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1. Urspriingliche Zielsetzung und wissenschaftlich-technischer Hintergrund

Das Hauptsziel des unter WP1.1 formulierten Teilprojektes war die Optimierung der [FeFe]-
Hydrogenase DdHydAB aus Desulfovibrio desulfuricans fiir den Einsatz in bioinspirierten
Systemen zur Nutzung bzw. Produktion von Wasserstoff. Der Fokus lag hierbei vor allem auf
folgenden Herausforderungen:

1. Verbesserung der Ausbeute und Handhabung des Enzyms wihrend der heterologen
Expression in Escherichia coli

2. Beschleunigung der ungewohnlich langsamen in vitro Maturation, d.h. der Integration des

synthetischen 2Fen-Cofaktors in das aktive Zentrum (H-Cluster).

3. Zusitzlich wurde darauf geachtet dass mittels Sulfid-Zugabe eine kontrollierte und reversible

Uberfiihrung in den Oz-resistenten Hine-Zustand moglich bleibt, um das Enzym unter Luft
handhabbar zu machen — eine entscheidende Voraussetzung zur aeroben Lagerung und
Handhabung des Enzyms vor und wéhrend der Integration in das gewiinschte
elektrochemische Anwendungs-System wie z.B. die im Rahmen des Projektes verwendete
Redox-hydrogel-Matrix, bevor diese unter Anwendungsbedingungen die O,-Schutzfunktion
erfiillt.

2. Ablauf des Vorhabens

A) Optimierung der heterologen Expression

Zur Steigerung der Produktionsausbeute wurde ein zweiphasiges Kultivierungsprotokoll etabliert,
bestehend aus einer aeroben Wachstumsphase und einer anaeroben Induktions-/Expressionsphase. Die
Analyse verschiedener Parameter fiihrte zu folgenden Optimierungen:

Erhohung der Zelldichte zum Zeitpunkt der Induktion (ODsoo),

Selbstanaerobisierung in geschlossenen Gefaflen ohne externe Begasung,

Erhohte Eisenverfligbarkeit durch Zugabe von Ammoniumeisencitrat,

Lichtabschattung wéhrend der anaeroben Expressionsphase.

Diese MaBinahmen fiihrten zu einer Verdreifachung der Biomasse-Ausbeute und einer Erh6hung
der Enzymproduktion von vormals 20—40 mg/L auf bis zu 80 mg/L.

In ersten Optimierungversuchen zur Steigerung der in vitro Maturationseffizienz konnte durch das
Weglassen von NaCl im Puffer und die Erhéhung der Umgebungs-temperatur eine erste
Ratensteigerung erzielt werden. Dennoch liegt die Reifungsdauer noch immer weit {iber derjenigen
von monomeren [FeFe]-Hydrogenasen. Struktur-analysen deuten darauf hin, dass die dimerische
Architektur von DdHydAB — im Gegensatz zu vielen monomeren Hydrogenasen — die Effizienz
der Maturation durch ein stark flexibles ,,Lock*“-Element im Rahmen des sogenannten Plug-Lock-
Lid-Mechanismus zur stabilen Cofaktor-Integration beeintrachtigen konnte.

B) Strukturgeleitetes Enzymdesign zur Beschleunigung der Reifung

Um dieser Hypothese fiir die Ursache der langsamen Reifung von DdHydAB nachzugehen, wurden
vier monomere Varianten (L1-L4) konstruiert, bei denen die grofie und kleine Untereinheit tiber
flexible Peptid-Linker fusioniert wurden. Die Linker wurden basierend auf Sequenzen monomerer
Homologe wie Cpl, Solebacterium moreii und Veillonella atypica entworfen, wobei AlphaFold2 zur
Strukturvorhersage verwendet wurde.

Die Varianten wurden exprimiert, gereinigt und systematisch analysiert hinsichtlich:

Expressionsausbeute und FeS-Cluster-Integration,

Maturationskinetik (mittels FTIR und Aktivitdt im Wasserstoffentwicklungsassay),
Proteinstruktur (mittels Réntgenkristallographie im Aufldsungsbereich von 1.05-1.78 A),
0--Stabilitdt und CO-Ligandenaffinitit,

Reifungsvermittlung durch die native Maturase HydF.

