73



Kapitel 5 Ergebnisse

Abbildung 5.23: Denaturierungsexperimente mit
CtMenK (3mg/ml): (A) SEC und (B) Nativ-
PAGE von CtMenK, das mit Harnstoff behandelt
wurde, bei Konzentrationen von 8, 6, 4 und 2M.
Für die Nativ-Page wurde ein 4-16% Nativgel mit
einer Proteinmenge von 25µg verwendet (Kap.
4.10.5). (C) SEC von CtMenK, das mit Guanidi-
niumhydrochlorid behandelt wurde, bei Konzen-
trationen von 6, 4, 2 und 1M (Kap. 4.10.6).

keine Auflösung der oligomeren Zustände in
Dimere oder Monomere beobachtet, sondern nur
eine verstärkte Oligomerisierung.

Um einen möglichen Einfluss der Proteinkonzen-
tration auf die Oligomerisierung zu überprüfen,
wurde CtMenK durch die Verwendung von un-
terschiedlichen Imidazolkonzentrationen in einem
Bereich von 2mg/ml bis 15mg/ml aufgereinigt
und anschließend mittels SEC untersucht (Abb.
5.24A). Es wurde festgestellt, dass unabhängig
von der Konzentration eine gleichbleibende
Oligomerisierung auftrat und es wurden keine
Unterschiede festgestellt. Zusätzlich wurde die
Stabilität der CtMenK-Proteinlösung mittels
SEC untersucht. Es wurde festgestellt, dass
nach Lagerung bei -80 °C sowohl monomeres
als auch oligomeres Protein ausfiel und eine
signifikante Abnahme der Absorption auftrat
(Abb. 5.24B). Nach Zugabe von 10% Glycerin
zur Proteinlösung wurde nach Lagerung bei
-80 °C ein reduzierter Proteinverlust im Vergleich
zur Kontrolle beobachtet. Im Gegensatz dazu
zeigte das isolierte Monomer von CtMenK
ohne Anwesenheit von Oligomeren eine deutlich
verbesserte Stabilität über 24 Stunden bei 4 °C
und nach Lagerung bei -80 °C ohne Zugabe von
Glycerin (Abb. 5.24C).
Zur Untersuchung der Proteinstabilität des
monomeren CtMenK und zur Ableitung mög-
licher struktureller Eigenschaften wurde ein
Thermal Shift Assay (TSA) durchgeführt. Hierbei
wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYPRO Orange
verwendet, der mit den hydrophoben Bereichen
des Proteins wechselwirkt. Durch schrittweise
Erhöhung der Temperatur wurde das Protein
denaturiert und so die inneren hydrophoben
Bereiche freigelegt. Die Interaktion der hydro-
phoben Bereiche mit SYPRO Orange wurde
durch Fluoreszenzmessungen erfasst, wodurch
eine proteinspezifische Schmelzkurve erhalten
wurde. Das monomere CtMenK zeigte eine hohe
Startfluoreszenz, die mit zunehmender Tempe-
ratur abnahm (Abb. 5.25A). Dies deutet auf
eine hohe Anzahl von hydrophoben Aminosäuren
hin, die sich an der Proteinoberfläche befinden
und direkt mit SYPRO Orange interagieren,
ohne denaturiert zu werden. Durch eine längere
Haltezeit bei Erhöhung der Temperatur wurde die
Ausgangsfluoreszenz reduziert, um vergleichbare
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Abbildung 5.24: SEC mit oligomerem und mono-
meren CtMenK. (A) Untersuchung der Oligomeri-
sierung von CtMenK in Abhängigkeit der aufge-
reinigten Proteinkonzentration von 15mg/ml bis
2mg/ml. (B) Untersuchung der Oligomerisierung
von CtMenK in Abhängigkeit der Lagerung bei
-80 °C und der Zugabe von 10% Glycerin. (C)
Stabilität von isoliertem monomerem CtMenK bei
4 °C über 24 h und nach Lagerung bei -80 °C (Kap.
4.10.6).

Schmelzkurven zu erhalten (Abb. 5.25B).
Es gibt verschiedene Faktoren, die die thermische
Stabilität von Proteinen beeinflussen können,
darunter der pH-Wert und die Art des Puffer-
systems. Aus diesem Grund wurden mehrere
Tests mit unterschiedlichen Puffersystemen mit
einer Konzentration von 50mM durchgeführt,
wobei sich Tris, Phosphat und BisTris als am
geeignetsten erwiesen. Der pH-Wert wurde in
Intervallen von 0,5 eingestellt, wobei der Bereich
von 7 bis 9 durch den Tris- und Phosphat-Puffer
abgedeckt wurde, während der Bereich von 6
bis 8 vom BisTris-Puffer abgedeckt wurde. Um
diese Puffersysteme miteinander zu vergleichen,
wurde die Schmelztemperatur (Tm) über die
erste Ableitung der Fluoreszenzemission als
Funktion der Temperatur (-dF/dT) berechnet
(Kap. 4.10.7).
In Bezug auf das Tris-Puffersystem zeigte sich
ein eindeutiger Trend bezüglich des Tm-Werts,
wobei die thermische Stabilität mit zunehmendem
pH-Wert abnahm. Ein pH-Wert von 7 wies
den höchsten Tm-Wert auf (Abb. 5.25C). Im
Gegensatz dazu zeigten die Phosphat- und
BisTris-Puffersysteme keinen signifikanten
Unterschied im Tm-Wert in Abhängigkeit vom
pH-Wert (Abb. 5.25D; E). Dennoch wurde das
Maximum für Phosphat bei einem pH-Wert von
6 und für BisTris bei einem pH-Wert von 6,5
erreicht (Abb. 5.25F). Insgesamt deuten alle
Puffersysteme daraufhin, dass die maximale
thermische Stabilität des monomeren CtMenK
zwischen pH 6 und pH 7 liegt.
Bisher kam Tris-Puffer bei der Reinigung oder
im MenK-Enzymassay zum Einsatz. Zusätzli-
che Untersuchungen wurden mittels des TSA
durchgeführt, um den Einfluss der Puffer- und
NaCl-Konzentration auf monomeres CtMenK zu
untersuchen. Dabei wurde monomeres CtMenK
in einem Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 7
verwendet. Die thermische Stabilität von CtMenK
wurde bei Tris-Pufferkonzentrationen von 0mM
bis 300mM und einer NaCl-Konzentration von
50mM gemessen (Abb. 5.26A). Es stellte sich
heraus, dass die Tris-Konzentration keinen
Einfluss auf den Tm-Wert hatte, jedoch wurde
deutlich, dass Tris für eine höhere thermische
Stabilität benötigt wird.
Um den Einfluss der NaCl-Konzentration zu
untersuchen, wurden NaCl-Konzentrationen von
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Abbildung 5.25: Einfluss des Puffersystems und des pH-Wertes auf die thermische Stabilität von mo-
nomerem CtMenK (0,5mg/ml). (A) Schmelzprofil von monomerem CtMenK vor der Optimierung der
TSA-Methode und (B) nach der Optimierung. Die abgeleiteten Schmelzprofile von monomerem CtMenK
in den Puffersystemen (C) Tris, (D) Phosphat und (E) BisTris mit jeweils einer Konz. von 50mM und
varrierendem pH-Wert. (F) Schmelztemperaturen in Abhängigkeit der verschiedenen Puffersysteme und
pH-Werte. Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichungen von drei unabhängigen Messungen.
RFU (Relative Fluorescence Unit) fungiert als Maßeinheit zur Darstellung der relativen Fluoreszenzinten-
sität eines Fluoreszenzfarbstoffs.
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0mM bis 400mM und eine Tris-Konzentraion von
50mM verwendet (Abb. 5.26B). Es zeigte sich,
dass die NaCl-Konzentration kaum Auswirkungen
auf die thermische Stabilität von CtMenK hatte.
Erst ab einer NaCl-Konzentration von 300mM
wurde ein positiver Effekt beobachtet, der den
Tm-Wert von 49,2 auf 51,0 °C im Vergleich
zur 0mM-Kontrolle erhöhte. Bei niedrigeren
Konzentrationen wurden keine Veränderungen im
Tm-Wert festgestellt.
Insgesamt lässt sich feststellen, dass das CtMenK-
Protein in einem pH-Bereich von 6 bis 8
thermisch stabil war. Lediglich im Tris-Puffer
zeigte CtMenK bei einem pH-Wert von 7 die
höchste thermische Stabilität. Eine minimale
Pufferkonzentration von 50mM war erforderlich,
während die NaCl-Konzentration nur einen
geringfügigen positiven Einfluss zu haben schien.
Dies ermöglicht einen breiten variablen Bereich für

die optimale Pufferzusammensetzung basierend
auf der thermischen Stabilität von CtMenK.

5.4.4 MenK-Enzymassay mit
CtMenK

Um eine eingehendere Untersuchung der
MenK/MqnK/MenK2-Enzyme, insbesondere
im Hinblick auf den Reaktionsmechanismus,
durchzuführen, wurde ein Enzymassay für MenK
entwickelt (Hein 2019). Dieser Assay ist ein
in vitro-Test, der die Methylierung von MK durch
MenK/MqnK/MenK2-Enzyme in einer lipidfreien
Umgebung ermöglicht. Als Elektronendonor für
die MenK/MqnK/MenK2-Enzyme wird NADPH
in Kombination mit dem natürlichen Flavodoxin-
Reduktase (Fpr)/Flavodoxin (FldA)-Redoxsystem
von E. coli verwendet.
NADPH wird durch Fpr oxidiert, wodurch

Abbildung 5.26: Einfluss der Puffer- und NaCl-Konzentration auf die thermische Stabilität von monomerem
CtMenK. Die abgeleiteten Schmelzprofile in Abhängigkeit von (A) der Pufferkonzentration und (B) der
NaCl-Konzentration, basierend auf den Daten des Protein Thermal Shift Assay. Fehlerbalken repräsentieren
die Standardabweichungen von drei unabhängigen Messungen.
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zwei Elektronen auf den Fpr-Kofaktor FAD
übertragen werden. Das reduzierte Fpr ist in der
Lage, die Elektronen auf den Kofaktor FMN
des Flavodoxins FldA zu übertragen. In seiner
reduzierten Form fungiert FldA in biologischen
Systemen als Elektronendonator für verschiedene
Proteine. Innerhalb dieses spezifischen Systems
erfolgt die Elektronenübertragung auf die Enzyme
MenK/MqnK/MenK2 durch FldA (Abb. 5.27).
Die Gene für FPR und FldA wurden aus
E. coli MG1655 amplifiziert und mittels des
pET-Expressionssystems in E. coli BL21 (DE3)
expremiert (Kap. 4.10.1). Um die Proteine
FPR und FldA mit ihren Kofaktoren FAD und
FMN zu beladen, wurden jeweils 50µM des
entsprechenden Kofaktors zu den Proteinlösungen
hinzugegeben, bevor die Proteinaufreinigung

Abbildung 5.27: Schematische Darstellung des
MenK-Enzymassays unter Einsatz des natürli-
chen Fpr/FldA-Redoxsystems. Hierbei erfolgt die
Oxidation von NADPH durch Fpr, wobei die
Elektronen auf FldA übertragen werden. Sub-
sequent erfolgt die Elektronenübertragung von
FldA auf MenK. Unter Anwesenheit von SAM
führt MenK daraufhin die Methylierung von
Menachinon durch. R, Isopren-Seitenkette; Fpr,
Flavodoxin-Reduktase; FldA, Flavodoxin; 5-Ado,
5´-Desoxyadenosin; MTA, Methylthioadenosin.
Modifiziert nach Hein 2019.

durchgeführt wurde. Die Proteine wurden über
ihren C-terminalen His-Tag aufgereinigt und
ihre Reinheit wurde mittels SDS-PAGE und
Western-Blot-Analyse bestätigt (Fpr, 31,5 kDa;
FldA, 23,6 kDa) (Abb. 5.28A, B). Der Einbau der
Kofaktoren wurde mittels UV/VIS-Spektroskopie
durch die charakteristischen Maxima von FAD
und FMN bei 398 und 456 nm, sowie 369 und
466 nm verifiziert. (Abb. 5.28C). Die Ausbeute an
Fpr betrug 134mg/l TB-Medium und an FldA
70mg/l TB-Medium.
Während des Reinigungsprozesses kam das
gereinigte CtMenK mit Sauerstoff in Berührung,
was zur Oxidation des [Fe4S4]-Clusters führte.
Um die katalytische Aktivität von CtMenK
wiederherzustellen, war eine Rekonstitution des
[Fe4S4]-Clusters erforderlich (Kap. 4.10.9). Hierfür
wurde das Protein unter anaeroben Bedingungen
mit DT, Ammoniumeisen(II)-sulfat und Sulfid be-
handelt. Die Rekonstitution des [Fe4S4]-Clusters
wurde durch UV/VIS-Spektroskopie überprüft,
da ein Absorptionsmaximum im Bereich von 400-
420 nm für einen solchen Cluster charakteristisch
ist (Abb. 5.29A). Zudem wurde ein Farbumschlag
von der Proteinlösung von leicht rötlich zu dunkel
braun bis schwarz beobachtet (Abb. 5.29B).
Die Unlöslichkeit von MK8 oder MK6 in Wasser
stellt eine erhebliche Herausforderung für den
MenK-Enzymassay dar und macht Menachinonen
mit langen Polyisopren-Seitenketten ungeeignet
für einen MenK-Enzymassay. Um dieses Problem
zu überwinden, wurde MK4 verwendet, da es
im Vergleich zu MK8 geringere hydrophobe
Eigenschaften aufweist. Es wurde dem MenK-
Enzymassay in einer Lösung aus DMSO und
Isopropanol zugesetzt. Im MenK-Enzymassay
wurden neben MK4 die Komponenten SAM, Fpr,
FldA und CtMenK verwendet (Kap. 4.10.10).
Nachfolgend erfolgte die Analyse des Enzy-
mansatzes mittels HPLC, wobei neben MK4
sowohl 8-MMK4 als auch 5,8-DMMK4 nachge-
wiesen wurden (Abb. 5.29C, E, F). Dies stimmt
mit den Beobachtungen der Produktion von
CtMenK in E. coli mit 8-MMK8 und 5,8-DMMK8
überein. Insgesamt wurden 21,5% ± 5,1%
des MK4-Substrats zu 8-MMK4 (13,9%) bzw.
5,8-DMMK4 (7,6%) innerhalb von 12 h umgesetzt.
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Abbildung 5.28: Reinigung und UV/VIS-Spektroskopie von Fpr und FldA. (A) SDS-PAGE-Analyse der
Fpr- (links) und FldA-Reinigung (rechts). Die Trennung erfolgte unter Verwendung eines 12,5%-igen
SDS-Gels mit einer Beladung von 25µg Gesamtzellprotein und 10µg Protein (Wasch, Elution). (Kap.
4.10.3). (B) Western-Blot-Analyse der Fpr- und FldA-Reinigung. Nach dem Transfer auf eine PVDF-
Membran wurden die His-getaggten Proteine mittels Immunassays unter Verwendung eines primären
Anti-His-Antikörpers und eines sekundären HRP-gekoppelten Antikörpers nachgewiesen (Kap. 4.10.4).
(C) UV/VIS-Spektren von Fpr und FldA (1,6mg/ml) mit den charakteristischen Maxima der Kofaktoren
FAD und FMN bei 398 und 456 nm, sowie 369 und 466 nm. In der oberen rechten Ecke sind Bilder der
Proteinlösungen abgebildet.
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Abbildung 5.29: Rekonstitution und Enzymassay von CtMenK. (A) UV/VIS-Spektrum des rekonstituierten
CtMenK-Enzyms mit dem charakteristischen Absorptionsmaximum des [Fe4S4]-Clusters zwischen 400
und 420 nm (Kap. 4.10.9). (B) Farbänderung der CtMenK-Proteinlösung (5mg/ml) vor (hellrot) und
nach der Rekonstitution (dunkelbraun bis schwarz(C) HPLC-Chromatogramm des CtMenK-Enzymassays
mit MK4 als Substrat und den dazugehörigen UV/VIS-Spektren von (D) MK4 sowie den erzeugten
Produkten (E) 8-MMK4 und (F) 5,8-DMMK4 (Kap. 4.10.10). Das HPLC-Chromatogramm wurde bei
249 nm aufgenommen.
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5.4.5 Inhibition
von CtMenK

Frühere Untersuchungen haben gezeigt, dass der
MenK-Enzymassay bisher nur begrenzte Aktivität
aufweist (Hein 2019). Eine mögliche Erklärung
dafür könnte sein, dass die enzymatische Reak-
tion durch die entstehenden Reaktionsprodukte
gehemmt wird. Bei der Methylierungsreaktion von
MenK entstehen neben den methylierten Deri-
vaten auch S-Adenosylhomocystein (SAH) und
5’-Deoxyadenosin (5-Ado). Darüber hinaus kann
SAM bei längerer Lagerung oder unter Bedingun-
gen mit einem pH-Wert über 1,8 und erhöhten
Temperaturen zu 5’-methylthioadenosine (MTA)
oder SAH zerfallen (Farooqui et al., 1983). Im
Verlauf des MenK-Enzymassays kommt es daher
vermutlich zu einer zunehmenden Anreicherung
von 5-Ado, SAH und MTA.
Es wurde beobachtet, dass sowohl SAH als auch
5-Ado eine inhibitorische Wirkung auf andere
SAM-Enzyme wie BioB, LipA und ThiH haben
(Challand et al., 2009; Hutcheson & Broderick
2012). Diese Beobachtung legt nahe, dass auch
MenK möglicherweise durch diese Verbindungen
gehemmt wird. Daher wurde die Hypothese einer
möglichen Inhibierung von MenK überprüft. Zur
Validierung dieser Annahme wurde die MTA/SAH-
Nukleosidase (MTAN) gereinigt und dem MenK-
Enzymassay zugefügt. MTAN ist ein Enzym, das
durch Abspaltung von Adenin die Umwandlung
von 5-Ado, SAH und MTA in 5’-Deoxyribose
(5-dR), S-Ribosyl-L-homocystein (SRH) und 5-
Methylthioribose (MTR) katalysiert, wobei SAM
nicht als Substrat verwendet wird (Abb. 2.5). Die
Zugabe von MTAN zum MenK-Enzymassay wür-
de die Eliminierung potenzieller Inhibitoren er-
möglichen, was zu einer Steigerung der Enzymak-
tivität führen könnte.
Das MTAN-kodierende Gen wurde mittels Amplifi-
kation aus dem Genom von E. coli BL21 (DE3) iso-
liert und in das pET-Expressionssystem inseriert.
Anschließend wurde MTAN in E. coli BL21 (DE3)
produziert und über den N-terminalen His-Tag
aufgereinigt. Die erfolgreiche Proteinproduktion
von MTAN (28,2 kDa) in E. coli sowie die Reini-
gung wurden mittels SDS-PAGE und Western-
Blot verifiziert (Abb. 5.30A, B). Die Ausbeute an
gereinigtem MTAN betrug 55,2mg/ml.
Um die enzymatische Aktivität von MTAN zu

überprüfen, wurde ein enzymgekoppelter spektro-
metrischer Assay verwendet. Hierfür wurde die
Xanthinoxidase eingesetzt, die Adenin als Sub-
strat verwendet, das während der MTAN-Katalyse
freigesetzt wird. Durch eine zweistufige Oxida-
tion wird das Adenin in 8-Hydroxyadenin und
schließlich in 2,8-Dihydroxyadenin umgewandelt
(Abb. 5.30C). Die Absorptionzunahme von 2,8-
Dihydroxyadenin wurde bei 305 nm spektrome-
trisch gemessen. MTA, SAH und 5-Ado wurden
als Substrate für den MTAN-Assay verwendet.
Für jedes der drei Substrate wurde eine deutliche
Zunahme der Absorption bei 305 nm im MTAN-
Assay festgestellt (Abb. 5.31A, B, C). Dies ließ
sich auf die Bildung von 2,8-Dihydroxyadenin zu-
rückführen. Dadurch wurde nachgewiesen, dass
MTAN enzymatisch aktiv war und sowohl MTA,
SAH als auch 5-Ado abbauen konnte.
Um eine mögliche Hemmung von CtMenK durch
die Produkte 5-Ado, SAH und MTA nachzuwei-
sen, wurden im MenK-Enzymassay Ansätze mit
der Zugabe von je 1mM 5-Ado, SAH und MTA
erstellt. Diese Konzentration entsprach derjenigen
von SAM im Enzymassay. Zusätzlich wurde ein
weiterer Ansatz mit der Zugabe von 25µM MTAN
durchgeführt, ohne einen potenziellen Inhibitor
hinzuzufügen. Als Kontrolle diente ein Enzym-
ansatz ohne die Zugabe von einem potenziellen
Inhibitor oder MTAN. Der Enzymassay wurde
für 12 h bei 30 °C inkubiert. Die HPLC-Analyse
zeigte eine inhibitorische Wirkung von SAH und
MTA (Abb. 5.31D). SAH führte zu einer Redukti-
on der 8-MMK4-Produktion um 22,3% (87,1µM)
im Vergleich zur Kontrolle (112,1µM). Eine etwas
stärkere Hemmung wurde bei MTA beobachtet,
mit einer Verringerung um 26,7% im Vergleich
zur Kontrolle. Bei der Betrachtung der DMMK-
Produktion war die Hemmung noch ausgepräg-
ter. SAH führte zu einer Verringerung um 40,6%
(27,7µM) und MTA um 50,6% (23µM) im Ver-
gleich zur Kontrolle (46,6µM). Im Gegensatz dazu
hatte 5-Ado keinen signifikanten Einfluss auf die
MMK (39,6µM) und DMMK (113,9µM) Produk-
tion.
Überraschenderweise zeigte der Enzymansatz mit
MTAN eine signifikante Reduktion der MMK-
Produktion um 19,7% (90µM). Hingegen wur-
de eine Steigerung der DMMK-Produktion um
26,4% (58,9µM) im Vergleich zur Kontrolle be-
obachtet. Diese Ergebnisse bestätigten die inhibi-
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Abbildung 5.30: Analyse der Reingungsfraktionen von MTAN durch (A) SDS-PAGE und (B) Western-Blot,
nach Aufreinigung aus E.,coli. Die Trennung erfolgte unter Verwendung eines 10%igen SDS-Gels und 25µg
Protein (Kap. 4.10.3).(C) Schematische Darstellung des MTAN-Assays als Kopplungsenzym-Methode zur
Bestimmung der enzymatischen Aktivität von MTAN. Während der Reaktion erfolgt die enzymatische
Umsetzung von 5-Ado, SAH und MTA zu Adenin unter der Katalyse von MTAN. Das gebildete Adenin
führt durch die gekoppelte Xanthinoxidase zur Bildung von 2,8-dhA (2,8-Dihydroxyadenin) mit einer
Absorption bei 305 nm. 5-Ado, 5´-Desoxyadenosin; SAH, S-Adenosyl-L-Homocystein; MTA, Methylt-
hioadenosin; 5-dR, 5-Deoxyribose; SRH, S-Ribosyl-L-homocystein; MTR, 5-Methylthioribose; XOD,
Xanthinoxidase; 8-hA, 8-Hydroxyadenin; 2,8-dhA, 2,8-Dihydroxyadenin.
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Abbildung 5.31: MTAN Aktivitätsassay und MenK-Enzymassay. (A) Verifizierung der katalytischen
Fähigkeit von MTAN gegenüber (A) 5-Ado, (B) MTA und (C) SAH mittels eines spektrophotometrischen
Assays. (D) Wirkung von 1mM 5-Ado, MTA, SAH und 25µM MTAN auf die MMK- und DMMK-
Produktion von CtMenK in µM. Ein Enzymansatz ohne Zugabe eines Inhibitors oder MTAN wurde als
Kontrolle verwendet. *, t-Test: p = 0,05 im Vergleich zur Kontrolle.

torische Wirkung von SAH und MTA auf MenK.
Im Gegensatz dazu scheint 5-Ado keine inhibito-
rische Wirkung auf MenK zu haben. Die Zugabe
von MTAN zur Umsetzung von SAH, MTA und
5-Ado führte zu einer Verringerung der MMK-
Produktion, während die DMMK-Produktion ver-
bessert wurde.

5.4.6 Substratspektrum
von CtMenK

Wie im oben beschriebenen MenK-Enzymassay
wird MK4 in einer Lösung aus DMSO und Iso-
propanol zugesetzt. Allerdings war die bisherige
Ausbeute an methyliertem MK4 gering. Um die
Effizienz des Enzymassays zu verbessern, wäre es

möglicherweise von Vorteil, ein MK-Derivat zu
verwenden, das besser in Wasser löslich ist als
MK4.
Es wurde gezielt nach Molekülen gesucht, die eine
Grundstruktur von 1,4-Naphthochinon aufweisen
und entweder keine oder nur eine kurze Seiten-
kette besitzen. Als potenzielle Substrate wurden
die Moleküle 1,4-Naphthochinon, 2-Hydroxy-1,4-
naphthochinon und 2-Hydroxy-3-(3-methylbut-2-
en-1-yl)naphthalene-1,4-dion (Lapachol) verwen-
det. Zur Separation der potenziellen Substra-
te von ihren methylierten Derivaten wurde für
jedes Molekül eine dedizierte HPLC-Methode
entwickelt (Kap. 4.10.10). Die Identifikation er-
folgt gleich wie bei den MKs über das UV-Vis-
Spektrum. Dabei zeigt das 1,4-Naphthochinon ein
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UV-Vis-Spektrum mit zwei Maxima bei 250 nm
und 339 nm (Abb. 5.32 D). Für 2-Hydroxy-1,4-
naphthochinon wurden drei Maxima bei 249 nm,
279 nm und 339 nm detektiert (Abb. 5.32 E). La-
pachol zeigte im UV-Vis-Spektrum drei Maxima
bei 251 nm, 282 nm und 335 nm (Abb. 5.32 F).
Im MenK-Enzymassay wurden die MK-Derivate
anstelle von MK4 verwendet. Diese wurden je-
weils im Assaypuffer gelöst und dem Enzymas-
say zugesetzt. Die HPLC-Analyse des MenK-
Enzymassays ergab, dass weder methylierte Deri-
vate von 1,4-Naphthochinon noch von 2-Hydroxy-
1,4-Naphthochinon detektiert wurden (Abb. 5.32
A, B). Die Massenspektrometrie der Enzymansät-
ze zeigte ebenfalls keine methylierten Derivate mit
der erwarteten Masse (nicht gezeigt). Bei Lapachol
wurde neben dem eigenen Elutionsmaximum ein
weiteres Maximum mit einer längeren Retentions-
zeit von 20min detektiert (Abb. 5.32 C). Das UV-
Vis-Spektrum des Derivats zeigte eine Verschie-
bung des dritten Maximums in den längerwelligen
Bereich im Vergleich zum UV-Vis-Spektrum von
Lapachol (Abb. 5.32 F). Diese Verschiebung ist
bei den MKs bekannt und wird durch zusätzli-
che Methylgruppen am Naphthochinon-Ring ver-
ursacht. Jedoch war eine Massenspektrometrie-
Analyse nicht möglich und trotz mehrfacher Wie-
derholungen des Experiments unter denselben Be-
dingungen konnte das Maximum bei 20 Minuten
nicht reproduziert werden. Stattdessen zeigten die
Ergebnisse, ähnlich wie bei den anderen beiden
artifiziellen Substraten, keine methylierten Deri-
vate. Aus diesen Ergebnissen wurde abgeleitet,
dass weder 1,4-Naphthochinon noch 2-Hydroxy-
1,4-naphthochinon als Substrate für CtMenK die-
nen können. Es besteht jedoch die Möglichkeit,
dass Lapachol unter bisher unbekannten Bedingun-
gen möglicherweise als Substrat verwendet werden
kann. Jedoch ist es aufgrund der unzureichenden
Reproduzierbarkeit und der geringen Ausbeute an
methyliertem Derivat nicht als geeignetes alter-
natives Substrat für den MenK-Enzymassay zu
betrachten.

5.5 Strukturvorhersage und -
analyse
von MenK und MenK2

5.5.1 Primär- und
Sekundärstruktur

In der Literatur werden RSMTs vor allem anhand
ihrer Domänenstruktur unterschieden, so auch
die MenK/MqnK/MenK2-Familie. Diese gehört
zur Klasse C der RSMTs, für die eine radikalische
SAM-Domäne und eine Coproporphyrinogen
III-Dehydrogenase (CPDH)-Domäne beschrie-
ben sind (Bauerle et al., 2015). Basierend auf
einem Sequenzalignment von 993 putativen
MenK/MqnK/MenK2-Sequenzen wurde festge-
stellt, dass alle MenK/MqnK/MenK2-Enzyme
vier Domänen besitzen: den N-terminalen
Tripwire (28-57As, x̄=37As), die radikali-
sche SAM-Domäne (151-159As, x̄=153As),
die sogenannte Linker-Domäne (64-120As,
x̄=100As) und die C-terminale CPDH-Domäne
(133-189As, x̄=150As) (Abb. 5.33). Die Be-
zeichnung der CPDH-Domäne leitet sich von
ihrer hohen Sequenzidentität zum radikali-
schem SAM-Enzym sauerstoffunabhängigen
Coproporphyrinogen-III-Dehydrogenase ab,
obwohl dieses keine Methylierung katalysiert.
Besonders der Tripwire und die CPDH-Domäne
weisen eine größere Variation in ihrer Länge
zwischen den MenK/MqnK/MenK2-Enzymen
auf. Zum Beispiel besitzt WsMqnK einen um
34 Aminosäuren längeren Tripwire im Vergleich
zu CtMenK (Abb. 5.33). AeMenK hingegen hat
eine 21 Aminosäuren längere CPDH-Domäne im
Vergleich zu CtMenK.
Für die Analyse der Domänenidentität wurden
paarweise Sequenzalignments der bisher sieben
experimentell bestätigten MenK/MqnK/MenK2-
Enzyme aus C. tanakaei, A. equolifaciens,
W. succinogenes, F. marina und S. aciditrophicus
durchgeführt. Die daraus resultierenden Identitä-
ten wurden anschließend gemittelt. Dabei wurde
festgestellt, dass der Tripwire eine Identität von
45 ± 20% aufwies. Die SAM-Domäne zeigte die
höchste Identität mit 65 ± 11%. Die Linker-
Domäne wies eine Identität von 43 ± 5% auf,
während die CPDH-Domäne mit 53 ± 16% die
zweithöchste Identität aufwies. Die Unterschiede
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Abbildung 5.32: HPLC- und photospektrometrische Analyse der artifiziellen Substrate im MenK-
Enzymassay. HPLC-Chromatogramm vom MenK-Enzymassay unter Verwendung der Substrate (A)
1,4-Naphthohochinon, (B) 2-Hydroxy-1,4-Naphthohochinon und (C) Lapachol. UV-Vis-Spektren der
artifiziellen Substrate ((D) 1,4-Naphthohochinon; (E) 2-Hydroxy-1,4-Naphthohochinon; (F) Lapachol
und möglicherweise detektierter methylierter Derivate. Die HPLC-Chromatogramm wurde bei 249 nm
aufgenommen.
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Abbildung 5.33: Domänenstruktur der radikalischen SAM MK Methyltransferasen der Klasse C sowie das
Alignment der MenK/MqnK- und MenK2-Sequenzen aus A. equolifaciens, C. tanakaei und W. succinogenes,
zusammen mit CPDH aus E. coli. Signaturmotive sind im Alignment markiert. Identische Aminosäuren
sind in rot dargestellt. TW: N-terminale Tripwire-Domäne. *, streng konservierter Rest; (:) bezeichnet
die Konservierung zwischen Gruppen mit sehr ähnlichen Eigenschaften, ähnlich den Werten über 0,5 in
der Gonnet-PAM-250-Matrix; (.) bedeutet die Konservierung zwischen Gruppen mit schwach ähnlichen
Eigenschaften, was den Werten ≤0,5 und > 0 in der Gonnet-PAM-250-Matrix entspricht (Gonnet et al.,
1992).

in der Sequenzidentität erstreckten sich nicht nur
zwischen verschiedenen Spezies, sondern auch
innerhalb desselben Mikroorganismus bei den
Enzymen MenK und MenK2. Ein Beispiel hierfür
war A. equolifaciens, wo die Sequenzidentität 62%
(AeMenK gegen AeMenK2) betrug, im Gegensatz
zu lediglich 46% bei den entsprechenden Enzymen
von C. tanakaei (CtMenK gegen CtMenK2).

Die Signatur-Motive zur Identifizierung von
MenK/MqnK/MenK2 sind hauptsächlich in
den radikalischen SAM- und Linker-Domänen
lokalisiert (Abb. 5.33). Die Linker-Domäne
enthält ebenfalls das charakteristische Mo-
tiv [QxTxYPLM/QxTxSPLY], das eine klare
Unterscheidung zwischen MenK und MenK2
ermöglichte (Wilkens et al., 2020). Basierend
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auf dieser Erkenntnis wurde die Hypothese
aufgestellt, dass das Tyrosin, welches zuvor als
entscheidende Aminosäure für die Differenzierung
betrachtet wurde, möglicherweise einen Einfluss
auf die Methylierungsposition haben könnte. Um
diese Hypothese zu überprüfen, wurde das Motiv
[QxTxSPLY] in AeMenK2 gezielt durch ortsge-
richtete Mutagenese in das Motiv [QxTxYPLM]
geändert. Trotz der Modifikation des Motivs
wurde mittels HPLC-Analyse eine Produktion
von 7-MMK8 festgestellt (nicht gezeigt). Dies
deutet daraufhin, dass die Veränderung des
Motivs alleine nicht ausreichend ist für eine
Änderung der Methylierungsspezifität.
Die Sekundärstrukturvorhersage von CtMenK
bestand aus 17,2% β-Strängen, 46,9% α-Helices
und 2% 310-Helices (Abb. 5.34). Insgesamt gibt
es 4 β-Faltblätter: A besteht aus 9 gemischten
Strängen, B aus 2 parallelen Strängen, C aus 3
antiparallelen Strängen und D aus 3 antiparallelen
Strängen.
Die Sekundärstruktur von CtMenK2, reprä-
sentativ für die MenK2-Enzyme, besteht zu
18,8% aus β-Strängen, zu 45,6% aus α-Helices
und zu 1,8% aus 310-Helices (Abb. 5.34). Es
gibt auch hier 4 β-Faltblätter: A besteht aus
4 antiparallelen Strängen, B aus 9 gemischten
Strängen, C aus 2 parallelen Strängen und D
aus 3 antiparallelen Strängen. Die radikalische
SAM-Kerndomäne besteht sowohl bei CtMenK
als auch bei CtMenK2 aus 6 parallelen β-Strängen
und 6 Helices, die später in der Tertiärstruktur
ein β6α6 Dreiviertel-TIM-Barrel bilden (Abb.
5.34). Obwohl die prozentuale Identität der
Primärstruktur zwischen CtMenK und CtMenK2
mit 46,2% sehr gering ist, besteht eine erhebliche
Übereinstimmung in den Sekundärstrukturen.
Diese Übereinstimmung ist vor allem auf eine
stark konservierte radikalische SAM-Domäne
zurückzuführen.

5.5.2 Strukturanalyse
mittels AlphaFold

Bisherige Strukturvorheragen für
MenK/MqnK/MenK2 basierten auf Homo-
logiemodellen von CPDH (PDB ID 1OLT)
(Wilkens et al., 2020). Diese Modelle waren
ausreichend für erste strukturelle Erkenntnis-
se, erwiesen sich jedoch als ungeeignet für

Abbildung 5.34: Proteintopologie von CtMenK
und CtMenK2. α- und 310-Helices sind als Zy-
linder und β-Stränge als Pfeile dargestellt. Die
Buchstaben A-D geben die Sekundärstrukturen
der β-Faltblätter an. Rot markiert ist die radika-
lische SAM Domäne. Die Proteintopologie wurde
mit PDBsum erstellt (Laskowski et al., 2017).
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weiterführende Untersuchungen. Durch die
Verwendung von AlphaFold2 mittels ColabFold
wurden neue Strukturvorhersagen berechnet,
die zu neuen Erkenntnissen über die Struktur
führten. Beim Vergleich der Homologiemodelle
mit den Strukturmodellen von AlphaFold wurden
strukturelle Ähnlichkeiten festgestellt. Trotzdem
beträgt die RMSD (Root Mean Square Devia-
tion) über 379 Cα-Atome 4,1Å, obwohl beide
Modelle auf derselben Sequenz von CtMenK
basieren. Dies deutete auf erhebliche strukturelle
Abweichungen der beiden Strukturvorhersagen
hin. Zusätzlich fehlen im Homologiemodel der
C- und der N-Terminus, die den Tripwire und
die CPDH-Domäne betreffen. Insgesamt sind
75 Aminosäuren nicht vorhanden, welche eine
entscheidende Rolle bei der Bildung des Substrat-
kanals spielen, und deren Funktionen werden
im Verlauf des Kapitels noch näher erläutert.
Beim Vergleich der AlphaFold-Strukturvorhersage
mit der vorhandenen Strukturvorhersage in den
Datenbanken (ID AF-G1WKZ6-F1) wurde ein
RMSD über 454 Cα-Atome von 0,55Å festgestellt.
Dabei zeigten sich minimale Abweichungen
zwischen beiden Vorhersagen. Daher wurde in
allen weiteren Untersuchungen ausschließlich
mit der berechneten Strukturvorhersage von
AlphaFold gearbeitet.
Um die Qualität der Strukturvorhersage von
AlphaFold zu überprüfen, wurden die vorherge-

sagten Strukturen einer Ramachandran-Analyse
unterzogen. Dabei wurden die statistischen Ver-
teilungen der Bindungswinkel der Cα-C-Carbonyl
(Ψ)-Bindung und der Cα-N (Φ)-Bindung in
den Peptidbindungen betrachtet. Bei der Struk-
turvorhersage für CtMenK nahmen 95,6% der
Aminosäuren die energetisch bevorzugte Konfor-
mation ein, während 4,4% in einer energetisch
akzeptablen Konformation lagen (Abb. 5.35).
Die Rotamere wiesen zu 97,7% die energetisch
bevorzugte Konformation auf, zu 2% die en-
ergetisch akzeptable Konformation und 0,3%
fielen als Ausreißer heraus, da sie eine energetisch
ungünstige Konformation aufwiesen. Es wurden
keine unzulässigen Bindungen festgestellt, jedoch
traten 9 (0,2%) unzulässige Winkel auf. Ähnliche
Ergebnisse wurden auch für das Strukturmodell
von CtMenK2 beobachtet, wobei 97% der
Aminosäuren die energetisch bevorzugte Konfor-
mation einnahmen und 3% in einer energetisch
akzeptablen Konformation vorlagen (Abb. 5.35).
Bei den Rotameren von CtMenK2 lagen 98,2% in
der energetisch bevorzugten Konformation, 1,3%
in der energetisch akzeptablen Konformation
und 0,5% als Ausreißer. In der Struktur wurden
keine unzulässigen Bindungen identifiziert, jedoch
traten 11 (0,2%) unzulässige Winkel auf.
Die statistischen Ergebnisse der Ramachandran-
Analyse bestätigen die hohe Qualität der
AlphaFold-Strukturvorhersagen. Die über-

Abbildung 5.35: Ramachandran-Diagramm der AlphaFold-Struktur von CtMenK und CtMenK2. Darstel-
lung der Torsinswinkel ψ und φ der Cα Bindungen und Einteilung in energetisch favorisierte (hellblaue)
und energetisch günstige Konformationen (dunkelblaue Umrandung).
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wiegende Mehrheit der Aminosäuren be-
fand sich innerhalb der erlaubten Bereiche
des Ramachandran-Plots, was auf günstige
Dihedralwinkel-Konformationen hinwies. Die
minimale Anzahl an Aminosäuren in nicht-
erlaubten Bereichen deuteten auf eine geringe
steriche Belastung hin. Diese Erkenntnisse, wenn
zusammengefasst interpretiert, legten nahe, dass
die Proteinstruktur stabil ist und biologisch
plausibel erscheint.
Die RMSD zwischen CtMenK und CtMenK2
beträgt 2,2Å (über 427 Cα-Atome). Ohne die
Einbeziehung von Ausreißern verringerte sich
der RMSD auf 0,9Å (über 359 Cα-Atome), was
auf eine starke strukturelle Ähnlichkeit hinwies.
Die Grundstruktur beinhaltet eine radikalische
SAM-Kerndomäne, bestehend aus 6 parallelen
β-Strängen, die in einem parallelen β-Faltblatt
angeordnet sind, sowie 6 α-Helices, die sich
entlang der äußeren Oberfläche des β-Faltblattes
erstrecken (Abb. 5.36A). In Kombination ergaben
dies eine β6α6 Dreiviertel-TIM-Barrel. Die Domä-
nen Tripwire, radikalische SAM Domäne, Linker
und CPDH-Domäne sind nicht nur sequenziell
voneinander getrennt, sondern zeigen auch in
der dreidimensionalen Struktur eine deutliche
räumliche Seperation. Lediglich der Tripwire
umschließt die radikalische SAM-Domäne, den
Linker und die CPDH-Domäne (Abb. 5.36B).
Die Oberfläche der Strukturmodelle von CtMenK
und CtMenK2 weisen einige hydrophobe Ami-
nosäuren auf (Abb. 5.36C). Es konnte jedoch
kein Membrananker oder eine ähnliche Struktur
identifiziert werden. Analysen mit MemProtMD
und anderen Tools wiesen ebenfalls nicht auf
mögliche Interaktionspunkte zwischen Membran
und Protein hin (nicht gezeigt)(Newport et al.,
2018).
Um den Zugang von Kofaktoren wie dem
[Fe4S4]-Cluster sowie Substraten wie den beiden
SAM-Molekülen und dem MK zum katalytischen
Zentrum im Protein zu ermöglichen, werden
Kanäle benötigt. Diese Kanäle wurden mithilfe
von Caver PyMOL-Plugin V 3.0 und MOLEonline
berechnet (Pavelka et al., 2016; Berka et al., 2012).
Insgesamt gibt es jeweils vier Kanäle, die sowohl
in CtMenK als auch in CtMenK2 existieren
Abb. 5.37A). Die Kanäle in CtMenK sowie in
CtMenK2 weisen eine ähnliche Symmetrie auf.
Aufgrund ihrer Dimensionen in Bezug auf Größe,