3. Wesentliche Ergebnisse:
e Neben der 2-3-fachen Ausbeutensteigerung im Labormafstab (Teilerfolg zu M1.1.1)
gelang durch ‘Enzym-Design’ eine signifikante Beschleunigung der enzymatischen
Reifung: Alle monomeren Varianten zeigten eine deutliche Steigerung der Maturationsrate



relative zum WT. Variante L2 erwies sich als optimal balanciert und kommt dem Ziel unter
M1.1.2 am Néchsten:

o 18-fache Beschleunigung der H-Cluster-Formation,

o 117,5 % Wasserstoffentwicklungsaktivitdt im Vergleich zum Wildtyp,

o 77 % der Expressionsaubeute des Wildtyps.
Obwohl L3 die schnellste Reifung zeigte (72%), war diese Variante leicht instabil.

e Bestitigung des Plug-Lock-Lid-Mechanismus: Kristallstrukturen belegten, dass eine
moderate strukturelle Flexibilitit im Linkerbereich fiir eine effiziente Kofaktorintegration
essenziell ist. Variante L2 stellte den idealen Kompromiss dar.

e Erhalt funktioneller Eigenschaften: Alle Varianten konnten erfolgreich in den Hinac-Zustand
iiberfiihrt werden und eignen sich somit fiir Anwendungen unter Luftkontakt.

o HydF-Experimente bestitigen ein strukturelles Reifungs-,,Bottleneck*:

Die in vitro Reifung mittels nativer H-Cluster Maturase HydF beschleunigte die Aktivierung
des Wildtyps nicht, was nahelegt, dass die langsame Maturation strukturell bedingt ist und
kein bloBes Artefakt der in vitro Bedingungen darstellt.

e Vorveroiffentlichung der Ergebnisse zum Enzymdesign: Die Resultate aus dem
Enzymdesign wurden in einem Artikel zusammengefasst, der kiirzlich bei Angewandte
Chemie eingereicht wurde. Vorab ist die Arbeit als ‘preprint’ unter folgendem Link 6ffentlich
zuginglich:
https://chemrxiv.org/engage/chemrxiv/article-details/679426aa81d2151a02d91062

4. Zusammenarbeit mit Forschungseinrichtungen
Das Vorhaben wurde in enger Zusammenarbeit mit folgenden Partnern durchgefiihrt:

e Jan Jaenecke (TUM-Campus Straubing, Elektrobiotechnologie): Enzymkinetik und
proteinfilmbasierter Elektrochemie.

e Dr. James A. Birrell (MPI fiir chemische Energiekonversion): Initiierung der
Expressionsoptimierung und Bereitstellung des Ausgangsplasmids fiir den langsam reifenden
Wildtyp.

e Prof. Dr. Ingrid Span und Konstantin Bikbaev (FAU Erlangen-Niirnberg): Kristallisation
und Rontgenstrukturanalyse des apo-Zustands von DdHydAB und der Varianten L.1-L4.

5. Fazit und Ausblick

Diese Arbeit zeigt, wie Prozessoptimierung und Proteinengineering gemeinsam strukturelle
Limitationen in der Enzymproduktion tiberwinden konnen. Variante L2 stellt mit ihrer schnellen
Reifung, der hohen Expressionsausbeute, ihrer hohen Aktivitit und der leicht gen-erierten O»-Stabilitét
eine vielversprechende Hydrogenase filir bioinspirierte Anwendungen dar: Im Rahmen des
Gesamtprojektes wurde Variante L2 vom Partner Fraunhofer IGB erfolgreich im Proof of Concept der
SynHydro3 Technologie eingesetzt. L2 wurde zusammen mit einer FNR zur Coenzym-Regenerierung
und einer Iminreduktase zur Produktbildung co-immobilisiert die mittels H.-Begasung betrieben wurde.
In einem Parameterscreening konnten dabei Umsitze {iber 90 % nach 2 h erzielt werden. Neben dem
praktischen Nutzen liefert das Projekt grundlegende Einblicke in die strukturelle Dynamik der
Hydrogenasereifung — Erkenntnisse, die kiinftige Entwicklungen synthetischer und semi-synthetischer
Hydrogenasen fiir nachhaltige Energielosungen maB3geblich beeinflussen werden.
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1. Ausfuhrliche Darstellung der durchgefiihrten Arbeiten im Vergleich zur