Durchmesser und Lage wurden drei der Kanäle
als Zugang für das MK ausgeschlossen, wodurch
lediglich ein potenzieller Kanal verblieb (Abb.
5.37A, dunkelblau).
Die Länge des Kanals im Bereich von CtMenK
beläuft sich auf 41,4Å, während sie bei CtMenK2
41,9Å beträgt (Abb. 5.37B). Der Abstand vom
Kanaleingang bis zur potenziellen Bindungsstelle,
die für CtMenK als Y286 und für CtMenK2 als
Y288 definiert wurde (da dieses Tyrosin eine
stark konservierte Aminosäure ist und höchst-
wahrscheinlich MK bindet), beträgt 27,9Å für
CtMenK und 33,5Å für CtMenK2. Es ist jedoch
zu beachten, dass die genaue Bindungsstelle für
MK noch nicht bekannt ist. Die engste Stelle
des Kanals hat einen Durchmesser von 3,2Å für
CtMenK und 1,8Å für CtMenK2 unter statischen
Bedingungen (Abb. 5.37B). Wenn jedoch die
Flexibilität der Seitenketten berücksichtigt wird,
erhöht sich der Durchmesser deutlich und MK
wäre in der Lage, den Kanal zu passieren.
Die beteiligten Aminosäuren in der Kanalstruktur
stammen ausschließlich aus dem Tripwire, der
CPDH-Domäne und dem C-terminalen Teil
der Linker-Domäne. Die Linker-Domäne bildet
über die drei antiparallelen β-Faltblätter eine
Verbindung zur CPDH-Domäne, während die
Tripwire-Domäne zusammen mit einer α-Helix
und der CPDH-Domäne den Kanaleingang bilden.
Um die Bedeutung des Tripwires zu untersuchen,
wurde eine verkürzte Version des Tripwires von
WsMqnK konstruiert und in E. coli produziert.
WsMqnK wurde ausgewählt, da es im Vergleich
zu anderen MenK/MqnK/MenK2 eine deutlich
längere Tripwire-Domäne aufweist. Entsprechend
wurden 34 Aminosäuren entfernt, um die gleiche
Tripwire-Länge wie bei den MenKs und MenK2s
aus A. equolifaciens und C. tanakaei zu erreichen.
Im Vergleich zum Wildtyp-WsMqnK wurde
festgestellt, dass die gekürzte Version eine signifi-
kant geringere Menge an 8-MMK8 produzierte
(nicht gezeigt). Dies deutete daraufhin, dass der
Tripwire eine wichtige Rolle spielt.
Sowohl die Kanäle von CtMenK als auch von
CtMenK2 bestehen größtenteils aus hydrophoben
Aminosäuren (Abb. 5.37B). Jedoch zeigt der
Kanaleingang von CtMenK im Gegensatz zu
CtMenK2 hydrophile Aminosäuren. Zusätzlich zu
den hydrophoben Aminosäuren gibt es in beiden
Kanälen vereinzelt Aminosäuren mit schwacher
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Abbildung 5.36: Darstellung der AlphaFold-Strukturvorhersage. (A) Cartoon-Darstellung und (B) Ober-
flächendarstellung mit kolorierter Domänenstruktur gemäß Abb. 5.33. (C) Hydrophobizitätsdarstellungen
der Proteinoberfläche. Die hydrophoben Bereiche sind in Rot hervorgehoben, während die hydrophilen
Bereiche in Weiß dargestellt sind. Zur Einteilung der Aminosäuren wurde die normalisierte Konsens-
Hydrophobie-Skala verwendet, an der sich der Balken orientiert, angefangen von hydrophob (1,38; rot)
bis hydrophil (-2,53; weiß) (Eisenberg et al., 1984).
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Abbildung 5.37: Innere Kanalnetzwerke von CtMenK und CtMenK2. (A) Darstellung potenzieller Kanäle
(farblich getrennt), ausgehend vom katalytischen Zentrum und unter Berücksichtigung ihrer Lage im
Protein mit kolorierter Domänenstruktur gemäß Abb. 5.33. (B) Darstellung der berechneten Eigenschaften
des MK-Kanals (dunkelblauer Kanal in A) in Bezug auf die Distanz. Der Kanalradius wird zusammen
mit der Hydrophobie angegeben, welche auf der normalisierten Hydrophobie-Skala von Cid et al., 1992
basiert und von hydrophil (-1,14; blau) bis hydrophob (1,81; gelb) reicht. Die Ladung bezieht sich auf
geladene Aminosäurereste und reicht von negativ (rot) bis positiv (blau). Gleichzeitig ist der freie Radius
dargestellt, der den Kanalradius nur für die Hauptkette der Aminosäuren repräsentiert. Die Analysen
wurden mittels Caver PyMOL-Plugin V 3.0 und MOLEonline generiert (Pavelka et al., 2016; Berka et al.,
2012).
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negativer oder positiver Ladung. Es besteht
jedoch keine Korrelation in der Positionierung der
geladenen Aminosäuren zwischen den Kanälen,
abgesehen von den positiv geladenen Aminosäuren
am Kanaleingang.
Das katalytische Zentrum des Proteins befindet
sich im Inneren und enthält wichtige Kofak-
toren wie den [Fe4S4]-Cluster und die beiden
SAM-Moleküle (Abb. 5.38A). Der Kanal endet
an der Bindungsstelle für SAM2, das für die
Übertragung der Methylgruppe verantwortlich
ist. Dieser Übergangsbereich stellt die potenzielle
Bindungsstelle für die Kopfgruppe von MK dar.
Daher muss MK bis auf 1-2 Isopreneinheiten
bei MK8 und MK6 vollständig in das Protein
eindringen, um das katalytische Zentrum zu
erreichen (Abb. 5.38A). Es wird angenommen,
dass die SAM-Moleküle und ihre Produkte, wie
5-Ado und SAH, aufgrund ihrer Größe über
denselben Kanal in das Protein gelangen oder es
verlassen.

5.5.3 Aufbau des katalytischen Zen-
trums

Ungeachtet der unterschiedlichen Amino-
säuresequenzen wurde bei den Enzymen
MenK/MqnK/MenK2 aus A. equolifaciens,
C. tanakaei und W. succinogenes dieselbe struktu-
relle Architektur festgestellt.
Der [Fe4S4]-Cluster wird in der Mitte des
Dreiviertel-TIM-Barrel durch das RSS-
Cysteinmotiv [CxxxCxxC] koordiniert (C47,
C51, C54 in CtMenK). Dieses Motiv kann zum
Signaturmotiv 41-[LYxHxPFCx3Cx2CxF]-56
erweitert werden und ist in jeder MenK-Sequenz
konserviert (Abb. 5.38B). Das vierte Eisenatom
des [Fe4S4]-Clusters wird durch die Amino- und
Carboxylatgruppen von SAM1 koordiniert.
In CPDH aus E. coli ist die Carboxylatgruppe
des Methioninrests von SAM1 an R184 gebunden,
während Q172 die beiden Hydroxylgruppen des
Riboserückgrats bindet (Layer 2003). Diese Ami-
nosäuren sind ebenfalls in allen MenK-Sequenzen
konserviert (R162 und Q150 in CtMenK in
Abb. 5.38B). Der Adeninrest von SAM1 wird
wahrscheinlich ähnlich wie bei CPDH durch die
aromatischen Aminosäuren F53 (F68 in CPDH)
und Y220 (F240 in CPDH) koordiniert. Das
charakteristische Motiv [QxTxYPLM], das in

der Linker-Domäne vorzufinden ist, zeigt sich
ebenfalls im aktiven Zentrum von CtMenK.
Hierbei unterscheidet es sich von dem Motiv in
CtMenK2, [QxTxSPLY], hauptsächlich durch die
Positionierung des Tyrosinrests. Im Falle von
CtMenK befindet sich der Tyrosinrest auf Position
Y220, während er bei CtMenK2 auf Position Y222
liegt. Diese Positionsverschiebung, insbesondere
des Tyrosinrests, ermöglicht allein schon die
Unterscheidung zwischen den Enzym-Subfamilien
MenK und MenK2. Die Tyrosinreste sind in
Richtung des aktiven Zentrums ausgerichtet
und befinden sich unmittelbar in der Nähe der
Carboxylatgruppe des Methioninrests von SAM2.
Der Adeninanteil von SAM2 ist über π-π-
Wechselwirkungen mit Y41 verbunden, das sich
im zuvor erwähnten Cysteinmotiv befindet, wie
bei CPDH (Y56). Es besteht die Möglichkeit,
dass SAM2 in CPDH zusätzlich über das F310
gebunden ist, das sich im CPDH-spezifischen
[KNFQGYTT]-Motiv befindet. Dieses Motiv ist
in den MenK/MqnK/MenK2-Proteinen nicht
vorhanden und wird stattdessen durch das
284-[DEY]-286-Motiv ersetzt (gemäß CtMenK-
Nummerierung). In diesem Bereich erfolgt auch
der Übergang vom Substratkanal ins aktive
Zentrum, welcher in CPDH nicht vorhanden ist.
Daher befindet sich Y286 nicht an derselben
Position wie F310 in CPDH und könnte statt-
dessen eine wichtige Rolle in der MK-Bindung
spielen. Die genaue Bindungsstelle von MK
(oder MMK) ist bisher nicht bekannt, aber es
wird vermutet, dass die potenzielle (Methyl-)
Menachinon-Bindungstasche hauptsächlich aus
konservierten hydrophoben Aminosäuren wie
Tyrosin und Leucin besteht. Insbesondere Y286
könnte eine wichtige Rolle bei der Chinonbindung
durch hydrophobe Wechselwirkungen spielen.
Die konservierten Aminosäuren E285 und R417,
die in CPDH nicht vorhanden sind, liegen unmit-
telbar an der potenziellen Bindungsstelle von MK.
Es ist möglich, dass sie bei der Positionierung
von MK eine Rolle spielen oder direkt am
Reaktionsmechanismus als Base beteiligt sind
(Kap. 6.3.5).
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Abbildung 5.38: Abb. 1: Lage und Struktur des aktiven Zentrums in CtMenK und CtMenK2. (A)
Darstellung der Hydrophobizität (nach Abb. 5.36) auf der Proteinoberfläche mit dem Kanaleingang
sowie Querschnitt von CtMenK mit dem [Fe4S4]-Cluster (gelb), den 2 SAM-Molekülen (orange) und MK
(hellblau). (B) Potenzielle Bindungsstelle für (Methyl)-Menachinon im aktiven Zentrum von CtMenK mit
den konservierten Aminosäuren, die an den Bindungen des Kofaktors und Substrats beteiligt sind.
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Diskussion

6.1 Phylogenie von
MenK/MqnK/MenK2-
Enzymen

In zahlreichen wissenschaftlichen Untersuchun-
gen wurde das Vorkommen von methylierten
MK-Derivaten wie MMK und DMMK in ver-
schiedenen Mikroorganismen nachgewiesen (Anh.
Tab. S.1). Eine Mehrheit dieser Mikroorganismen
gehört den bakteriellen Phyla Actinomycetota
(früher: Actinobacteria) und Pseudomonadota
(früher: Proteobacteria) an. Zusätzlich wurde
die Produktion von MMK auch bei Arten aus
den archaealen Phyla Thermoproteota (früher:
Crenarchaeota) und Euryarchaeota festgestellt,
während die Produktion von DMMK bisher
nur in der Klasse der Coriobacteriia (Phylum
Actinomycetota) beobachtet wurde.
Bisher wurde die Verbreitung von MMK bzw.
MenK/MqnK/MenK2 nur anhand biochemisch
charakterisierter Mikroorganismen vermutet.
Die bioinformatische Auswertung mittels Clus-
teranalyse hat jedoch das wahre Potenzial der
Verbreitung von MenK/MqnK/MenK2-Enzymen
aufgezeigt. Die Ergebnisse des MKMT-Clusters
lieferten Hinweise darauf, dass zahlreiche Mikro-
organismen die Fähigkeit besitzen, methylierte
MK-Derivate zu synthetisieren. Dies wurde
durch die erfolgreiche Bestätigung der vorher-
gesagten enzymatischen Aktivität der MenK-
und MenK2-Proteine in den Mikroorganismen
Ferrimonas marina, Collinsella tanakaei und
Syntrophus acitrophicus veranschaulicht. Dar-
über hinaus wird diese Analyse durch früher
identifizierte MenK/MqnK/MenK2-Proteine
unterstützt, wie sie beispielsweise in Adler-

creutzia equolifaciens, Shewanella oneidensis
und Wolinella succinogenes beobachtet wurden
(Hein et al., 2017; Hein et al., 2018). Es wurden
bisher 9 bakterielle Phyla identifiziert, die
Mikroorganismen mit der Fähigkeit zur Bildung
von MMK enthalten, von denen zuvor keine
Kenntnis bestand (Abb. 5.5). Sogar innerhalb
der bekannten Phyla wie Actinomycetota und
Pseudomonadota wurde die Anzahl der betreffen-
den Mikroorganismen unterschätzt. Insgesamt
sind nun bereits 492 verschiedene Stämme, die
einer taxonomischen Familie zugeordnet sind,
bekannt. Diese Ergebnisse wurden durch die
biochemisch charakterisierten Mikroorganismen,
die MMK/DMMK enthalten, bestätigt, da
sie nahezu alle in der Analyse wiedererkannt
wurden. Das Fehlen bestimmter Organismen
wie Sutterella stercoricanis DSM17807 lies sich
darauf zurückführen, dass keine Genomsequenzen
verfügbar waren.
Diese Ergebnisse verdeutlichen eine klare
Diskrepanz zwischen der Anzahl der Mikroorga-
nismen, die potenzielle MqnK/MenK/MenK2-
Kandidaten aufweisen, und jenen, bei denen die
MMK/DMMK-Produktion biochemisch bestätigt
worden war. Ein Problem bei der experimen-
tellen Bestimmung der Chinon/Chinolpool-
Zusammensetzung besteht darin, dass sie von
den Wachstumsbedingungen abhängig ist. In
vielen Laborkulturen, die aerob auf komplexen
Medien gezüchtet werden, blieb die Fähigkeit zur
Produktion von MMK/DMMK wahrscheinlich
unbeobachtet, da solche Wachstumsbedingungen
nicht den natürlichen Lebensraum widerspiegeln.
Dank der neu identifizierten
MenK/MqnK/MenK2-Sequenzen war es möglich,
spezifische Motive abzuleiten. Neben der Analyse
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von Proteinsequenzen in voller Länge sind die vor-
gestellten Signaturmotive nützlich, um Mitglieder
der MqnK/MenK/MenK2-Familie von anderen
radikalen SAM-Enzymen zu unterscheiden und
MenK2-Homologe innerhalb der Familie anhand
eines einzigen Signaturmotivs zu identifizieren
(Tab. 5.2). Dies ist besonders hilfreich, da die
automatisierte systematische Annotation in
öffentlichen Datenbanken zu vielen funktionellen
Fehlannotationen von RSMT-Enzymen der
Klasse C geführt hat (Schnoes et al., 2009). Zum
Beispiel wurden 47% der 14 365 Proteine, die
in der Clusteranalyse verwendet wurden, als
Coproporphyrinogen-III-Oxidasen annotiert,
aufgrund ihrer hohen Sequenzähnlichkeit mit
CPDH und der umfassenden Charakterisierung
von E. coli CPDH.
Insbesondere die Unterscheidung zwischen MenK
und MenK2 wird anhand eines einzigen Motivs
([QxTxYPLM/QxTxSPLY]) ermöglicht. Dadurch
wurden 48 Arten identifiziert, die MenK2-
Sequenzen besitzen (Abb. 5.5). Zudem wurde
das Vorkommen von MenK2 auf zwei Familien
eingegrenzt: die Familien Coriobacteriaceae
und Eggerthellaceae (Klasse Coriobacteriia;
Phylum Actinomycetota). Darüber hinaus wurde
festgestellt, dass das Genom jedes dieser 48
Mikroorganismen, die MenK2 aufweisen, ein
kodierendes Gen für ein kanonisches MenK-
Enzym enthält. Dies legt nahe, dass die Funktion
von MenK2 hauptsächlich in der Bildung von
7,8-DMMK liegt und es nicht unabhängig von
MenK vorkommt.
Durch zusätzliche Untersuchungen wurde fest-
gestellt, dass nicht alle Mikroorganismen in
beiden Familien sowohl MenK als auch MenK2
besitzen. Einige Mikroorganismen können ent-
weder nur MenK oder sowohl MenK als auch
MenK2 aufweisen, während andere keines von
beiden besitzen. Dies deutet daraufhin, dass die
Verteilung und das Vorhandensein dieser Enzyme
in beiden Familien variieren kann. Innerhalb der
Familie Coriobacteriaceae gehören die Gattungen
Parvibacter, Collinsella und Senegalimassilia zu
den Mikroorganismen mit MenK und MenK2.
Keine der anderen Gattungen innerhalb dieser
Familien zeigt das Vorhandensein von MenK
oder MenK2. In der Familie Eggerthellaceae
besitzen die Gattungen Adlercreutzia, Berryella,
Cryptobacterium, Denitrobacterium, Eggerthella,

Ellagibacter, Enterorhabdus, Gordonibacter,
Hugonella, Raoultibacter und Slackia MenK und
MenK2.
Eine interessante Ausnahme stellt bisher das
archaeale Phylum der Euryarchaeota dar.
Bei den bisher bekannten drei Mikroorganis-
men, die methylierte Menachinone aufweisen
(Natronobacterium gregoryi SP2, Thermoplas-
ma acidophilum DSM1728 und HO-63), wurden
in ihren Genomen keine homologen Sequenzen
der MenK/MqnK/MenK2-Familie identifiziert.
Dieser Befund wird auch durch die Clusteranalyse
bestätigt, bei der kein Mikroorganismus aus dem
Phylum Euryarchaeota erkannt wurde.
Besonders bemerkenswert ist N. gregoryi SP2,
da dieser Mikroorganismus neben MMK auch
DMMK besitzt. Demnach müsste er nicht nur
über das Gen menK, sondern auch über ein
Gen für menK2 verfügen oder über funktionelle
Analoge. Interessanterweise verwendet dieser
Mikroorganismus den Men-Weg zur Synthese von
MK, was bei Archaea ungewöhnlich ist. Bisher
wurde dies hauptsächlich in der Familie Halobac-
teriaceae (Phylum: Euryarchaeota) beobachtet,
und es wird vermutet, dass sie den klassischen
Men-Weg durch horizontalen Gentransfer (HGT)
von Bakterien erworben haben (Zhi et al., 2014).
Obwohl N. gregoryi SP2 zur Familie Natrialbaceae
gehört, gehört es immer noch zur selben Klasse
der Halobacteria. Daher könnte der Men-Weg
durch denselben HGT erlangt worden sein.
Zhi et al. (2014) haben durch phylogenetische
Analysen festgestellt, dass die Men-Proteine aus
Euryarchaeota zusammen mit den Proteinen von
Salinibacter ruber (Phylum: Rhodothermota) eine
Klade bilden. Wenn dies der Fall ist, handelt es
sich im Fall N. gregoryi SP2 um einen zweiten
HGT, da N. gregoryi SP2 nicht nur den Men-Weg,
sondern auch die Gene für menK und menK2
besitzen müsste, die ebenfalls transferiert worden
sein müssen. Das Phylum Rhodothermota besitzt
das Gen für MenK2 jedoch nicht. Daher müsste es
zu einem HGT zwischen einem Mikroorganismus
aus der Familie Coriobacteriaceae oder Eggert-
hellaceae gekommen sein, da diese die einzigen
Mikroorganismen mit einem MenK2 sind. Dies
würde das Vorkommen von DMMK außerhalb der
Familien Coriobacteriaceae und Eggerthellaceae
erklären. Allerdings erklärt dies nicht, warum
potenzielle menK/mqnK/menK2-Kandidaten im
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Genom nicht identifiziert wurden. Es besteht die
Möglichkeit, dass das Genom unvollständig ist
oder die Gene auf einem nicht sequenzierten Plas-
mid lokalisiert sind. Eine alternative Erklärung
könnte sein, dass die Methylierung von MK und
MMK durch ein nicht verwandtes Enzym erfolgt,
das unabhängig durch konvergente Evolution
entwickelt wurde.
Eine alternative Methode zur biochemischen Ana-
lyse des Chinonpools besteht darin, in (meta)geno-
mischen Daten nach menK/mqnK/menK2-Genen
zu suchen, um Informationen über das potenzielle
Vermögen zur Synthese von MMK und DMMK
zu erhalten. Mittels der Clusteranalyse wurde
dieser Zusammenhang in der vorliegenden Arbeit
erfolgreich hergestellt. Daher ist es nun möglich,
die mögliche Zusammensetzung des Chinonpools
anhand von Genomdaten vorherzusagen. In
dieser Analyse wurde nicht nur der Cluster für
die MenK/MqnK/MenK2-Familie identifiziert,
sondern es war auch möglich, Cluster von anderen
Proteinen der Klasse C RSMTs zu identifizieren
(Abb. 5.1). Eine entsprechende Auswertung dieser
Cluster könnte zusätzliche Erkenntnisse über die
betreffenden Proteine liefern.