urspriinglichen Vorhabenbeschreibung

1.1. Planung des Vorhabens

Der Dbiotechnologische Einsatz von [FeFe]-Hydrogenasen als regenerative und
umweltfreundliche Alternative zu fossilen Rohstoffen fiir H,-basierte Redoxreaktionen bildet
ein hochaktuelles Forschungsfeld, welches erhebliches Potenzial flr die Etablierung
nachhaltiger industrieller Anwendungen bietet. Im Fokus steht die Entwicklung robuster,
hochaktiver und skalierbarer Biokatalysatoren, die es ermdglichen, regenerativ erzeugten
Wasserstoff als Elektronenquelle fur Redoxreaktionen zu nutzen ohne auf Pt-basierte
Katalysatoren angewiesen zu sein— eine wesentliche Voraussetzung zur effektiven
Decarbonisierung der chemischen Industrie [1-6].

Die hohe katalytische Effizienz von [FeFe]-Hydrogenasen pradestiniert sie grundsatzlich fir
solche Anwendungen. Insbesondere ihre Fahigkeit, unter physiologischen Bedingungen eine
effektive \Wasserstoffoxidation zu betreiben, macht sie zu idealen Kandidaten fir die
Elektronenvermittlung zu NAD(P)H-regenerierenden Enzymen und hiermit zu nachgeschaltete
NAD(P)H-abhangige Enzymkaskaden [7]. Ihre breite technische Implementierung scheiterte
bisher jedoch an der ausgepragten O,-Sensitivitdt der meisten Vertreter dieser Enzymgruppe
[8] sowie an Schwierigkeiten in Expression, Reifung und Handhabung [9]. Vor diesem
Hintergrund zielen aktuelle Forschungsansatze — wie sie etwa im Rahmen des BMBF-
Verbundprojektes SynHydro3 verfolgt wurden — neben einer Optimierung der
Produktionseffizienz ~ der  Biokatalysatoren auf die  Entwicklung biohybrider
Plattformtechnologien, die weitere Limitierungen durch Integration in redoxaktive
biokompatible Materialien und eine graduelle raumliche Separierung in funktionelle Schichten
uberwinden.

SynHydro3 verfolgte das Konzept [FeFel]-Hydrogenasen in redoxaktiven Hydrogelen
eingebettet zu immobilisieren [6]. Dies kann einerseits deren funktionelle Integration in Oo-
exponierte Systeme ermdglichen, andererseits kann hiermit ihre Nutzung in komplexen,
gegebenenfalls O,-abhangigen Enzymkaskaden ermdoglicht werden [7]. Die hier geplante
Entwicklung modularer Mikrokompartimente, welche die Hz-getriebene Regeneration
universell genutzter Redoxkoenzyme gewahrleisten und die katalytische Umsetzung
nachgeschalteter Enzymkaskaden in getrennten Schichten ermoglichen, bildet eine
technologisch skalierbare regenerative Losung fur die Umsetzung synthetischer Prozesse
unter industriellen Bedingungen. Der innovative Ansatz besteht hierbei in der prazisen
Anpassung der Materialeigenschaften des verwendeten Redoxhydrogels (z.B.
Redoxeigenschaften der redoxaktiven Gruppen, Massentransport, Enzymstabilitdt) an die
Bedurfnisse der jeweils eingebetteten Biokatalysatoren.