6.2 Rolle von MMK
in mikrobiellen
Elektronentransportket-
ten

Aufgrund ihrer Fähigkeit, Elektronen zu
transportieren, sind methylierte MK-Derivate
besonders geeignet als Redoxvermittler in
Elektronentransportketten (ETKs), insbeson-
dere für Elektronenakzeptoren mit niedrigem
Standardredoxpotential. Es wird angenommen,
dass das Redoxpotenzial von Menachinon, das
bei E0´(MK/MKH2) ≈ -70mV liegt, mit jeder
zusätzlichen Methylgruppe am Naphthochinon-
ringsystem negativer wird, und zwar um etwa
40-80mV pro Methylgruppe. Demzufolge wurde
für 8-MMK/8-MMKH2 ein Redoxpotenzial von
etwa -150mV berichtet (Schoepp-Cothenet et al.,
2013; Unden & Bongaerts 1997´; Schmid et al.,
1999, Nasiri et al., 2009; Hein et al., 2018).
Diese Eigenschaften prädestinieren methylierte

Chinone für die Beteiligung an Niederpotential-
Elektronentransportketten, die bei anaeroben
Atmungsprozessen auftreten und einen termi-
nalen Elektronenakzeptor mit einem negativen
Redoxpotential nutzen. Im Rahmen der Korre-
lationsanalyse wurden Enzyme identifiziert, die
eine erhöhte Korrelation mit 8-MMK aufwiesen.
Dies lässt darauf schließen, dass diese Enzyme
möglicherweise in einer Wechselwirkung oder
einem Zusammenhang mit der Nutzung von
8-MMK in den Elektronentransportketten eine
Rolle spielen könnten.

6.2.1 MMK-assoziierte
Elektronendonor-
Oxidoreduktasen

Unter den Elektronendonor-Oxidoreduktasen
haben zwei spezifische Enzyme besondere Auf-
merksamkeit erregt: die Formiat-Dehydrogenase
(Fdh) und die Hydrogenase (Hyd) (Tab. 5.4;
Abb. 6.1B). Die Fdh ist ein membrangebundener
Komplex, der aus den Untereinheiten FdhABC
besteht. Sie ist für die Oxidation von Formiat
zu Kohlendioxid und Wasserstoff verantwortlich.
Die Hyd hingegen ist ein membrangebundener
[NiFe]-Hydrogenase-Komplex, bestehend aus
den Untereinheiten HydABC. Sie katalysiert
die Reaktion von Wasserstoff zu Protonen und
Elektronen. Bei Betrachtung der E0’-Werte der
beteiligten Redoxpaare ergibt sich ein Wert von
E0´(CO2/HCO2

– ) ≈ -432mV und E0´(H+/H2)
≈ -420mV. Diese beiden Enzyme sind bisher die
einzigen Elektronendonor-Oxidoreduktasen, bei
denen eine Interaktion mit 8-MMK beschrieben
wurde (Dietrich & Klimmek 2002; Klimmek
et al., 2004; Eller et al., 2019). Es ist wichtig
anzumerken, dass sowohl die Fdh als auch die
Hyd nicht ausschließlich von 8-MMK abhängig
sind, sondern auch in der Lage sind, Elektronen
auf MK zu übertragen (Kröger et al., 2002).
Neben den zuvor erwähnten Enzymen existiert
ein weiteres Enzym, die Succinat:Chinon-
Oxidoreduktase (SQR) aus Thermoplas-
ma acidophilum, die bislang nur in begrenz-
tem Umfang erforscht wurde (Abb. 6.1A).
Dieses Enzym wurde im thermo- und aci-
dophilen Archaeon T. acidophilum, als auch
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im extrem thermophilen Bakterium Ther-
mus thermophilus identifiziert (Schäfer et al., 2002,
Kolaj-Robin et al., 2011). Das sdh/frd-Operon
von T. acidophilum kodiert für vier Protein-
untereinheiten: A (Flavoprotein-Untereinheit),
B (Eisen-Schwefelprotein-Untereinheit) und
zwei kleine Untereinheiten C und D, die einen
Membrananker bilden (Lancaster 2013). Die
Untereinheiten A und B zeigen allgemein eine
hohe Sequenzhomologie zu anderen Arten, und
dies trifft auch auf die Succinat-Dehydrogenase
(Sdh) aus T. acidophilum zu. Die Differenzierung
zwischen Sdh- und Frd-Enzymen anhand ihrer
Sequenzen ist herausfordernd. Dies könnte die
fehlende aussagekräftige Korrelation zwischen
Sdh und MMK in der Korrelationsanalyse
erklären (Lancaster 2013). Möglicherweise ist
eine präzisere Unterteilung der Sdh/Frd in Bezug
auf ihre Subtypen notwendig, um relevante
Ergebnisse zu erzielen, da die Klassifizierung in
verschiedene Typen auf der Struktur der Mem-
branankerproteine basiert. Auch die Ergebnisse
der EPR-Spektroskopie deuten daraufhin, dass
die charakteristischen Eisen-Schwefel-Cluster S1
[Fe2S2], S2 [Fe4S4] und S3 [Fe3S4] der „klassi-
schen“ Sdhs in dieser archäalen Sdh ebenfalls
vorhanden sind (Anemüller et al., 1995). Im
Gegensatz dazu unterscheidet sich der Membran-
anker von dem anderer Arten und besteht aus den
beiden kleinen hydrophoben Untereinheiten C und
D. Er enthält zudem zwei Häm-Gruppen und wird
als Typ-A-Anker klassifiziert (Schäfer et al., 2002).
Die Sdh-Aktivität dieses Enzyms wurde durch
Membranpräparationen mit künstlichen Elektro-
nenakzeptoren bestätigt, die zudem eine MMK
(früher: Thermoplasmachinon)-Abhängigkeit
aufwiesen (Anemüller et al., 1995). Darüber
hinaus zeigte T. acidophilum bei Wachstum
in einer anaeroben Umgebung eine erhöhte
Menge an 8-MMK7, die 97% des Gesamtchinons
ausmacht (Shimada et al., 2001). Bislang war es
nicht möglich die Sdh zu isolieren, ohne dabei
seine Enzymaktivität zu verlieren. Dies hat die
Durchführung weiterführender Untersuchungen
bislang verhindert. Daher ist noch ungeklärt, ob
als mögliches Chinon auch andere MK-Derivate
neben MMK in Frage kommen könnten.

6.2.2 MMK-assoziierte
Elektronenakzeptor-
Oxidoreduktasen

Bei der Konstruktion einer vollständigen ETK,
die aus einem Elektronendonor, Menachinon
und einem Elektronenakzeptor besteht, müssen
auch die Elektronenakzeptor-Oxidoreduktasen
berücksichtigt werden. Im Rahmen der Korre-
lationsanalyse wurden drei eindeutige Enzyme
identifiziert, die eine hohe Korrelation mit 8-MMK
aufweisen: die Polysulfid-Reduktase (Psr), die
Sulfitreduktase (Mcc) und die MMK:Fumarat-
Reduktase (Mfr) (Tab. 5.3). Diese Enzyme spielen
eine entscheidende Rolle bei der Bildung und dem
Transfer von Elektronen innerhalb der ETKs.
Die Psr wurde im Modellorganismus
W. succinogenes untersucht, der durch oxi-
dative Phosphorylierung wachsen kann und
dabei Wasserstoff oder Formiat als Elektro-
nendonoren verwendet, während Polysulfid
als Elektronenakzeptor dient (Klimmek et al.,
1991; Klimmek et al., 2004). In dieser ETK
besteht der PsrABC-Komplex in Kombination
mit dem zuvor erwähnten Fdh oder Hyd (Abb.
6.1B) (Dietrich & Klimmek 2002; Klimmek
et al., 2004). Polysulfid ist ein Elektronenakzep-
tor mit niedrigem Redoxpotential, mit einem
E0´(Polysulfid/HS– ) ≈ -420mV. In Kombination
mit der Hyd oder Fdh ist MK aufgrund seines
zu positiven Redoxpotenzials offensichtlich kein
geeigneter Redoxvermittler für diese spezifische
ETK, weshalb 8-MMK eine deutlich bessere
Option darstellt. Um die Chinon-Abhängigkeit
der Polysulfid-Reduktase zu untersuchen, wurde
die Polysulfid-Atmung von W. succinogenes
erfolgreich in Liposomen rekonstituiert (Dietrich
& Klimmek 2002). Als Chinone wurden die
Menachinon-Derivate MMK6, MK6, MK4 und
MK1 verwendet. Zur Messung der Substratumset-
zung wurde die Polysulfidreduktion photometrisch
unter Verwendung von Tetrahydroboranaten
verwendet, und die Abnahme der Absorption
von Polysulfid bei 360 nm gemessen. Dabei
wurde festgestellt, dass die Polysulfid-Reduktion
strikt vom Vorhandensein von 8-MMK6 in der
liposomalen Membran abhängig war, während
sich MK als unzureichend erwies.
Das zweite Enzym aus der Korrelationsanalyse
ist die kupferhaltige Octahaem-Cytochrom c-
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Abbildung 6.1: Bildunterschrift auf nächster Seite.
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Abbildung 6.1: Beispiele für Elektronentransportketten, an denen MMK beteiligt ist. A, Sdh Typ
A-abhängige Succinat-Oxidation; B, Polysulfid-Atmung; C, Sulfit-Atmung; D, Mfr-abhängige Fumarat-
Atmung; E, syntrophe CO2-Reduktion durch kurzkettige Fettsäuren. Chinon reduzierende Enzymkom-
plexe sind orange und Chinol oxidierende Enzymkomplexe sind blau dargestellt. Es sind nur mono-
mere Formen der Enzyme dargestellt. Würfel bezeichnen Eisen-Schwefel-Zentren, Rauten bezeichnen
Häm b-Gruppen. Cu, Kupfer-Cofaktor; FAD, Flavin-Adenin-Dinukleotid; ETF, elektronenübertragendes
Flavoprotein; EMO, ETF:MMK-Oxidoreduktase; Fdh, Formiat-Dehydrogenase; Hyd, Hydrogenase; MccA,
Octahaem-Cytochrom C -Sulfit-Reduktase; Mfr, MMKH2: Fumaratreduktase; (M)MK, Menachinon oder
8-Methylmenachinon; (M)MKH2, Menachinol oder 8-Methylmenachinol; Mo, Molybdän-Cofaktor; NiFe,
Nickel-Eisen-Cofaktor; Psr, Polysulfidreduktase.

Sulfitreduktase MccA, die eine Sechs-Elektronen-
Reduktion von Sulfit zu Sulfid katalysiert. In
W. succinogenes-Zellen ist die MccA für die
Sulfitatmung von Bedeutung, und es wurde vorge-
schlagen, dass das Eisen-Schwefel-Protein MccC
und die mutmaßliche Chinol-Dehydrogenase
MccD an dieser Reaktion beteiligt sind (Kern et al.,
2011; Hermann et al., 2015). Die ETK besteht aus
dem FdhABC- und dem MccACD-Komplex (Abb.
6.1C). Das Sulfit-Sulfid-Redoxpaar weist ein
E0´(HSO3

–/HS– ) ≈ -116mV auf und als primä-
res Menachinon wird das 8-MMK verwendet. Es
wurde gezeigt, dass die mqnK Deletionsmutante
von W. succinogenes immer noch in der Lage ist,
die Formiat-Oxidation mit der Sulfitreduktion
zu koppeln und dadurch zu wachsen, wenn
auch in geringerem Umfang als die Zellen des
Wildstammes (Eller et al., 2019). Dies deutet
daraufhin, dass MK die Funktion des MMK in
dieser ETK übernehmen kann. Die vorliegende
Hypothese wird durch die Zusammensetzung
des Chinonpools von W. succinogenes-Zellen,
die unter Sulfitbedingungen gewachsen sind,
unterstützt. In diesem Chinonpool war sowohl

MK6 als auch 8-MMK6 in gleichen Mengen
vorhanden (Eller et al., 2019). Diese Beobachtung
deutet daraufhin, dass das Enzym MccD die
Fähigkeit besitzt, sowohl die reduzierte Form von
MK6 als auch von 8-MMK6 zu oxidieren.
Als letzte Elektronenakzeptor-Oxidoreduktase,
die in der Korrelationsanalyse identifiziert wurde,
fungiert die unkonventionelle MMK:Fumarat-
Reduktase (Mfr). Sie katalysiert die periplasmati-
sche Reduktion von Fumarat und ermöglicht den
Zwei-Elektronen-Transfer zwischen den Redoxpaa-
ren MMK/MMKH2 und Succinat/Fumarat (Abb.
6.1D) (Juhnke et al., 2009; Weingarten et al., 2009;
Guccione et al., 2010). Der E0´-Wert für das Re-
doxpaar (Fumarat/Succinat) beträgt ≈ +30mV.
Im Unterschied zu den klassischen FrdABC-
oder FrdABCD-Komplexen, die ausschließlich
MK verwenden und in der Korrelationsanalyse
betrachtet wurden (mit Ausnahme der SQR
aus T. acidophilum mit dem TypA-Anker, bei
der bisher nur eine Sdh-Aktivität nachgewiesen
wurde und noch keine Frd-Aktivität), ist die
Mfr auf 8-MMK als Elektronendonator für die
cytoplasmatische Reduktion von Fumarat zu
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Succinat angewiesen (Lancaster & Simon 2002;
Kröger et al., 2002). In Untersuchungen mit
Campylobacter jejuni wurde gezeigt, dass die Mfr
zur zellulären Fitness unter Fumarat-abhängigen
Wachstumsbedingungen beiträgt, aber die
Aktivität allein nicht ausreicht, um ein signifi-
kantes Wachstum in Abwesenheit von FrdA zu
unterstützen (Guccione et al., 2010). Dies deutet
darauf hin, dass der Mfr- und der Frd-Komplex
in einem komplementären Zusammenspiel agieren,
um die Fumaratreduktion und das Zellwachstum
sicherzustellen. Eine ähnliche Koexistenz der Frd-
und Mfr-Komplexe wird wahrscheinlich auch in
der Membran von W. succinogenes stattfinden,
da Zellen, die mit Fumarat kultiviert werden,
ungefähr gleiche Mengen an MK6 und 8-MMK6
enthalten (Eller et al., 2019).
Andere Enzyme wie Tetrathionat-Reduktase
(Ttr), Cytochrom c-Nitrit-Reduktase (Nrf),
Trimethylamin-N -oxid-Reduktase (Tor) usw., die
ebenfalls in Mikroorganismen vorkommen, die
8-MMK enthalten, zeigen deren Substrat/Pro-
duktpaare Redoxpotenziale, die außerhalb des
Niedrigpotentialbereichs liegen. Beispielsweise
beträgt das Redoxpotenzial für das Redox-
paar von Tsd E0´(Tetrathionat/Thiosulfat) ≈
+198mV, Nrf E0´(NO2

–/NH4
+) ≈ +340mV

und Tor E0´(TMAO/TMA) ≈ +130mV (Kurth
et al., 2015; Simon et al., 2002; Gon et al., 2001).
Entsprechend ist verständlich, dass MK ein
geeigneter Redoxvermittler für diese Reaktionen
ist, da sein Redoxpotenzial für diese Systeme
angemessen ist.
Ein weiteres Enzym, das keine Korrelation
aufwies, jedoch in einer hohen Anzahl an
MMK-produzierenden Mikroorganismen zu
finden war, ist CymA. Die Tetrahäm-Cytochrom
c-Chinoldehydrogenase CymA, spielt eine bedeu-
tende Rolle in verschiedenen Arten der anaeroben
Atmung, insbesondere bei Shewanella-Spezies.
Die Deletion von cymA in Shewanella putrefaciens
MR-1 führte dazu, dass S. putrefaciens MR-1 nicht
mehr in der Lage war, Eisen(III), Mangan(IV),
Nitrat und Fumarat als Elektronenakzeptoren zu
nutzen (Myers & Myers 2000). Die Redoxpotenzia-
le der Hämgruppen in CymA liegen bei -240mV
(Häm1), -265mV (Häm2), -190mV (Häm3) und
-110mV (Häm4). Es wurde festgestellt, dass
ein intraproteinärer Elektronentransfer von
Häm1 zu den Low-Spin-Hämgruppen nach der

Reduktion durch MKH2 stattfindet (Marritt
et al., 2012). Allerdings wurde auch in in vitro
Experimenten gezeigt, dass zur Reduktion von
CymA Elektronen mit niedrigem Redoxpotenzial
benötigt werden. Es wurde festgestellt, dass
lediglich 20-30% der CymA-Proteine durch das
MK-Derivat Menadion und NADH reduziert
wurden, was auf das Fehlen des gebundenen
Cofaktors MK-7 zurückgeführt wurde (Marritt
et al., 2012). In vivo könnten diese Elektronen
durch primäre Donor-Oxidoreduktasen wie die
protonenpumpende NADH-Dehydrogenase, die
Fdh oder die Hyd bereitgestellt werden. Kulturen
von S. putrefaciens MR-1, die unter diesen
Bedingungen angezogen wurden, enthielten im
Chinonpool neben MK7 auch 8-MMK7. Der
Gehalt von 8-MMK7 lag dabei bei etwa 20%
(Myers & Myers 1993; Myers & Myers 2000).
Dabei ist das Vorkommen von 8-MMK nicht
überraschend, da die Familie der Shewanellaceae
die größte Anzahl an Mikroorganismen umfasst,
die 8-MMK produzieren. Eine detaillierte Un-
tersuchung, ob CymA neben MK auch 8-MMK
als Elektronendonator verwenden kann, wurde
bisher noch nicht durchgeführt. Basierend auf den
verwendeten Elektronendonor-Oxidoreduktasen,
dem Redoxpotenzial von CymA und der geringen
Reduktionsfähigkeit von Menadion gegenüber
CymA ist es denkbar, dass sowohl MK als auch
MMK an der Elektronentransportkette beteiligt
sind, ähnlich wie bei Mcc. Weitere Untersuchun-
gen sind notwendig, um dies zu prüfen. Eine
mögliche Herangehensweise wäre die Verwendung
einer menK -Deletionsmutante von S. putrefaciens
MR-1 oder die Durchführung des geschilderten in
vitro Experiments mit methyliertem Menadion
um weitere Erkenntnisse zu gewinnen.

6.2.3 Syntrophe CO2-Reduktion ge-
koppelt an Fettsäureoxidation
in Syntrophus aciditrophicus

Durch die Identifikation und Bestätigung der
Methyltransferase-Aktivität von SaMenK aus
S. aciditrophicus und der Detektion von 8-MMK7
als zentralem Chinon in der Membran wurde ei-
ne neue ETK beschrieben. Die syntrophe Oxi-
dation von kurzkettigen Fettsäuren, gekoppelt
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mit der Zwei-Elektronen-Reduktion von CO2 zu
Formiat, wurde detailliert am Modellorganismus
S. aciditrophicus aufgeklärt (Abb. 6.1E) (Agne
et al., 2021). Dabei wurden eine membrangebun-
dene Oxidoreduktase namens EMO (ETF:MMK-
Oxidoreduktase) und 8-MMK7 als zentrale Re-
doxkomponenten der CO2-Reduktion durch Acyl-
CoA identifiziert. Die membrangebundene EMO
enthält zwei Häm b-Gruppen und drei Eisen-
Schwefel-Zentren, die als Eintrittsstelle für Elek-
tronen dienen, die von einem cytoplasmatischen
elektronenübertragenden Flavoprotein ETF über-
tragen werden. Die Autoren berichteten über die
Rekonstitution der ETK von Acyl-CoA zum Chi-
non/Chinolpool unter Verwendung von solubili-
sierter EMO und Proteoliposomen (Agne et al.,
2021). Dabei wurde der Transfer von der Hoch-
und Niedrigpotential-Hämgruppe identifiziert. Es
wird vermutet, dass reduziertes 8-MMK7 zwei
Elektronen an einen membrangebundenen Fdh-
Komplex abgibt, der die Reduktion von CO2 zu
Formiat im periplasmatischen Raum katalysiert.
EMO wurde in die Korrelationsanalyse aufgenom-
men, jedoch wurde keine eindeutige Korrelation
festgestellt. Es wurde in Mikroorganismen mit
8-MMK und DMMK gefunden, aber auch in ei-
ner größeren Anzahl in anderen Varianten. Dies
deutet auf eine weitreichende phylogenetische Ver-
breitung hin, wie sie auch in anderen phylogene-
tischen Untersuchungen beobachtet wurde (Agne
et al., 2021). EMO wurde sogar in Mikroorganis-
men gefunden, die nur MK besitzen. Dies spricht
gegen eine reine Abhängigkeit von 8-MMK, wie
es bei Psr der Fall ist. Daher sind weitere Unter-
suchungen erforderlich, um die Rolle von EMO
in den nicht-MMK-produzierenden Mikroorganis-
men zu klären.