1.2. Wissenschaftlicher Stand zu Beginn des Projektes

Die hier zum Einsatz kommende heterodimere [FeFe]-hydrogenase DdHydAB zeigt bereits
hohe Ausbeuten bei heterologer Expression in E. coli, weist nach Aktivierung sowohl fur H.
Produktion als auch fir H2 Oxidation ausgezeichnete Umsatzraten auf und zeichnet sich
darliber hinaus durch die Fahigkeit aus extern hinzugefiigte Sulfid-lonen (S%) reversibel zu
binden und damit transient einen inaktiven, jedoch vor O.-Einwirkung geschutzten Zustand
(Hinact) €innehmen zu kénnen [10,11]. DdHydAB ist daher -sofern richtig gehandhabt- fur
Anwendungen im Bereich der nachhaltigen Wasserstofftechnologie bereits ein
vergleichsweise robuster und vielversprechender Kandidat. Die heterodimere [FeFe]-
Hydrogenase DdHydAB besitzt allerding trotz zahlreicher positiver Eigenschaften den Nachteil
dass die in vitro betriebene Reifung des katalytischen Kofaktors (H-cluster) in der heterolog
exprimierten Apo-Form des Enzyms durch Integration des synthetisch generierten katalytisch
essentiellen 2Fey Subclusters erheblich ineffizienter erfolgt (Dauer: 50h) als dies bei
monomeren [FeFe]-Hydrogenasen wie Cpl und HydA1 beschrieben wurde (Dauer: 15-30 min)
[12] wodurch die Aktivierung des isolierten Enzyms ein Zeit- und arbeitsintensiver Prozess wird
welcher die industrielle Erschlieung dieses Biokatalysators erschwert (Abb. 1) [13].



Ziel des unter WP1.1 beschriebenen Parts dieses Vorhabens war es, die biotechnologische
Nutzbarkeit der vielversprechenden [FeFe]-Hydrogenase DdHydAB aus Desulfovibrio
desulfuricans durch Optimierung ihrer Expression und gezieltes Enzymdesign dass eine
Steigerung der enzymatischen Reifungseffizienz ermdglichen sollte, entscheidend zu
verbessern.

Im ersten, hauptsachlich durch Dr. James Birrell verfolgten Part dieses Teilvorhabens sollte
es darum gehen sowohl die Ausbeute als auch die funktionale Qualitat des wildtypischen
Enzyms zu maximieren und gleichzeitig den Ressourceneinsatz sowie die Gesamtkosten
signifikant zu reduzieren. Im Bereich der Proteinproduktion sollte durch systematische
Variation zentraler Prozessparameter — darunter Zelldichte, pH-Wert, Temperaturfihrung,
Lichteinfluss und Nahrstoffversorgung — eine Erhéhung der Biomasse und Proteinmenge bei
gleichbleibender Qualitat des isolierten Enzyms erzielt werden. Parallel dazu wurde zunachst
am Wildtyp der Reifungsprozess des Apo-Enzyms durch Zugabe einer synthetischen Vorstufe
des [2FeH]-Kofaktors (2FeHMM) evaluiert und so gut wie moglich durch Anpassung der
Reifungsbedingungen optimiert. Hier lag der Fokus auf der Anpassung kritischer
Einflussgroflen wie Salzkonzentration, pH-Wert, Temperatur sowie dem molaren Verhaltnis
zwischen Kofaktor und Protein, um eine zeiteffiziente und ressourcenschonende Reifung zu
ermoglichen. Dartber hinaus wurde durch gezielte Vereinfachung des Protokolls — etwa durch
das Weglassen nicht zwingend erforderlicher Reagenzien — eine methodische Verschlankung
und Kostenreduzierung angestrebt, die die Praxistauglichkeit des Verfahrens fir ein
,upscaling‘im biotechnologischen Malfstab verbessern soll.