6.2.4 Die Rolle von 7,8-DMMK
Zur Bildung von 7,8-DMMK sind ausschließlich
zwei Familien von Mikroorganismen, nämlich
Coriobacteriaceae und Eggerthellaceae, befähigt.
Bisher ist keine ETK bekannt, die in der Lage
ist, DMMK zu verwenden oder davon abhängig
zu sein. Das Redoxpotential von DMMK ist
niedriger als das von 8-MMK, was darauf
hindeutet, dass es an Redoxreaktionen mit noch
niedrigeren Potentialen beteiligt sein könnte. Im
Gegensatz zu 8-MMK zeigte die Korrelations-

analyse bei den Mikroorganismen, die DMMK
enthalten, nur begrenzte Zusammenhänge.
Bei der Betrachtung der Elektronendonator-
Oxidoreduktasen waren nur zwei Enzyme in
den DMMK-produzierenden Mikroorganismen
vorhanden: die Chinon-Oxidoreduktase (Qor)
und die membrangebundene Oxidoreduktase
(EMO). Es ist jedoch wichtig zu beachten,
dass diese beiden Enzyme nicht ausschließlich
in Mikroorganismen vorkommen, die DMMK
produzieren, und bisher wurde keine Abhängigkeit
von DMMK nachgewiesen. Interessanterweise
besitzen die Mikroorganismen, die DMMK
enthalten, weder Fdh noch Hyd, die üblicherweise
als Elektronendonor für 8-MMK fungieren. Auch
die Elektronenakzeptor-Oxidoreduktasen sind
nur spärlich vertreten, nämlich mit Cyd, Dms
und Arr. Die Redoxpaare dieser Enzymkomplexe
weisen Werte von E0´(DMSO/DMS) ≈ +160mV
und E0´(As3

+/As5
+) ≈ +60mV auf, was gegen

die Verwendung von MMK bzw. DMMK spricht
(Wood 1981; Vink 1996). Infolgedessen lieferte die
Korrelationsanalyse keine weiteren Hinweise auf
die Funktion von DMMK.
Die begrenzte Anzahl experimentell untersuchter
respiratorischer Enzyme in diesen Mikroorganis-
men steht im Kontrast zum Vorhandensein von
MMK und DMMK. Es ist daher anzunehmen,
dass diese Mikroorganismen bisher unbekannte
Oxidoreduktasen besitzen, die auch bei niedrige-
ren Potenzialen aktiv sind. A. equolifaciens weist
beispielsweise 17 bisher nicht charakterisierte
Membrananker vom PsrC/NrfD-Typ in seinem
Genom auf (Hein et al., 2018). Aufgrund der neu
identifizierten Mikroorganismen, die das Gen
menK2 im Genom tragen, besteht die Möglichkeit,
eine vergleichende Genomanalyse durchzuführen,
um identische Oxidoreduktasen zu identifizieren,
die ausschließlich in Mikroorganismen vorkommen,
die auch DMMK enthalten. Dabei könnte der
gleiche Ansatz wie bei der Korrelationsanalyse
verwendet werden, da sich dieser bereits bei
der Identifizierung von mit 8-MMK assoziierten
Oxidoreduktasen als erfolgreich erwiesen hat. Um
weitergehende Erkenntnisse über die Funktion
dieser identifizierten Proteine zu gewinnen, wäre
es notwendig, einen Modellorganismus und ein
genetisches System zu etablieren, um Deletions-
mutanten zu generieren. Durch die Untersuchung
dieser Mutanten könnte aufschlussreiches Wissen
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über die Rolle dieser Proteine gewonnen werden.
Alle Mikroorganismen, die zur Produktion
von DMMK befähigt sind, wurden bisher als
Mitglieder der Mikrobiota von Säugetieren
identifiziert. Das bedeutet, dass das natürliche
Habitat dieser Mikroorganismen hauptsächlich
im gastrointestinalen Bereich liegt. Es ist möglich,
dass dieses Habitat eine entscheidende Rolle
spielt, weshalb gerade diese Mikroorganismen auf
DMMK angewiesen sind. Im gastrointestinalen
Bereich kann der pH-Wert stark variieren
und reicht von pH 1 bis pH 8 (Koziolek et al.,
2015). Der Dünndarm hat beispielsweise einen
durchschnittlichen pH-Wert von 6, der in den pro-
ximalen Regionen auf 7-8 ansteigt. Der Dickdarm
kann einen pH-Wert von 5 bis 8 aufweisen, wobei
diese Werte aufgrund der regionalen Verteilung
der Mikrobiota häufigen Schwankungen unterlie-
gen. Für das Redoxpotenzial von MK bedeutet
eine Verringerung des pH-Werts eine lineare
Verringerung des Redoxpotenzials (Dharmaraj
et al., 2020). Möglicherweise produzieren diese
Bakterien DMMK, um einer Absenkung des
Redoxpotenzials durch den pH-Wert entgegen-
zuwirken, da MK bzw. 8-MMK bei einem zu
niedrigen pH-Wert nicht mehr als effiziente
Redoxvermittler fungieren können.

6.2.5 Menachinone: mehr als nur
ein Redoxmediator

Neben seiner Funktion als Redoxvermittler er-
füllt MK auch andere Aufgaben. In Liste-
ria monocytogenes wurde beispielsweise festge-
stellt, dass MK die Fluidität der Cytoplasmamem-
bran erhöht. Bei einigen Stämmen wurde während
des Wachstums bei niedrigen Temperaturen ein
Anstieg des MK-Gehalts beobachtet (Flegler et al.,
2021). Diese Zunahme dieses neutralen Isoprenoids
führt zu einer Fluiditätssteigerung der Membran
und erfüllt somit eine adaptive Funktion bei nied-
rigen Temperaturen. Auch bei einigen Arten von
Haloarchaeen (Halobacterium salinarum, Haloru-
brum lacusprofundi, Halorubrum sodomense und
Haloplanus natans) wurde ein außergewöhnlich ho-
her Anteil an MK festgestellt, der bis zu 72% der
Gesamtlipide ausmachen kann (Kellermann et al.,
2016). Die Autoren der Studie gehen davon aus,
dass MK das hydrophobe Milieu beeinflusst und

die Fluidität der Membran erhöht, was wiederum
direkte Auswirkungen auf die Permeabilitätseigen-
schaften hat. Aufgrund dieser Eigenschaften kann
MK als Barriere für die Ionenpermeabilität dienen
und als wirksames Schutzschild gegen oxidativen
Stress fungieren (Anand et al., 2019).
Weiterhin konnte in B. subtilis gezeigt werden, dass
MK7 an der komplexen Kolonieentwicklung betei-
ligt ist (Pelchovich et al., 2013). Die Hemmung der
Menachinon-Biosynthese in B. subtilis führte zum
Verlust der Fähigkeit zur Entwicklung komplexer
Kolonien, wobei dieser Phänotyp durch die Zuga-
be von exogenem MK4 verringert wurde.
Ebenso kann MK als Elektronenakzeptor für Stoff-
wechselwege dienen, wie zum Beispiel bei der Häm-
Biosynthese in E. coli (Möbius et al., 2010). HemG
katalysiert die Oxidation von Protoporphyrinogen
IX und setzt dabei sechs Elektronen frei. Unter
anaeroben Bedingungen werden diese Elektronen
auf MK übertragen und dann weiter auf termina-
le Reduktasen, wie die Fumarat-Reduktase oder
Nitrat-Reduktase.
Einige Bakterienarten produzieren keine Chino-
ne; diese auxotrophen Arten können exogene Chi-
none oder deren biosynthetische Vorstufen ver-
werten. Wenn man Häm-auxotrophe S. aureus zu-
sammen mit Chinon-auxotrophen S. aureus kul-
tiviert, wurde das Wachstum und die Fitness
beider Mutanten durch einen Chinon- und Häm-
Austausch verbessert (Hammer et al., 2014). Ein
Austausch von Chinon kann auch zwischen ver-
schiedenen Bakterienarten stattfinden. Streptococ-
cus agalactiae kann in Gegenwart von Häm und
MK4 von der Fermentation zur Atmung über-
gehen (Franza et al., 2016). Dabei wird Ener-
gie durch die Reduktion von Sauerstoff gewon-
nen, wobei als Elektronendonor die NADH De-
hydrogenase verwendet wird und als Elektronen-
akzeptor die Cytochrom bd Oxidase (Yamamo-
to et al., 2005). S. agalactiae kann jedoch auch
aus dem Menachinon-Vorläufer 1,4-Dihydroxy-2-
naphthoesäure (DHNA) DMK10 synthetisieren.
DHNA kann von Chinon-produzierenden Darm-
bakterien wie E. coli, Eggerthella lenta, Eubacteri-
um rectale und mehreren Bacteroides-Arten pro-
duziert werden. Der Vorteil von DHNA gegenüber
MK ist die bessere Löslichkeit und Diffusionsfähig-
keit. DHNA wird von Chinon-auxotrophen Bak-
terien wie Mitgliedern der Faecalibacterium, Bac-
teroides, Bilophila, Gordonibacter und Sutterella
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aufgenommen, wodurch sich ihr Stoffwechsel ver-
ändert (Fenn et al., 2017). Faecalibacterium praus-
nitzii besitzt eine verkürzte Elektronentransport-
kette, die auf die Fumarat-Atmung ausgerichtet
ist und auf extern bereitgestelltes Menachinon
angewiesen ist. Diese stellen nun neue Nährstoffe
für die Chinon-produzierenden Darmbakterien zur
Verfügung.
Diese Beispiele verdeutlichen, dass die Funktio-
nen von MK über die konventionelle Rolle als
Elektronen- und Protonentransporter hinausge-
hen. Es ist daher anzunehmen, dass auch die me-
thylierten Derivate ähnliche Funktionen aufweisen.
Da sich MMK und DMMK strukturell kaum von
MK unterscheiden, ist es wahrscheinlich, dass sie
einen ähnlichen positiven Einfluss auf die Fluidität
der Membran haben wie MK. Zudem könnte die
hydrophobe Kopfgruppe von MMK, insbesonde-
re von DMMK, eine stärkere Auswirkung auf die
Membranpermeabilität haben.
Unabhängig von den spezifischen Eigenschaften
ist es wahrscheinlich wichtiger, dass die Anpas-
sung der Membranfluidität mit der aktiven At-
mung koordiniert sein muss. Ein Mikroorganis-
mus, der derzeit eine MMK-abhängige Polysulfid-
Atmung betreibt, müsste bei einer Anpassung der
Membranfluidität aufgrund einer Temperaturän-
derung MMK verwenden, um seine Polysulfid-
Atmung aufrechtzuerhalten. Dies könnte notwen-
dig sein, da eine signifikante Erhöhung der MK-
Konzentration die Polysulfid-Atmung beeinträch-
tigen würde. Ähnliches könnte auch für DMMK-
abhängige ETKs gelten.
Es ist ebenso denkbar, dass MMK oder DMMK als
Elektronenakzeptoren für Stoffwechselwege dienen,
für Elektronen mit einem zu negativen Redoxpo-
tenzial für MK. MMK und DMMK könnten dann
als Elektronensenken fungieren, und die Elektro-
nen könnten, ähnlich wie bei MK, auf terminale
Reduktasen weitergeleitet werden.
Auch in Bezug auf die komplexe Kolonienbildung
könnten MMK und DMMK eine wichtige Rolle
spielen. Gegenüber MK hätte diese den Vorteil,
dass andere Spezies MMK und DMMK möglicher-
weise nicht als respiratorisches Chinon verwen-
den können, was bedeutet, dass sie möglicherwei-
se weniger aufgenommen werden und so besser
zur Koloniebildung beitragen könnten. Diese Hy-
pothesen könnten durch menK/mqnK/menK2-
Deletionsmutanten von MMK-produzierenden Mi-

kroorganismen experimentell erforscht werden, bei-
spielsweise unter Verwendung von Mikroorganis-
men, die Koloniebildung betreiben oder starken
Temperaturschwankungen ausgesetzt sind.

6.3 Struktur, Funktion und
Reaktionsmechanismus
von MenK/MqnK/MenK2

Die Identifizierung einer Vielzahl von Mikroorga-
nismen, die MenK/MqnK/MenK2-Proteine im Ge-
nom kodieren, hat nicht nur zu Erkenntnissen über
Phylogenie und Physiologie geführt, sondern auch
unser Verständnis für die strukturellen und funk-
tionellen Eigenschaften dieser Proteine erweitert.
Die Untersuchung der strukturellen Merkmale der
MenK/MqnK/MenK2-Proteine hat wertvolle Ein-
blicke in die molekularen Mechanismen geliefert,
die an der Methylierung beteiligt sind. Diese Er-
gebnisse haben dazu beigetragen, das Verständnis
der Methylierungsprozesse zu vertiefen.

6.3.1 Primärstruktur von
MenK/MqnK/MenK2-
Enzymen

Die menK/mqnK/menK2-Gene befinden sich
nicht in der Nähe respiratorischer Enzymgene
auf den Genomen und auch nicht in spezifi-
schen Genclustern. Darüber hinaus liegen die
menK - und menK2-Gene nicht in unmittelbarer
Nachbarschaft zueinander. Daher wurden keine
funktionellen Erkenntnisse aus der Genomlage
abgeleitet.
Dennoch weisen alle MenK/MqnK/MenK2-
Proteine die gleiche Domänenarchitektur auf,
bestehend aus Tripwire, radikalischer SAM-
Domäne, Linker und CPDH-Domäne (Abb.
5.33). Die radikalische SAM-Domäne erwies
sich als am konserviertesten innerhalb der
MenK/MqnK/MenK2-Proteine und ist auch in
anderen Klassen C RSMTs vorhanden. Daher
werden diese Domänen auch als „Plug and
Play“-Domäne bezeichnet (Holliday et al., 2018).
Dies wird auch durch die räumliche Separierung
der einzelnen Domänen reflektiert, wodurch durch
die Verwendung unterschiedlicher Domänenkom-
binationen verschiedene Substrate methyliert
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werden können (Bauerle et al., 2015) (Abb. 2.7).
Die starke Konservierung der radikalischen
SAM-Domäne ist auf die Funktion der Initiierung
der Reaktion zurückzuführen, die in jedem
SAM-Enzym universell ist und daher stark
konservierte Strukturen erfordert.
Der Tripwire weist eine geringere Konservierung
auf und kommt auch in CPDH vor. Daher stellt er
ein Unterscheidungsmerkmal zu anderen RSMTs
der Klasse C dar, da diese keinen Tripwire
besitzen. Für die CPDH aus E. coli wird ange-
nommen, dass der Tripwire die Stabilisierung der
Substratbindung unterstützt und eine potenzielle
Umgestaltung der C-terminalen Domäne ermög-
licht, um das aktive Zentrum zu verschließen
(Layer 2003). Eine ähnliche Funktion ist auch
für MenK/MqnK/MenK2-Proteine denkbar.
Experimente mit einem MqnK-Derivat aus
W. succinogenes, das einen verkürzten Tripwire
enthielt, führten zu einer deutlichen Reduzierung
des Gehalts an methylierten Menachinons (Kap.
5.5.2). Die α-helix im Tripwire ist für die Bildung
des Eingangs des Substratkanals zusammen mit
der CPDH-Domäne verantwortlich. Daher würde
die Entfernung des Tripwires zu einer veränderten
Kanalstruktur führen, die sich wahrscheinlich
negativ auf die Interaktion mit dem Substrat
auswirkt.
Die Linker-Domäne, die die geringste Kon-
servierung aufweist, und die CPDH-Domäne,
die die zweithöchste Konservierung aufweist,
teilen mehrere gemeinsame Funktionen. Beide
Domänen werden für die Methylierungsspezifität
benötigt. Durch den Austausch der Linker- und
CPDH-Domänen in A. equolifaciens MenK2 mit
den entsprechenden Domänen von A. equolifaciens
MenK wurde nach der heterologen Produktion
des chimären Enzyms in E. coli eine Änderung der
Methylierungsposition von C-7 auf C-8 erreicht
(Hein et al., 2018). Im Gegensatz dazu führten
chimäre Enzyme, die nur die Linker- oder die
CPDH-Domäne von MenK enthielten, nicht
zu methylierten MK-Derivaten, obwohl diese
chimären Enzyme in den jeweiligen E. coli-Zellen
produziert wurden. Es war auch nur geringfügig
möglich, die beteiligten Domänenbereiche einzu-
grenzen, um die veränderte Methylierungsposition
zu erreichen. Dies deutet daraufhin, dass die
kombinierten Linker- und CPDH-Domänen
die Positionsspezifität der Methylierung an

C-8 oder C-7 bestimmen (Hein et al., 2018).
Im Strukturmodell wurde deutlich, dass beide
Domänen an der Kanalbildung beteiligt sind.
Die Linker-Domäne bildet den Übergang vom
katalytischen Zentrum zum Kanal und fungiert
somit als Bindungstasche für MK, während
die CPDH-Domäne den Hauptkanal bildet
und für die Führung des MKs zur Bindetasche
verantwortlich ist. Dieses Zusammenspiel scheint
eng aufeinander abgestimmt zu sein, da der
Austausch der einzelnen Domänen nicht möglich
ist.

6.3.2 Membranlokalisation von
MenK/MqnK/MenK2 und
MK

Das Protein MenK/MqnK/MenK2 hat eine
Größe von etwa 45 bis 55 kDa, abhängig vom
Mikroorganismus. Es wird angenommen, dass es
sich dabei um ein monomeres Protein handelt, so
wie es auch bei CPDH der Fall ist (Layer 2003).
Es gibt mehrere Gründe, die darauf hinweisen,
dass das MenK/MqnK/MenK2-Protein in
Form eines Monomers vorliegt. Erstens ist das
monomere MenK/MqnK/MenK2 im Vergleich
zu den Oligomeren stabiler (Abb. 5.24). Es
kann ohne die Zugabe von Glycerin über einen
längeren Zeitraum gelagert werden. Zudem wird
das monomere CtMenK2-Protein in großen
Mengen produziert, während die Oligomerisierung
gering ist (Abb. 5.21). Im Gegensatz dazu
zeigen die Proteine AeMenK und CtMenK eine
steigende Oligomerisierung, die wahrscheinlich
auf die Bildung von Aggregaten zurückzuführen
ist. Dies wurde durch Denaturierungsexperi-
mente bestätigt, bei denen festgestellt wurde,
dass die oligomeren Zustände nicht durch die
Anwesenheit von Denaturierungsmitteln dena-
turiert werden, sondern tatsächlich aggregierte
Proteinstrukturen darstellen. (Abb. 5.23). Die
beobachtete Oligomerisierung ist wahrscheinlich
auf die Überexpression des Proteins in E. coli
zurückzuführen, wodurch aggregierte Proteine in
Einschlusskörpern eingelagert werden, welche bei
der Proteinaufreinigung beobachtet wurden. Dies
wird auch bestätigt durch die Herabsetzung der
Expressionsstärke, sei es durch die Reduktion von
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IPTG bei CtMenK oder durch die Modifikation
des T7-Promotors bei AeMenK, wodurch eine
erhöhte Proteinmenge aufgereinigt wurde. Dies
geht einher mit einem verringerten Expressions-
druck, der zu einer geringeren Proteinproduktion
führt und zu einer verminderten Belastung der
E. coli-Proteinqualitätskontrollmechanismen, was
wiederum die Aggregatbildung reduziert.
Bislang wurden in den Strukturmodellen des
monomeren MenK/MqnK/MenK2 und durch bio-
informatische Berechnungen kein intramembraner
Bereich identifiziert. Lediglich die TSA-Analyse
wies aufgrund der hohen Startfluoreszenz auf eine
stark hydrophobe Oberfläche hin (Kap. 5.4.3).
Auch die Strukturvorhersage zeigt hydrophobe
Aminosäuren an der Oberfläche auf (Kap. 5.5.2).
Daher ist es immer noch unklar, wie genau
MenK/MqnK/MenK2 mit der Zellmembran
assoziiert ist. Es wurde jedoch bereits gezeigt,
dass MenA, die Prenyltransferase, die den ersten
membranassoziierten Schritt der Menachinon-
Biosynthese vermittelt, mit der konventionellen
Plasmamembran von Mycobacterium tuberculosis
verbunden ist (Puffal et al., 2018; Dhiman
et al., 2019). Ebenso scheinen die nachfolgenden
Proteine im Men-Weg, MenG und das Modi-
fikationsenzym MenJ, das die Doppelbindung
in der β-Isopren-Einheit der Polyprenylkette
reduziert, um das Produkt MK9(II-H2) zu bilden,
mit der intrazellulären Membrandomäne (IMD)
von Mycobacterium smegmatis assoziiert zu sein
(Upadhyay et al., 2015; Upadhyay et al., 2018;
Puffal et al., 2018). Die IMD ist eine metabolisch
aktive biosynthetische Membrandomäne, die
in der polaren Wachstumsregion der Zelle
angereichert ist und bisher nur in Mykobakterien
beobachtet wurde (Hayashi et al., 2016). Eine
ähnliche Assoziation mit der Zellmembran wie
bei MenG ist auch für MenK/MqnK/MenK2
denkbar. Dies wirft die Frage auf, wie genau das
Menachinon in der Membran vorliegt.
Durch Computersimulationen wurde die Position
von Ubichinon in einer Lipiddoppelschicht berech-
net. Eine detaillierte Analyse der strukturellen
Eigenschaften und Wechselwirkungen zeigt, dass
die polare Kopfgruppe des Ubichinons an der
Grenzfläche zwischen Wasser und Lipiden in
derselben Tiefe wie die Lipid-Glycerin-Gruppen
lokalisiert ist und normal zur Membranebene
ausgerichtet ist (Galassi & Arantes 2015).

Allerdings deuten Computersimulationen und
Experimente mit gekürzten Seitenketten von
MKs auf ein anderes Szenario hin. Es scheint,
dass die hydrophobe Kopfgruppe von MK mit
den Lipidseitenketten assoziiert ist und sich
möglicherweise auch in der mittleren Region der
Lipiddoppelschicht befindet (Feng et al., 2022;
Cleave et al., 2021; Feng et al., 2021; Cleave et al.,
2020). Dies deutet daraufhin, dass methylierte
MKs, die eine noch hydrophobere Kopfgruppe
besitzen, höchstwahrscheinlich im Bereich der
Lipidseitenketten lokalisiert sind. Entsprechend
dieser Annahme müsste der Kanaleingang
von MenK/MqnK/MenK2 etwas tiefer als die
Lipid-Glycerin-Gruppen der Membran liegen,
damit das MK ins Protein eintreten kann. Daher
bleibt weiterhin die Frage offen, wie das Membran-
assoziierte MenK/MqnK/MenK2-Protein Kontakt
mit den in der Lipidseitenketten-assoziierten MK
aufnimmt.

6.3.3 Interaktion zwischen
MenK/MqnK/MenK2
und MK

Wenn es zur Interaktion zwischen dem Protein
und MK kommt, kann das MK durch den Kanal,
der durch den Tripwire und die CPDH-Domäne
gebildet wird, ins katalytische Zentrum gelangen.
Die Analyse des Kanals hat gezeigt, dass er
hauptsächlich aus hydrophoben Aminosäuren
besteht, was das Eindringen von MK ermöglicht.
Es ist interessant festzustellen, dass das MK, wie
zum Beispiel MK8, fast vollständig in das Protein
eintreten muss, bis auf 1-2 Isopren-Einheiten, um
die MK-Bindestelle zu erreichen (Abb. 5.38). Bei
MKs mit kürzeren Seitenketten wie MK6 ist es
vorstellbar, dass das MK6 vollständig im Protein
liegt. Dabei ist es wichtig, dass das Protein
weiterhin mit der Membran assoziiert bleibt.
Die genaue Bindung von MK (oder MMK) ist
bisher noch nicht verstanden. Es ist jedoch
ersichtlich, dass die potenzielle Bindungstasche
für (M)MK hauptsächlich aus konservierten
hydrophoben Aminosäuren wie Tyrosin und Leu-
cin besteht. Insbesondere die Aminosäure Y291
könnte eine wichtige Rolle bei der Chinonbindung
durch hydrophobe Wechselwirkungen spielen
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(Abb. 5.38). Die Positionierung der Seitenkette
im Kanal könnte ebenfalls einen Einfluss auf die
Positionierung der Kopfgruppe von MK haben.
Bisherige Untersuchungen mit bekannten Substra-
ten wie MK und DMK sowie allen methylierten
Varianten an den Positionen C-5, C-7 und C-8
bis hin zu 5,7,8-TMMK und 5,7,8-TMDMK legen
nahe, dass bereits vorhandene Methylierungen am
Naphthochinonsystem keine sterische Hinderung
verursachen (Abb. 5.11, 5.14). Somit scheinen
diese Positionen nicht direkt an der Bindung von
MK beteiligt zu sein. Enzymtests mit anderen
Substraten wie 2-Hydroxy-1,4-Naphthochinon
und Lapachol, die negativ ausgefallen sind,
könnten auf die Hydroxylgruppe am C-2 zu-
rückzuführen sein (Abb. 5.32). Möglicherweise
führt die erhöhte Hydrophilie der Kopfgruppe
durch die Hydroxylgruppe nicht zur korrekten
Positionierung des Substrats. Es wurde jedoch
auch das Substrat 1,4-Naphthohochinon nicht
methyliert, das keine Hydroxylgruppe aufweist
und dieselbe Kopfstruktur wie DMK besitzt,
jedoch keine Isopren-Seitenkette besitzt. Diese
Beobachtungen legen nahe, dass die Seitenkette
ein wesentlicher Faktor für die Methylierung
darstellt und möglicherweise eine Rolle bei der
korrekten Positionierung des Substrats spielt.
Eine weitere Möglichkeit könnte der hydrophobe
Kanal sein, sodass die hydrophile Kopfgruppe
den Kanal nicht passieren kann, wenn es keine
hydrophobe Seitenkette als treibende Kraft gibt.
Bisher ist bekannt, dass MK10, MK8, MK7,
MK6 und MK4 methyliert werden können (Anh.
Abb. S.1; Abb. 5.29). Die kürzeste Seitenkette
eines MKs bestand aus 4 Isopren-Einheiten. Um
die minimale Länge der Seitenkette weiter zu
bestimmen, könnten Enzymassays mit MK1, MK2
und MK3 durchgeführt werden, um festzustellen,
ob die MK-Derivate mit kürzeren Seitenketten
noch methyliert werden können.

6.3.4 Intialreaktion der
radikalischen SAM-Domäne

Der Vergleich der Kristallstruktur von CPDH
und der Alphafold-Strukturen von CtMenK und
CtMenK2 zeigte, dass die Bindungsstellen für den
[Fe4S4]-Cluster und die beiden SAM-Moleküle
mit dem Protein CPDH identisch zu sein schei-

nen. Dies ist auf die konservierte radikalische
SAM-Domäne zurückzuführen. Allerdings wurden
im katalytischen Zentrum von MenK/MenK2
zwei Motive, nämlich [QxTxYPLM/QxTxSPLY]
und [DEY], identifiziert, die in CPDH nicht
vorhanden sind (Abb. 5.38). Das Motiv [DEY]
enthält die Aminosäure Y291, welche als po-
tenzielle Bindestelle für MK vermutet wird.
Das Motiv [QxTxYPLM/QxTxSPLY] hingegen
ermöglicht die Unterscheidung zwischen MenK
und MenK2. Überraschenderweise scheint dieses
Motiv jedoch keinen direkten Einfluss auf die
Methylierungsposition zu haben. In einer gezielten
Mutagenese-Studie wurde das Motiv [QxTx-
SPLY] in AeMenK2 in das Motiv [QxTxYPLM]
geändert, jedoch wurde keine Veränderung der
Methylierungsspezifität festgestellt. Daher wird
angenommen, dass das Tyrosin in diesem Motiv
nicht primär an der Katalyse beteiligt ist, sondern
wahrscheinlich nur das SAM2-Molekül koordiniert,
ähnlich wie Y220 in CPDH (Layer 2003). Die
Verschiebung um drei Aminosäurepositionen
scheint dabei keinen Einfluss auf die Funktion zu
haben. Dies könnte auf die Beteiligung mehrerer
Aminosäuren zurückzuführen sein, die SAM2
stabilisieren, so dass die Positionierung des
Tyrosins keinen drastischen Einfluss auf die
Katalyse hat.
Die katalytische Reaktion radikaler SAM-Enzyme
folgt einem universellen Mechanismus, bei dem
der [Fe4S4]-Cluster eine zentrale Rolle spielt.
Dieser Mechanismus ist auch bei den Enzymen
MenK/MqnK/MenK2 zu finden. Zunächst
wird der [Fe4S4]+2-Cluster von einem externen
Elektronendonor zum katalytisch aktiven Zustand
reduziert (Holliday et al., 2018). In vielen in
vitro Studien wurden starke Reduktionsmittel
wie Natriumdithionit verwendet, um diesen
Schritt zu erleichtern. Es wurde jedoch für den
MenK-Enzamyassay gezeigt, dass die Verwendung
eines physiologischen Elektronendonors, wie
des NADPH-Flavodoxin-Reduktase/Flavodoxin-
Reduktionssystems, die Enzymaktivität im
Vergleich zu Natriumdithionit erhöht (Hein
2019). Nach der Reduktion zum [Fe4S4]+1-Cluster
bindet das SAM1-Molekül über seine α-Amino-
und α-Carboxylatgruppen an den Cluster
(Abb. 6.2 Schritt 1) (Walsby et al., 2002). Ein
Elektronentransfer vom [Fe4S4]+1-Cluster zum
Sulfoniumion des SAM1 führt zur Spaltung
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der S-[5’-C]-Bindung und zur Bildung eines
5’-Desoxyadenosyl (5´-dAdo)-Radikals und
eines Methionins (Broderick et al., 2014). Das
5´-dAdo-Radikal bildet ein organometallisches Ω-
Zwischenprodukt mit dem einzigartigen Eisen des
[Fe4S4]+2-Clusters. Das Radikal wird durch das
Ω-Zwischenprodukt stabilisiert, bis das Substrat
positioniert ist. Dies führt zur homolytischen
Spaltung der Bindung zwischen dem [5´-C] des
5´-dAdo und dem einzigartigen Eisenion und
regeneriert das 5´-dAdo-Radikal (Horitani et al.,
2016). Schließlich entzieht das 5´-dAdo-Radikal
dem Substrat ein Wasserstoffatom, um die
Reaktion zu initiieren. Es wurde festgestellt,
dass der nachfolgende Reaktionsmechanismus
sich zwischen den verschiedenen radikalen SAM-
Enzymen unterscheidet (Broderick et al., 2018).
Allerdings scheint die Verwendung von 2 SAMs
und der zugehörige Reaktionsmechanismus inner-
halb der Klasse C RSMTs wieder identisch zu sein.

6.3.5 Reaktionsmechanismus der
Klasse C RSMTs

Die Analyse von Klasse C RSMTs wie bei-
spielsweise TbtI, welches die Methylierung
des Thiazolrings im Thiopeptids Thiomuracin
katalysiert, NosN, das bei der Biosynthese
von Nosiheptiden an der Methylierung von
3-Methyl-2-indolsäure beteiligt ist und C10P, das
an der Cyclopropanierung des Naturprodukts
CC-1065 beteiligt ist, zeigt einen einheitlichen
Reaktionsmechanismus der Klasse C RSMTs
auf (Mahanta et al., 2017; Zhang et al., 2011; Jin
et al., 2018). Dies trägt dazu bei, den Reaktions-
mechanismus von MenK/MqnK/MenK2 besser
zu verstehen. Nachdem das 5´-dAdo-Radikal
aus SAM1 gebildet wurde (Abb. 6.2 Schritt 1),
erfolgt die Abstraktion eines Wasserstoffatoms
von der Methylgruppe von SAM2, wodurch ein
Methylenradikal entsteht. Dies wurde durch
den Einsatz von deuteriertem SAM an der
Methylgruppe (CD3-SAM) in TbtI, NosN und
C10P nachgewiesen. Es wurde festgestellt, dass
das 5´-dAdoH-Produkt ein Deuteriumatom
enthält, was darauf hinweist, dass das 5´-dAdo-
Radikal tatsächlich ein Wasserstoffatom von
der Methylgruppe von SAM2 abstrahiert und
ein Methylenradikal bildet (Zhang et al., 2017b;

LaMattina et al., 2016; Jin et al., 2018). Des
Weiteren stellten die Autoren fest, dass die
methylierten Substrate eine Massenverschiebung
von +2Da aufwiesen, was auf die Übertragung der
deuterierten Methylengruppe hinweist. Es wird
vermutet, dass das dritte Proton entweder vom
Substrat oder aus dem Lösungsmittel stammt.
Eine Übertragung der SAM2-Methylgruppe auf
eine Aminosäure im Enzym vor der Initiierung des
Methylenradikals, ähnlich dem Mechanismus der
Klasse A RSMTs, ist unwahrscheinlich, da TbtI
mit radioaktiv markiertem SAM (14CH3-SAM)
keine Radioaktivität zeigte (Zhang et al., 2017b).
Bei den Experimenten mit CD3-SAM in TbtI wur-
de festgestellt, dass nach längerer Inkubationszeit
des Enzymansatzes neben dem CHD2-Substrat
vermehrt die Varianten CH3 und CH2D vorlagen
(Zhang et al., 2017b). Zhang et al. konnten zeigen,
dass dieser Austausch von Protonen von TbtI und
SAM abhängt und erst nach der Produktbildung
stattfindet. Es wird vermutet, dass das Produkt
mit dem Lösungsmittel im Austausch steht.
In Bezug auf AeMenK wurden ebenfalls Ex-
perimente mit CD3-SAM durchgeführt, bei
denen die Abstraktion eines Wasserstoffatoms
von der Methylgruppe von SAM2 durch das
5´-dAdo-Radikal nachgewiesen wurde (Hein
2019). Die Massenverschiebung von +2Da des
methylierten Substrats durch die Übertragung der
CD2-Methylengruppe wurde ebenfalls beobachtet,
ähnlich wie bei anderen Klasse C RSMTs. Bei
längerer Inkubation des Enzymansatzes wurden
neben dem CHD2-Substrat auch die Varianten
CH3 und CH2D gemessen, ähnlich wie es auch
bei TbtI beobachtet wurde. Es wird weiterhin
angenommen, dass der Transfer der Methylgruppe
eine Abstraktion des Protons am C-8-Atom
durch eine Base, möglicherweise eine Aminosäure
im Protein, zur Folge hat (Hein 2019). Nach
dem Transfer könnte dieses Proton auf die
Methylengruppe des MMK zurückübertragen
werden. Wenn dieser Prozess reversibel ist und
die Base im Austausch mit dem Lösungsmittel
steht, könnte dies den Austausch der Protonen an
der Methylgruppe erklären.
Die Strukturanalyse deutet daraufhin, dass
die beiden Aminosäuren E285 und R417 als
potenzielle Basen fungieren könnten (CtMenK-
Nummerierung; Abb. 5.38B). Beide Aminosäuren
sind in allen MenK/MqnK/MenK2-Enzymen
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konserviert und können als Protonenakzepto-
ren/-donatoren wirken. Die Glutaminsäure hat
einen pKs-Wert von etwa 4 und liegt bei einem
pH-Wert von 8, wie im MenK-Enzymassay, depro-
toniert vor und ist somit in der Lage, Protonen
aufzunehmen. Glutaminsäure spielt in einigen
Enzymen eine wichtige Rolle im katalytischen
Zentrum und ist oft für den Protonentransfer
verantwortlich (Dementin et al., 2004; Goyal et al.,
2013). Daher könnte Glutamat als Base fungieren
und ein Proton vom MK aufnehmen und auf das
Methylen zurückübertragen. Jedoch weist E285
in den AlphaFold-Strukturen keine eindeutig
konservierte Position im Loop auf (Abb. 5.38B).
Die Distanz von der Carboxylgruppe von E285
zur Methylgruppe beträgt für CtMenK 4,2Å und
für CtMenK2 5,5Å. Diese Variabilität zeigt sich
auch bei AeMenK und AeMenK2.
Eine andere mögliche Base ist R417 (Abb.

5.38B). Obwohl Arginin bei physiologischem
pH-Wert überwiegend protoniert vorliegt, da
es einen pKs-Wert von 12,5 hat, kann dieser
Wert durch verschiedene Umgebungsfaktoren
wie Ladungen und Hydrophobizität beeinflusst
werden. Da R417 in der Nähe der MK-Bindestelle
liegt und die Umgebung dort stark hydrophob
ist, könnte dies den pKs-Wert von Arginin
senken. Ein ähnliches Phänomen wurde bereits
beobachtet, bei den Asp-, Glu- und Lys-Resten
in hydrophoben Umgebungen Störungen von bis
zu 5 pKs-Einheiten aufweisen (Fitch et al., 2002;
Langsetmo et al., 1991b; Langsetmo et al., 1991a).
Es wurden auch Enzyme identifiziert, bei denen
offensichtlich Arginin-Reste im katalytischen
Zentrum diese Funktion nutzen, wie zum Beispiel
IMP-Dehydrogenase, Pektat-/Pektin-Lyasen oder
Fumarat-Reduktase (Schlippe & Hedstrom 2005).
Basierend auf dem bisherigen Wissensstand über

Abbildung 6.2: Vorausgesagter Reaktionsmechanismus der radikalen SAM-MK-Methyltransferasen. 1)
Ein Elektronentransfer vom [Fe4S4]+1-Cluster zum Sulfoniumion des SAM1 führt zur Spaltung der S-[5’-
C]-Bindung und zur Bildung eines 5´-dAdo-Radikals sowie eines Methionins. 2) Das 5´-dAdo-Radikal
abstrahiert von SAM2 ein Wasserstoffatom, wodurch ein Methylenradikal und 5´-dAdoH entstehen. 3)
Das entstandene Methylenradikal greift das C-8-Atom von MK an. 4) Durch die Deprotonierung des
C-8-Atoms von MK durch Arg wird SAH freigesetzt. 5) Das entstandene Radikal wird durch ein Elektron
vom [Fe4S4]-Cluster reduziert. Durch die Protonierung durch Arg bildet sich 8-MMK. MK, Menachinon;
8-MMK, 8-Methylmenachinon; SAM, S-Adenosyl-L-Methionin; SAH, S-Adenosylhomocystein; 5’-AdoH,
5’-Deoxyadenosin.
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MenK/MqnK/MenK2 und den Reaktionsme-
chanismen anderer RSMTs der Klasse C lässt
sich folgender Reaktionsmechanismus postulieren.
Ausgehend vom 5´-dAdo-Radikal wird ein
Wasserstoff von der Methylgruppe von SAM2
abstrahiert, wodurch ein Methylenradikal entsteht
und 5´-dAdoH freigesetzt wird (Abb. 6.2 Schritt
2). Das Methylenradikal bindet an das C-8-Atom
von MK und wird über das Naphthochinon-
Ringsystem stabilisiert (Abb. 6.2 Schritt 3).
Eine mögliche Deprotonierung des C-8-Atoms
von MK, vermittelt durch eine Base im aktiven
Zentrum, könnte dann die Spaltung von SAM2
und die Freisetzung von S-Adenosylhomocystein
(SAH) auslösen (Abb. 6.2 Schritt 4). R417 ist ein
möglicher Kandidat für diese Base, da dieser Argi-
ninrest in allen MenK/MqnK/MenK2-Sequenzen
konserviert ist und sich in unmittelbarer Nähe
der potenziellen MK-Bindungsstelle befindet.
Es besteht jedoch auch die Möglichkeit, dass
E285 an diesem Prozess beteiligt ist. Die positive
Ladung wird durch den Guanidinium-Teil von
R417 delokalisiert. Durch die Übertragung eines
weiteren Elektrons, möglicherweise über den
[Fe4S4]-Cluster, wird das Radikal reduziert, und
das resultierende resonanzstabilisierte Anion
würde über den konjugierten Guanidiniumrest
von R417 protoniert, um 8-MMK zu erzeugen
(Abb. 6.2 Schritt 5). Folglich stammen nur zwei
Wasserstoffatome der übertragenen Methylgruppe
von SAM2, während das dritte Wasserstoffatom
von MK stammt. Dieses wird im vierten Schritt
während der Deprotonierung auf R417 übertragen
und im fünften Schritt auf die Methylengruppe
übertragen. Es besteht auch die Möglichkeit
eines Protonenaustauschs mit dem Lösungsmittel
während der Delokalisierung des Protons durch
R417, was die Anreicherung von CH3 und
CH2D-MMK erklären könnte.