Im zweiten hauptsachlich durch Dr. Martin Winkler vollzogenen Part sollte das Problem der
trotz Parameteroptimierung noch immer ungewohnlich geringen Reifungseffizient des
wildtypischen Enzyms durch einen Proteindesign-Ansatz behoben werden. Die strukturellen
Eigenheiten dieses Enzyms lieRen vermuten, dass das Grundproblem auf sterische Hirden
im Bereich des "plug-lock-lid"-Mechanismus zurlckzufuhren ist (siehe Abb.1b), insbesondere
auf die hohe Flexibilitat des freien N-Terminus der Kleinen Untereinheit, die das Ende des
sogenannten "lock"-Elements bildet [14-16]. Dieses konnte die effektive Schliefung des
Importkanals bzw. die stabile Einbindung und kovalente Bindung des synthetischen 2FeH M-
Kofaktors an das 4Fen Cluster verzogern (Subcluster-Kopplung) und damit die Bildung des
vollstandigen H-Clusters. Die Projekthypothese bestand darin, durch gezielte
Strukturveranderungen, die dieser Schwachstelle entgegenwirken -insbesondere durch
Monomerisierung der Enzymstruktur- den stabilen Verschlussmechanismus nach Kofaktor-
aufnahme zu erleichtern und damit die Maturationsrate drastisch zu erhéhen.
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Abbildung 1 | Grafische Ubersicht der in vivo- und in vitro-Maturation [14-19]. (a) /n vivo wird der
2Fen-Vorlaufer durch die drei Maturasen HydE, HydG und HydF synthetisiert. Die Umsetzung von zwei
Tyrosinmolekiilen an einem sogenannten ,dangler iron“, das an den [4Fe-4S]-Cluster des
radikalbasierten SAM-Proteins HydG gebunden ist, liefert ein Cyanid- (CN™) und zwei Carbonyl-
Liganden (CO). Gemeinsam mit einem Cysteinmolekil werden diese Liganden zu einem ersten
Baustein, dem sogenannten Komplex B [Fe!(CO),(CN)(Cys)], zusammengefihrt. Zwei dieser
mononuklearen, low-spin-Eisenkomplexe werden durch HydE — ein zweites radikalbasiertes SAM-
Protein — modifiziert (zu 2 x [Fel(CO),(CN)(S)]) und schlieBlich zu einem dinuklearen Vorlauferkomplex
[Fez(u-SH)2(CO)4(CN),]*>~ vereint. Im letzten Schritt werden die beiden Eisenatome durch ein
Dithiomethylamin-Ligand (DTMA) UuUberbrtckt, welcher durch die Serin-Hydroxymethyltransferase
(SHMT) und die Aminomethyltransferase (T-Protein) des Glycinspaltungs-Systems bereitgestellt wird.
Alternativ kann der 2FeH-Komplex auch chemisch synthetisiert und als synthetischer Mimetikum fir die
in vitro-Maturation verwendet werden. Nach der Einlagerung des 2FeH-Komplexes in die
Bindungstasche des H-Clusters erfolgen im Offnungsbereich zur Bindenische lokale
Umstrukturierungen an drei Strukturelementen des sogenannten ,plug-lock-lid“-Systems durch die das
aktive Zentrum stabil verschlossen wird. (b) Ein Vergleich der geschlossenen Strukturzustande von Cpl
(PDB: 4XDC) und DdHydAB (PDB: 1HFE) zeigt, dass sich der Cut zwischen der kleinen (SSU) und der
groRen Untereinheit (LSU) direkt am N-Terminus des ,Lock“-Elements befindet. Das lose Ende des
Lock-Elements koénnte einen Einfluss auf die Geschwindigkeit der stabilen SchlieRung, der Subcluster-
Kopplung nach Kofaktor-Aufnahme haben. Im monomeren Cpl ist die ,Lock“-Helix durch ein strukturell
stutzendes Verbindungselement stabilisiert.(c) Der Prozess der H-Cluster-Bildung und Aktivierung
umfasst die Kopplung des 2FeH- mit dem 4FeH-Subcluster Uber einen der Cystein-Liganden des
kubanen Subclusters, welches eine Briickenkonfiguration (u-Cys) einnimmt und dabei den transienten
Zwischenzustand HredCO erzeugt. Eine anschliefende Oxidation fuhrt zur stabileren Form HoxCO,
bevor durch den Verlust des apikal gebundenen CO-Liganden der oxidierte, aktive Ausgangszustand
Hox entsteht.