6.3.6 Inhibierung von
MenK/MqnK/MenK2

Die Aktivität der Katalyse wird hauptsächlich
durch die Inhibitoren SAH und MTA beeinflusst,
die als Reaktionsprodukte bzw. Zerfallsprodukte
von SAM entstehen. Interessanterweise hat das
5-Ado, das ebenfalls als Nebenprodukt gebildet
wird, keinen Einfluss auf die Reaktion. Die Hem-

mung durch SAH betrug etwa 22,3%, während
die Hemmung durch MTA bei 26,7% lag, bei
gleicher Konzentration von Inhibitor und SAM
(Abb. 5.31). Entsprechend ist zu beachten, dass
eine so hohe Konzentration des Inhibitors nur
vorliegen könnte, wenn die Hälfte des SAM kata-
lytisch umgesetzt oder zerfallen ist. Daher ist es
unwahrscheinlich, dass die geringe Aktivität im
MenK-Enzymassay hauptsächlich auf eine Inhi-
bition durch SAH oder MTA zurückzuführen ist,
insbesondere da nur etwa 21% des MKs methy-
liert wurden. Diese niedrige Aktivität wäre für eine
reine Inhibition durch SAH oder MTA zu groß.
Durch Zugabe des Enzyms MTAN, das SAH, MTA
und 5-Ado abbaut, kam es zu einer signifikanten
Verringerung des MK-Gehalts, anstatt zu einer
Erhöhung (Abb. 5.31). Lediglich bei der DMMK-
Methylierung wurde ein Anstieg festgestellt. Es
ist möglich, dass das abgespaltene Adenin von
SAH und MTA die MenK-Reaktion inhibitorisch
beeinflusst, was zu der beobachteten Verringerung
führt. Dies sollte in weiteren MenK-Enzymassays
untersucht werden. Bisher wurde die Ursache für
den Anstieg des DMMK-Gehalts bei Zugabe von
MTAN nicht geklärt. Es besteht die Möglichkeit,
dass die inhibierende Wirkung von Adenin auf-
grund der bereits vorhandenen C-8-Methylierung
und der spiegelbildlichen Bindeposition im MenK
keinen Einfluss auf die zweite Methylierung hat.
Neben der Inhibierung gibt es mehrere Faktoren,
die zur geringen Aktivität beitragen. Ein weiterer
Faktor ist die Löslichkeit von MK4. Eine potenziel-
le Lösung könnte darin bestehen, MK1 als Substrat
zu verwenden, sofern es dafür geeignet ist. Auf-
grund seiner besseren Löslichkeit in Wasser könnte
man somit auf die Verwendung von DMSO und
Isopropanol im Enzymassay verzichten. Eine sol-
che Änderung könnte dazu beitragen, die Effizienz
der Reaktion zu verbessern. Es wäre auch sinnvoll,
MenK-Enzymassays bei verschiedenen pH-Werten
durchzuführen, da im TSA-Experiment gezeigt
wurde, dass CtMenK bei pH 6-7 thermisch stabiler
war, während der Enzymassay bei einem pH-Wert
von 8 durchgeführt wurde (Abb. 5.25). Es sind da-
her noch weitere Optimierungsschritte erforderlich,
um das volle Potenzial von MenK/MqnK/MenK2
auszuschöpfen. Der Hauptgrund für die geringe
Aktivität liegt aber in der Aggregation der MenK-
Proteine. Es wird angenommen, dass MenK in
seiner monomeren Form katalytisch aktiv ist, wäh-
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rend die oligomerisierten Proteine entweder keine
Aktivität mehr aufweisen oder nur eine geringe.
Da die Berechnung der Proteinkonzentration je-
doch auf das Gesamtprotein bezogen ist, führt dies
zu einer deutlichen Überschätzung des katalyti-
schen Umsatzes, da nur etwa 10-15% als Monomer
vorliegen (Abb. 5.21). Um genaue Ergebnisse zu
erhalten, sollten die Enzymtests mit aufgereinig-
ten monomeren Proteinen durchgeführt werden
oder die Proteinproduktion so verbessert werden,
dass es nicht zu einer Aggregation der Proteine
kommt.

6.4 Biotechnologische Anwen-
dungsmöglichkeiten

6.4.1 Chinonproduktion in E. coli
Zum Nachweis der Methyltransferase-Aktivität
von MenK/MqnK/MenK2-Enzyme erwies sich
das pAC-Expressionsystem als eine zuverläs-
sige Methode. So wurde die Aktivität der
MenK/MqnK/MenK2-Enzyme aus C. tanakaei,
F. marina und S. acidtrophicus erfolgreich nachge-
wiesen (Abb. 5.8, 5.9, 5.12). In Kombination mit
dem pET-Expressionsystem ist auch eine Kopro-
duktion von zwei MenK/MqnK/MenK2-Proteinen
möglich. Die Koproduktion von CtMenK und
CtMenK2 in E. coli führte hauptsächlich zur
Synthese von 7,8-DMMK8, jedoch wurde auch
aufgrund der C-5 Methylierung von CtMenK das
5,7,8-TMMK8 nachgewiesen (Abb. 5.11). Basie-
rend auf den Konzentrationen wird angenommen,
dass die C-5-Methylierung ein Artefakt aufgrund
der Verwendung von E. coli-Zellen ist, da die
Konzentration von 7,8-DMMK8 deutlich höher
ist als die von 5,8-DMMK8 und 5,7,8-TMMK8.
Jedoch ist es nicht ausgeschlossen, dass dieses
Methylierungsmuster auch in C. tanakaei vor-
kommt. Die Analyse der Chinonzusammensetzung
aus C. tanakaei-Kulturen war bislang nicht
erfolgreich, da die MK- bzw. MMK-abhängigen
Wachstumsbedingungen bisher unbekannt sind.
Diese Methode wurde durch die E. coli ∆ubiE-
Mutante erweitert, bei der die Substratspezifität
der MenK/MqnK/MenK2-Enzyme genauer auf
die Methylierung von DMK untersucht wurde. Es
wurde bestätigt, dass DMK und seine weiteren
methylierten Varianten als Substrate fungieren

(Abb. 5.14).
Die Identifizierung von MK- und DMK-Derivaten
erfolgte zuverlässig durch UV-Vis-Spektroskopie.
Dabei hat jede Methylierungsposition unterschied-
liche Auswirkungen auf das UV-Vis-Spektrum
(Abb. 6.3). Eine Methylierung führte zu einer
Verlagerung des Absorptionsbandes im Bereich
von 320-355 nm in den längerwelligen Bereich,
unabhängig von der Position. Dies war besonders
bei den Methylierungen an den Positionen C-8
und C-5 deutlich erkennbar. Bei zunehmender
Anzahl von Methylierungen addierten sich diese
Verschiebungen. Die Methylierung an der Position
C-7 führte zu einer Veränderung des zweiten
Peaks in eine Schulter, während die Methylierung
an der Position C-2 für diesen Peak verantwortlich
ist. Basierend auf diesem Wissen können MK- und
DMK-Derivate sicher und eindeutig identifiziert
werden. Außerdem ist es möglich, den Methy-
lierungsgrad von unbekannten MK-Derivaten
vorherzusagen. Dies ermöglicht eine verbesserte
taxonomische Zuordnung von Mikroorganismen
anhand ihrer MK-Pools, da die verschiedenen
MMK-, DMMK- und demethylierten Varianten
unterschieden werden können.
E. coli bietet sich aufgrund seiner Fähigkeit
zur genetischen Zugänglichkeit sehr gut an
für Chinonpool-Manipulationen. Die erste
Manipulation des Chinonpools mit der E. coli
∆ubiE-Mutante führten erfolgreich zur Blockie-
rung der UQ- und MK-Produktion und zur
Anreicherung von DMK. Die Verwendung des
LBGN-Mediums ermöglichte es, den Wachs-
tumsnachteil aufgrund des Fehlens von UQ
auszugleichen, indem es Nitrat als Elektronen-
akzeptor bereitstellte. Die Deletion von ubiCA
führte dazu, dass der UQ-Weg blockiert wurde,
was wiederum nur zur Bildung von DMK und MK
führte. In Kombination mit der Überproduktion
von MenA führte dies zu einem signifikanten
Anstieg von DMK8 und MK8 in der Mutante
(Abb. 5.17). Zur weiteren Steigerung der MK-
Produktion könnten zusätzliche Ergänzungen wie
die Überproduktion von MenD oder Dxr, einem
Enzym der Seitenketten-Biosynthese, in Betracht
gezogen werden. Bei der Überexpression der ent-
sprechenden Gene wurde schon in Experimenten
eine erhöhte MK-Produktion erreicht (Kong & Lee
2011). Darüber hinaus ist auch die Produktion
von MK7 durch die Einführung des Gens hepPPS
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Abbildung 6.3: UV/Vis-Absorptionsspektren von Menachinon (MK), Demethylmenachinon (DMK) und
verschiedenen methylierten MK/DMK-Derivaten. Eine Methylierung an Position C-2 (nicht vorhanden in
DMK) verursacht ein Absorptionsmaximum bei etwa 262 nm, das mit zunehmender Methylierung der MK-
Kopfgruppe weniger deutlich wird (Absorptionsschulter bei ca. 271 nm). Kumulative Methylierung an den
Positionen C-8, C-7 oder C-5 verschieben das Absorptionsband von MK oder DMK bei 329 bzw. 331 nm zu
längeren Wellenlängen von bis zu 360 nm bei trimethyliertem TMMK. Das UV/Vis-Absorptionsspektrum
von 5,7,8-TMDMK wurde zum besseren Vergleich skaliert und kann vom tatsächlichen Absorptionsspek-
trum geringfügig abweichen. MK, Menachinon; DMK, 2-Demethylmenachinon; MMK, Methymenach-
inon; MDMK, Methyl-2-demethylmenachinon; DMMK, Dimethylmenachinon; DMDMK, Dimethyl-2-
demethylmenachinon; TMMK, Trimethymenachinon.
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aus B. subtilis möglich, dessen Enzym für die
Synthese des Heptaprenyldiphosphat (Seitenkette
mit 7 Isopreneinheiten) verantwortlich ist (Gao
et al., 2020). Bisher war die Implementierung
des pET-Expressionssystems in ∆ubiCA pUC19-
Mutante erfolglos hinsichtlich der Produktion von
MenK/MqnK/MenK2-Enzymen. Daher könnte
die Koexpression der menK/mqnK/menK2-Gene
im pUC19-Expressionssystem in Kombination mit
dem menA-Gen erfolgversprechender sein. Durch
eine erfolgreiche Produktion wäre es möglich,
methylierte MK-Derivate in größeren Mengen zu
reinigen.

6.4.2 Heterologe Produktion von
MenK/MqnK/MenK2 in
E. coli

Die Proteinproduktion mit dem pET-
Expressionsystem in E. coli zur Proteinauf-
reinigung erwies sich als komplex. Eine zu starke
Expression führte zur Aggregation der Proteine
und zur Bildung von Einschlusskörpern. Erst
durch eine starke Reduzierung der Expression
war eine Aufreinigung der Proteine möglich (Abb.
5.20). Dabei scheint dies sogar organismusspezi-
fisch zu sein, da die MenK- und MenK2-Proteine
aus C. tanakaei eine bessere Produktion aufwiesen
als die MenK/MqnK/MenK2-Proteine aus
A. equolifaciens und W. succinogenes. Daher
eignet sich E. coli nur begrenzt als Produkti-
onsstamm für MenK/MqnK/MenK2-Enzyme.
Möglicherweise könnte die Produktion stabiler in
einem Mikroorganismus erfolgen, der eine eigene
MenK/MqnK/MenK2-Produktion besitzt, wie
beispielsweise W. succinogenes.
Für die heterologe Produktion von
MenK/MqnK/MenK2 in W. succinogenes gibt es
zwei mögliche Ansätze. Der erste Ansatz basiert
auf der Integration des menK/mqnK/menK2
Gens mit dem nativen mqnK -Promotor in
eines der drei rRNA-kodierenden Gencluster
im W. succinogenes-Genom. Hierzu wurde das
Plasmid pRecovrDfor-cat verwendet, das durch
doppelte homologe Rekombination in das Genom
eingefügt wurde (Hein et al., 2017). Das Plasmid
enthielt partielle W. succinogenes 16S rRNA-
und 23S rRNA-Gene sowie ein Chloramphenicol-

Resistenzgen in umgekehrter Orientierung. Der
native Promotor von W. succinogenes mqnK wur-
de stromabwärts des 16S rRNA-Gens eingefügt,
um das Plasmid pRecovrDfor-WsmqnK-cat zu
erhalten. Das menK/mqnK/menK2 Gen wurde
dann in Vorwärtsorientierung stromabwärts des
nativen Promotors eingefügt.
Der zweite Ansatz basiert auf einem Genexpressi-
onssystem, das für die Produktion von heterologen
Multi-Häm-Cytochromen c entwickelt wurde
(Kern & Simon 2011). Dabei wurde ein Derivat
des Plasmids pMK2 verwendet, dass das Zielgen
enthielt, das mit einem DNA-Sequenzfragment
fusioniert wurde. Dieses Fragment kodierte für
ein Signalpeptid der Cytochrom c-Nitritreduktase
(NrfA) von W. succinogenes sowie zwei aufeinan-
derfolgende C-terminale Strep-Tags. Diese Region
wurde von partiellen nrfH - und nrfI -Genen
flankiert, die eine Rekombination des Plasmids
mit dem Genom ermöglichen.
Im Vergleich zum ersten Ansatz weist der zweite
Ansatz eine deutlich höhere Transformationsrate
von W. succinogenes-Zellen auf, und die Expressi-
on des Zielgens kann durch die Verfügbarkeit von
Nitrat im Wachstumsmedium gesteuert werden,
da die Genexpression durch den nrf -Promotor
kontrolliert wird. Infolgedessen stellen beide
Ansätze eine vielversprechende Alternative
sowohl für die Reinigung von Chinonen mit 6
Isopreneinheiten als auch für die Proteinreinigung
dar.

Seite 113



Schlussfolgerungen und Ausblick

Zusammenfassend verdeutlicht diese Ar-
beit, dass die phylogenetische Verbreitung der
MenK/MqnK/MenK2-Enzyme und die damit
einhergehende Synthese von MMK und DMMK
umfassender ist als bisher biochemisch bestätigt
wurde. Eine Herausforderung bei der experi-
mentellen Bestimmung der Zusammensetzung
des Chinon/Chinol-Pools ist die Abhängigkeit
von den Wachstumsbedingungen. Aufgrund
dessen wurde die Fähigkeit zur MMK/DMMK-
Produktion in vielen Laborkulturen, die aerob auf
komplexen Medien gezüchtet wurden, übersehen,
da diese Bedingungen nicht den natürlichen
Lebensraum widerspiegeln. Um dieses Problem zu
umgehen, ist eine präzise Vorhersage der MK- und
MMK-Methyltransferasen entscheidend. Durch
diese Arbeit wurden die Motive [QxTxYPML]
für MenK/MqnK und [QxTxSPLY] für MenK2
identifiziert, welche eine genaue Vorhersage der
MK- und MMK-Methyltransferasen ermöglichen.
Somit ermöglicht das Wissen über MK- und
MMK-Methyltransferasen die Vorhersage des
Methylierungsstatus des Chinon/Chinol-Pools
jeder mikrobiellen Spezies anhand ihres Genoms.
Im Unterschied dazu sind bisher nur wenige ETKs
bekannt, die MMK als Chinon verwenden und für
DMMK existieren bislang keine bekannten Fälle.
Die Vorhersage von DMMK-abhängigen ETKs
gestaltet sich als herausfordernd, insbesondere
aufgrund der Kultivierung von Bakterien wie
A. equolifaciens in komplexen Medien. Trotz-
dem kodiert A. equolifaciens 17 Proteine der
NrfD/PsrC-Familie in Genclustern, die oft für
Eisen-Schwefel-Molybdän-Enzyme kodieren,
deren Funktion noch nicht vollständig verstanden
sind. Jedoch fehlen noch Deletionsmutanten der
menK - und menK2-Gene von A. equolifaciens.
Eine bioinformatische Herangehensweise zur
Identifikation von Enzymkomplexen, die von
DMMK abhängig sind, könnte die Verwendung

der Korrelationsanalyse umfassen. Diese Me-
thode hat sich in dieser Arbeit als erfolgreiches
Werkzeug zur Identifikation von MK assoziierten
Enzymkomplexen erwiesen. Durch die Anwendung
dieser Analyse auf die Klasse der Coriobacteriia,
sowohl auf Spezies mit als auch ohne MenK2,
könnte man nach Korrelationen zwischen den
Eisen-Schwefel-Molybdän-Enzymen und DMMK
suchen. Dadurch wäre es möglich, potenzielle
respiratorische DMMK-abhängige Enzyme zu
identifizieren.

Sofern DMMK und/oder MMK für das Überleben
im natürlichen Habitat unverzichtbar wäre,
könnten die Produkte der menK2/menK -Gene
sogar als vielversprechende Ziele für die pharma-
zeutische Behandlung von durch Coriobacteriia
verursachten Krankheiten in Betracht kom-
men. Die gezielte Bekämpfung coriobakterieller
Krankheitserreger könnte durch Wirkstoffe
erfolgen, die eine irreversible Hemmung der
MenK/MenK2-Enzyme bewirken. Eine weite-
re Strategie könnte in der Entwicklung von
Molekülen bestehen, die spezifisch an MMK
bzw. DMMK binden. Durch diesen Ansatz
könnte der bakterielle Elektronentransport gezielt
beeinträchtigt werden. Erste Experimente mit
sogenannten MK-bindenden Antibiotika haben
sich als vielversprechend erwiesen (Li et al., 2011).
Die Verwendung von MMK und DMMK könnte
somit eine gezielte Attacke gegen pathogene
Mikroorganismen ermöglichen ohne die gesamte
Mikrobiota anzugreifen.

Die Zusammensetzung des Chinon/Chinol-
Pools wird seit langem als Biomarker in der
mikrobiellen Taxonomie verwendet (Collins &
Jones 1981; Nowicka & Kruk 2010). Darüber
hinaus eignen sich Chinonprofile als Biomarker zur
Charakterisierung von bakteriellen Gemeinschaf-
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ten (Becker et al., 2018). Diese kulturunabhängige
Methode ermöglicht eine direkte chemische
Analyse von Chinonen, wodurch eine höhere
Reproduzierbarkeit und Zuverlässigkeit erreicht
wird. Zudem liefert es quantitative Daten, die für
die Gruppierung ganzer mikrobieller Populationen
in situ nützlich sind, welche eine quantitative
Bewertung von Verschiebungen in mikrobiellen
Populationen über Zeit und Raum ermöglichen.
Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit kann
die Chinonprofilanalyse nicht nur um weitere MK-
und DMK-Derivate wie MMK, DMMK, TMMK
sowie MDMK, DMDMK und TMDMK erweitert
werden, sondern ermöglicht auch die präzise Be-
stimmung der Methylierungsposition. Dies führt
zu einer verbesserten Auflösung des Chinonprofils.
Die neuen Erkenntnisse bezüglich der Verteilung
von Methylmenachinon in verschiedenen Phyla
ermöglichen zudem eine präzisere phylogenetische
Klassifizierung der bakteriellen Gemeinschaften.
Darüber hinaus erlaubt das Chinonprofil Rück-
schlüsse auf das Habitat, indem nicht nur die
Mikroorganismenvielfalt, sondern auch Zonie-
rungen von Redox-Prozessen abgeleitet werden
können (Becker et al., 2018). Die Kombination
dieser Ergebnisse mit geochemischen Daten
ermöglicht Schlussfolgerungen über Nischentren-
nungen zwischen mikrobiologischen Prozessen
wie Photosynthese, anoxygene Photosynthese,
Nitrifikation, Sulfatreduktion, Methanogenese,
usw. Auf diese Weise könnten Chinone auch als
Prozessbiomarker verwendet werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen
die Eignung von E. coli als potenziellen Produkti-
onsorganismus für eine erhöhte Produktion von
MK. Durch die Deletion der ubiCA-Gene und
die Überexpression von Schlüsselenzymen in der
MK-Biosynthese konnte eine Überproduktion von
MK8 erzielt werden. Durch zusätzliche mikrobio-
logische Ansätze könnte das Produktspektrum
erweitert werden, sodass auch die Produktion
von MK7 mit E. coli möglich wird (Gao et al.,
2020). MK7, auch als Vitamin K2 bekannt, spielt
eine entscheidende Rolle in der Erhaltung der
Knochengesundheit und der Prävention von
Arterienverkalkung (Villa et al., 2016; Myneni &
Mezey 2017). Da die derzeit empfohlene Zufuhr
von Vitamin K2 über die Nahrung den Bedarf
vieler Menschen nicht ausreichend abdecken kann,

steigt die Nachfrage nach Vitamin-K2-Präparaten
deutlich an. Daher erscheint die mikrobielle
Produktion von MK7 als attraktive Methode für
die Industrie.
Die Produktion von MenK/MqnK/MenK2-
Enzymen ermöglicht zudem die Synthese
methylierter MK-Derivate. Durch das umfas-
sende Verständnis dieser Enzyme, das durch
die vorliegende Arbeit gewonnen wurde, so-
wie durch weitere zukünftige Untersuchungen,
besteht die Möglichkeit, durch gezieltes Protein-
Engineering zusätzliche Substrate auf Basis der
Naphthochinon-Struktur zu methylieren. Dies
würde die Möglichkeit zur mikrobiellen Synthese
spezifischer Moleküle eröffnen, wie beispielsweise
7-Methylmenadion aus Menadion, welches eine an-
ticancerogene Wirkung aufweist (Ma et al., 2014).
Auch die Methylierung von Molekülen mit bereits
anticancerogener Wirkung, wie beispielsweise
1,4-Naphthochinon zu Methyl-1,4-naphthochinon
oder Lapachol zu Methyl-Lapachol, könnte
neue Derivate hervorbringen und das Spektrum
potenzieller Antikrebsmittel erheblich erweitern
(Kishore et al., 2014; Shankar Babu et al., 2018).
Insgesamt bieten die in dieser Arbeit präsentier-
ten Erkenntnisse vielversprechende Ansätze für
zukünftige Entwicklungen in der mikrobiellen
Produktion von Vitamin K-Derivaten und
naphthochinonbasierten Derivaten als potenzielle
Antikrebsmittel.
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Tabelle S.4: Untereinheiten der Oxidoreduktasen die in der Korrelationsanalyse verwendet wurden und
mit Hilfe der Kegg Orthology Datenbank identifiziert wurden.

En-
zym

Kegg
Orthology Name

AprA K00394 adenylylsulfate reductase, subunit A [EC:1.8.99.2]
AprB K00395 adenylylsulfate reductase, subunit B [EC:1.8.99.2]
AsrA K16950 anaerobic sulfite reductase subunit A
AsrB K16951 anaerobic sulfite reductase subunit B
AsrC K00385 anaerobic sulfite reductase subunit C
CydA K00425 cytochrome bd ubiquinol oxidase subunit I [EC:7.1.1.7]
CydB K00426 cytochrome bd ubiquinol oxidase subunit II [EC:7.1.1.7]
DmsA K07306 anaerobic dimethyl sulfoxide reductase subunit A [EC:1.8.5.3]
DmsB K00184 dimethyl sulfoxide reductase iron-sulfur subunit
DmsC K00185 dimethyl sulfoxide reductase membrane subunit
DsbA K03673 protein dithiol oxidoreductase (disulfide-forming) [EC:1.8.4.15]
DsbB K03611 protein dithiol:quinone oxidoreductase [EC:1.8.5.9]
DsrA K11180 dissimilatory sulfite reductase alpha subunit [EC:1.8.99.5]
DsrB K11181 dissimilatory sulfite reductase beta subunit [EC:1.8.99.5]
DsrC K23077 dissimilatory sulfite reductase related protein
FdnG K08348 formate dehydrogenase-N, alpha subunit [EC:1.17.5.3]
FdnH K08349 formate dehydrogenase-N, beta subunit
FdnI K08350 formate dehydrogenase-N, gamma subunit
FqoA K22171 F420H2:quinone oxidoreductase subunit A [EC:1.1.98.4]
FqoH K22175 F420H2:quinone oxidoreductase subunit H [EC:1.1.98.4]
FqoJ K22177 F420H2:quinone oxidoreductase subunit J [EC:1.1.98.4]
FqoK K22178 F420H2:quinone oxidoreductase subunit K [EC:1.1.98.4]
FqoL K22179 F420H2:quinone oxidoreductase subunit L [EC:1.1.98.4]
FqoM K22180 F420H2:quinone oxidoreductase subunit M [EC:1.1.98.4]
FqoN K22181 F420H2:quinone oxidoreductase subunit N [EC:1.1.98.4]
FrdA K00244 fumarate reductase flavoprotein subunit [EC:1.3.5.4]
FrdB K00245 fumarate reductase iron-sulfur subunit [EC:1.3.5.4]
FrdC K00246 fumarate reductase subunit C
FrdD K00247 fumarate reductase subunit D
GlpA K00111 glycerol-3-phosphate dehydrogenase [EC:1.1.5.3]
GlpB K00112 glycerol-3-phosphate dehydrogenase subunit B [EC:1.1.5.3]
GLpC K00113 glycerol-3-phosphate dehydrogenase subunit C
HdrD K08264 heterodisulfide reductase subunit D [EC:1.8.98.1]
HdrE K08265 heterodisulfide reductase subunit E [EC:1.8.98.1]
HmeC K18500 heterodisulfide reductase cytochrome b-like subunit
HmeD K18501 heterodisulfide reductase iron-sulfur subunit
HybC K06281 hydrogenase large subunit [EC:1.12.99.6]
HybO K06282 hydrogenase small subunit [EC:1.12.99.6]
HydA K05927 quinone-reactive Ni/Fe-hydrogenase small subunit [EC:1.12.5.1]
HydB K05922 quinone-reactive Ni/Fe-hydrogenase large subunit [EC:1.12.5.1]
LldD K00101 L-lactate dehydrogenase (cytochrome) [EC:1.1.2.3]
LpdA K23842 NAD(P)H dehydrogenase (quinone) [EC:1.6.5.2]
Mqo K00116 malate dehydrogenase (quinone) [EC:1.1.5.4]
NapA K02567 nitrate reductase (cytochrome) [EC:1.9.6.1]
NapB K02568 nitrate reductase (cytochrome), electron transfer subunit

Seite 149



Anhang

NapC K02569 cytochrome c-type protein NapC
NarG K00370 nitrate reductase / nitrite oxidoreductase, alpha subunit [EC:1.7.5.1 1.7.99.-]
NarH K00371 nitrate reductase / nitrite oxidoreductase, beta subunit [EC:1.7.5.1 1.7.99.-]
NarI K00374 nitrate reductase gamma subunit [EC:1.7.5.1 1.7.99.-]
NrfA K03385 nitrite reductase (cytochrome c-552) [EC:1.7.2.2]
NrfB K04013 cytochrome c-type protein NrfB
NrfC K04014 protein NrfC
NrfD K04015 protein NrfD
phsA K08352 thiosulfate reductase / polysulfide reductase chain A [EC:1.8.5.5]
phsB K08353 thiosulfate reductase electron transport protein
phsC K08354 thiosulfate reductase cytochrome b subunit
PsrA K08352 thiosulfate reductase / polysulfide reductase chain A [EC:1.8.5.5]
PsrB K16293 polysulfide reductase chain B
PsrC K16294 polysulfide reductase chain C
QcrA K03890 ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur subunit
QcrB K03891 ubiquinol-cytochrome c reductase cytochrome b subunit
QcrC K03889 ubiquinol-cytochrome c reductase cytochrome c subunit
QmoA K16885 quinone-modifying oxidoreductase, subunit QmoA
QmoB K16886 quinone-modifying oxidoreductase, subunit QmoB
QmoC K16887 quinone-modifying oxidoreductase, subunit QmoC
QorA K00359 NADPH:quinone reductase [EC:1.6.5.5]
QoxA K02826 cytochrome aa3-600 menaquinol oxidase subunit II [EC:7.1.1.5]
QoxB K02827 cytochrome aa3-600 menaquinol oxidase subunit I [EC:7.1.1.5]
QoxC K02828 cytochrome aa3-600 menaquinol oxidase subunit III [EC:7.1.1.5]
QoxD K02829 cytochrome aa3-600 menaquinol oxidase subunit IV [EC:7.1.1.5]
QrcA K23300 menaquinone reductase, multiheme cytochrome c subunit [EC:1.97.-.-]
QrcB K23302 menaquinone reductase, molybdopterin-binding-like subunit
QrcC K23301 menaquinone reductase, iron-sulfur cluster-binding subunit [EC:1.97.-.-]
QrcD K23303 menaquinone reductase, integral membrane subunit
SdhA K00239 succinate dehydrogenase flavoprotein subunit [EC:1.3.5.1 1.3.5.4]
SdhB K00240 succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit [EC:1.3.5.1 1.3.5.4]
SdhC K00241 succinate dehydrogenase cytochrome b subunit
SdhD K00242 succinate dehydrogenase membrane anchor subunit
SoeA K21307 sulfite dehydrogenase (quinone) subunit SoeA [EC:1.8.5.6]
SoeB K21308 sulfite dehydrogenase (quinone) subunit SoeB
SoeC K21309 sulfite dehydrogenase (quinone) subunit SoeC
SQR K17218 sulfide:quinone oxidoreductase [EC:1.8.5.4]
TfrA K18209 fumarate reductase (CoM/CoB) subunit A [EC:1.3.4.1]
TfrB K18210 fumarate reductase (CoM/CoB) subunit B [EC:1.3.4.1]
TorA K07811 trimethylamine-N-oxide reductase (cytochrome c) [EC:1.7.2.3]
TorC K03532 trimethylamine-N-oxide reductase (cytochrome c), subunit TorC
TsdA K19713 thiosulfate dehydrogenase [EC:1.8.2.2]
TtrA K08357 tetrathionate reductase subunit A
TtrB K08358 tetrathionate reductase subunit B
TtrC K08359 tetrathionate reductase subunit C
WrbA K03809 NAD(P)H dehydrogenase (quinone) [EC:1.6.5.2]
YnfE K07309 Tat-targeted selenate reductase subunit YnfE [EC:1.97.1.9]
YnfF K07310 Tat-targeted selenate reductase subunit YnfF [EC:1.97.1.9]
YnfG K07311 Tat-targeted selenate reductase subunit YnfG
YnfH K07312 Tat-targeted selenate reductase subunit YnfH
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Tabelle S.5: Untereinheiten der Oxidoreduktasen die in der Korrelationsanalyse verwendet wurden und
mit Hilfe von Referenzsequenzen in der Clusteranalyse identifiziert wurden.

Enzym Eintrag Organismus
ActA Q3A1G9_SYNC1 Syntrophotalea carbinolica DSM 2380
ActB Q3A1G8_SYNC1 Syntrophotalea carbinolica DSM 2380
ActC Q3A1G7_SYNC1 Syntrophotalea carbinolica DSM 2380
ArrA ARRA_SHESA Shewanella sp. ANA-3
ArrB ARRB_SHESA Shewanella sp. ANA-3
CidA CIDA_STAAN Staphylococcus aureus N315
CidB CIDB_STAAN Staphylococcus aureus N315
CidC A0A142G9E0_STAAU Staphylococcus aureus N315
CprA CPRA_DESHD Desulfitobacterium hafniense DSM 10664
CymA Q8E8S0_SHEON Shewanella oneidensis MR-1
doxA DOXA_ACIAM Acidianus ambivalens
doxD DOXD_ACIAM Acidianus ambivalens
EMO Q2LWR1_SYNAS Syntrophus aciditrophicus SB
FdhA P28179_WOLSC Wolinella succinogenes DSM 1740
FdhB FDHB_WOLSU Wolinella succinogenes DSM 1740
FdhC P28180_WOLSC Wolinella succinogenes DSM 1740
MccA MCCA_WOLSU Wolinella succinogenes DSM 1740
MccC Q7MA99_WOLSU Wolinella succinogenes DSM 1740
MccD Q7MA98_WOLSU Wolinella succinogenes DSM 1740
MfrA MFRA_WOLSU Wolinella succinogenes DSM 1740
MfrB MFRB_WOLSU Wolinella succinogenes DSM 1740
MfrE MFRE_WOLSU Wolinella succinogenes DSM 1740
mGDH DHG_ECOLI Escherichia coli K12
NosD (Klade I) NOSD_STUST Stutzerimonas stutzeri
NosD (Klade II) Q7MRZ6_WOLSU Wolinella succinogenes DSM 1740
NosF (Klade I) NOSF_STUST Stutzerimonas stutzeri
NosF (Klade II) Q7M9H2_WOLSU Wolinella succinogenes DSM 1740
NosY (Klade I) NOSY_STUST Stutzerimonas stutzeri
NosY (Klade II) Q7MRZ1_WOLSU Wolinella succinogenes DSM 1740
NosZ (Klade I) NOSZ_STUST Stutzerimonas stutzeri
NosZ (Klade II) Q7M9H4_WOLSU Wolinella succinogenes DSM 1740
NuoD NUOD_CAMJR Campylobacter jejuni RM1221
NuoG Q0P855_CAMJE Campylobacter jejuni ATCC 700819
NuoH NUOH_CAMJR Campylobacter jejuni RM1221
PceA PCEA_DESHY Desulfitobacterium hafniense Y51
PceB PCEB_DESHY Desulfitobacterium hafniense Y51
PcrA PCRA_DECAR Dechloromonas aromatica RCB
PcrB PCRB_DECAR Dechloromonas aromatica RCB
Pqo A0A0H2UY89_SHIFL Shigella flexneri 301
qNOR A0A0D6H8R3_ALCXX Alcaligenes xylosoxydans
SrrA ADH98988.1 Bacillus selenitireducens MLS10
SrrB ADH98989.1 Bacillus selenitireducens MLS10
SrrC ADH98990.1 Bacillus selenitireducens MLS10
TceA AAF73916.1 Dehalococcoides mccartyi
TceB WP_010935885.1 Multispecies Dehalococcoides
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Enzym Eintrag Organismus
TsrA Q8ZUB8_PYRAE Pyrobaculum aerophilum ATCC 51768
TsrB Q8ZUB7_PYRAE Pyrobaculum aerophilum ATCC 51768
TsrC Q8ZUB6_PYRAE Pyrobaculum aerophilum ATCC 51768
VcrA AAQ94119.1 Dehalococcoides mccartyi VS
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Tabelle S.8: 1H chemische Verschiebungen der Spektren von MK8, 7-MMK8, 8-MMK8, 5,8-DMMK8 und
7,8-DMMK8 kalibriert am 1H-Signal der verbleibende Protonen in CDCl3 bei 7,20 ppm.

MK8 7-MMK8 8-MMK8 5,8-DMMK8 7,8-DMMK8

1 - - - - -
2 - - - - -
3 - - - - -
4 - - - - -
5 7,61 7,89 7,93 - 7,84
6 8,02 7,39 7,45 7,26 7,37
7 8,02 - 7,39 7,26 -
8 7,61 7,80 - - -
9 - - - - -
10 - - - - -
11 - 2,40 2,67 2,62 2,35
11’ - - - 2,62 2,59
12 2,13 2,10 2,08 2,06 2,09
13 3,31 3,28 3,26 3,25 3,26
14 4,96 4,97 4,94 4,97 4,97
15 - - - - -
16 1,73 1,71 1,70 1,71 1,72
17 1,92 1,88 1,89 1,91 1,91
18 2,00 2,00 1,97 2,00 1,98
19 5,05 5,03 5,03 5,06 5,03
20 - - - - -
21 1,53 1,52 1,51 1,53 1,53
22 1,92 1,9 1,89 1,88 1,88
23 1,99 2,0 1,97 1,99 1,99
24 5,00 4,94 4,98 5,00 5,00
25 - - - - -
26 1,53 1,52 1,52 1,54 1,52
27 1,62 1,60 1,60 1,62 1,61
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Tabelle S.9: 13C chemische Verschiebungen der Spektren von MK8, 7-MMK8, 8-MMK8, 5,8-DMMK8 und
7,8-DMMK8 kalibriert am 13C-Signal der verbleibende Protonen in CDCl3 bei 77,20 ppm.

MK8 7-MMK8 8-MMK8 5,8-DMMK8 7,8-DMMK8

1 185,4 185,7 186,4 188,3 188,3
2 143,3 143,0 143,5 142,8 143,9
3 146,1 146,0 143,6 145,8 145,1
4 184,4 184,4 183,9 187,4 184,7
5 133,6 126,3 124,2 139,1 124,6
6 126,6 133,9 131,4 136,6 134,2
7 126,6 144,0 136,2 136,6 144,2
8 133,6 126,2 139,7 139,1 139,1
9 133,1 132,0 128,9 131,5 130,5
10 133,1 130,2 132,7 136,6 132,0
11 - 21,6 21,8 23,3 21,4
11’ - - - 23,3 17,2
12 13,0 12,7 11,9 12,9 13,1
13 26,5 26,8 24,7 25,8 25,6
14 119,6 118,9 118,3 119,9 119,3
15 137,5 137,3 136,3 137,4 137,3
16 17,2 15,8 15,4 16,2 16,4
17 40,1 39,6 38,6 39,7 39,7
18 27,0 26,5 24,5 26,7 26,6
19 124,7 124,2 123,5 124,5 124,2
20 134,7 134,9 133,7 135,1 134,3
21 16,6 15,8 15,1 16,2 16,0
22 39,7 39,6 38,5 39,8 39,7
23 25,8 27,1 24,7 26,9 26,4
24 124,5 124,3 123,3 124,5 124,4
25 131,1 131,1 130,1 131,3 131,2
26 17,6 17,6 16,5 17,9 17,7
27 26,0 24,3 24,7 25,9 25,5
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Abbildung S.1: ESI-Massenspektren von DMK8, 7-MDMK8, 8-MDMK8, 5,8-DMDMK8 und 5,8-DMMK8.
Die Einschübe zeigen simulierte Isotopenverteilungsmuster.
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Abbildung S.2: ESI-Massenspektren von DMK7, 7-MDMK7, 8-MDMK7, 5,8-DMDMK7 und 5,8-DMMK7.
Die Einschübe zeigen simulierte Isotopenverteilungsmuster.
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Abkürzungsverzeichnis

εNuo NADH:Ubichinon-
Oxidoreduktase

g Gravitationsfeldstärke

2,8-dhA 2,8-Dihydroxyadenin

5-Ado 5’-Deoxyadenosin

5-dR 5’-Deoxyribose

8-hA 8-Hydroxyadenin

An nm Absorption bei n nm

A Ampere

Abb. Abbildung(en)

ad auf

AFL 6-Amino-6-desoxyfutalosin

α Alpha

APCI Atmospheric Pressure Chemical
Ionization

Arr Arsenat-Reduktase

As Aminosäuren

AU Absorptionseinheiten

β Beta

BLAST Basic Local Alignment Search
Tool

CDHFL zyklisches
Dehypoxanthin-Futalosin

°C Grad Celsius

Cfr rRNA-Methyltransferase

CLANS Cluster Analysis of Sequence

CoA Coenzym A

CPDH Coproporphyrinogen-III-Oxidase

CPEC Circular Polymerase Extension
Cloning

CV Säulenvolumen

Cyd Cytochrom bd-Oxidase

Cym Chinol-Dehydrogenase

Da Dalton

ddH2O doppelt deionisiertes Wasser

dH2O einfach deionisiertes Wasser

DHFL Dehypoxanthin-Futalosin

DHNA 1,4-Dihydroxy-2-naphthoat

DMAPP Dimethylallylpyrophosphat

DMK 2-Demtyhlmenachinon

DMMK Dimethylmenachinon

Dms Dimethylsulfoxid-Reduktase

DNA Desoxyribonukleinsäure

dsDNA doppelsträngige DNA

DT Natriumdithionit

DXP
1-Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat

e– Elektron(en)

E0´ Standard-Redoxpotentiale bei
pH 7

EMO ETF:MMK-Oxidoreduktase

EPR Elektronenspinresonanz
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ESI Elektrosprayionisation

eV Elektronenvolt

F Fluoreszenzemission

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

Fdh Formiat-Dehydrogenase

FMN Flavinmononukleotid

FPP Farnesyldiphosphat

g Gramm

GPP Geranyldiphosphat

° Grad

h Stunde

HGT horizontalen Gentransfer
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HPLC
Hochleistungsflüssigkeitschromato-
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Hyd Hydrogenase

Hyd Hydrogenase

Hz Hertz

IMAC immobilisierter
Metallionen-Affinitäts-
chromatographie

IMD intrazelluläre Membrandomän

IMG Integrated Microbial Genomes
System

IPP Isopentenylpyrophosphat

IPTG Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranosid

K Kelvin

kav Verteilungskoeffizient

kb Kilobasen

kDa Kilodoltan

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes

kV Kilovolt

l Liter

LB Lysogeny Broth

M Molar

mA Milliamper

MALDI-TOF Matrix-assisted laser desorption
ionisation time-of-flight

Mcc Sulfit-Reduktase

MccA Sulfit-Reduktase

Men klassische MK-Biosynthese

MEP Methylerythritol-4-Phosphat

Met Methionin

mF Millifarad

Mfr MMK:Fumarat-Reduktase

min Minute
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T Temperatur
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TB Terrific Broth

TEMED Tetramethylethylendiamin
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TIM Triosephosphatisomerase

Tm Schmelztemperatur

TMMK Trimethylmenachinon

Tor Trimethylamin-N -oxid-
Reduktase
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TSA Thermal Shift Assay

Tsd Tetrathionat-Reduktase

Ttr Tetrathionat-Reduktase
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