1.3. Durchfiihrung und wissenschaftlich-technische Ergebnisse des Vorhabens
Das Teilprojekt unter WP1.1 gliederte sich in drei Schwerpunkte:
(1) Optimierung der fermentativen Produktion und Expression:

Die Herstellung von DdHydAB erfolgte in dem fiir die Uberexpression von FeS Cluster haltigen
Proteinen optimierten Escherichia coli Stamm BL21 DE3 AiscR [20] unter Verwendung des
Vektors pACYC-Duet-1 [13]. Das Konstrukt beinhaltet die Codon-optimierten Gene beider
Untereinheiten von DdHydAB (A: LSU und B: SSU) als Passagier-DNA-Inserts jeweils unter
Kontrolle eines eigenen T7/Lac Promoters. In Flaschenkulturen wurden in der ersten Phase
systematisch die Einflussgrofien auf Zellmasse und Enzymausbeute untersucht. Aufbauend
auf Standardprotokollen wurden in einer systematischen Versuchsreihe die wesentlichen
Faktoren auf den Einfluss auf Zellwachstum, Pellet-Masse und Enzymausbeute untersucht.
Dabei zeigte sich, dass herkdmmliche Parameter wie die pH-Stabilisierung der sich
ansauernden Kultur oder Variationen der Temperatur wahrend der Induktion und
Expressionsphase keinen signifikanten Einfluss auf die Ausbeute hatten. Stattdessen
erwiesen sich folgende spezifische Prozessanpassungen als besonders wirkungsvoll:

e Erhohung der Zelldichte: Durch Verdopplung der optischen Dichte (OD600) zum
Zeitpunkt der Anaerobisierung und Induktion konnte die Biomasse signifikant
gesteigert werden.

o Selbstanaerobisierung: Der Ersatz der aktiven Begasung durch eine Phase der
passiven Sauerstoffverdrangung im geschlossenen Gefal} fihrte zu einer
effizienteren Umstellung auf anaerobe Bedingungen.

e Anhebung der Eisenverfugbarkeit: Eine Erhéhung der Ammoniumeisencitrat-
Konzentration im Medium der anaeroben Phase verbesserte die Ausstattung der
Enzyme mit [FeS]-Clustern.

e Abschattung wahrend der Induktion: Der Schutz der Kultur vor Licht verhinderte
potenziell phototoxische Effekte und verbesserte die Enzymintegritat.

Durch Kombination dieser MafRnahmen konnte die Pelletmenge pro Kulturvolumen
verdreifacht und die Enzymausbeute um das Zwei- bis Vierfache gesteigert werden (von
durchschnittlich 2040 mg auf bis zu 80 mg DdHydAB pro Liter Kultur). Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Optimierung des Ubergangs zur anaeroben Phase sowie die gezielte
Anpassungen der Kulturbedingungen mafgeblich zur Effizienzsteigerung der rekombinanten
Expression beigetragen haben.

Anschlieend erfolgten Scale-up-Versuche in einem 8L Biostat B Fermenter (Sartorius). Nach
Transformation und Vorkulturanzucht wurden Fermenter und Medien nach dem Vorbild der
Flaschenkulturen vorbereitet, sterilisiert und mit dem Expressionskonstrukt transformierten
Zellen beimpft. Nach Erreichen einer von OD ~4 erfolgte eine anaerobe Begasung mit Ar (1h),
eine Zugabe von Cystein und die Induktion mit IPTG. Nach 18 h anaerober Inkubation wurde
die Fermenterkultur geerntet. Obwohl die Erkenntnisse aus den vorangegangenen
Flaschenkultur-Versuchen weitgehend Ubertragen wurden, betrug die Ausbeute aus 8 L der
Fermenter-Kultur zwischen 20 und 40 mg Protein (2.5-5 mg/L), was in etwa 3—6 % der
optimierten pro Liter Ausbeute aus einer Flaschenkultur entspricht. Parallele Versuche an
kleineren Fermentern zeigten, dass mit zunehmender OD die Plasmid-Konzentration erheblich
vermindert wird, was im hdheren OD-Bereich zunehmend zu Expressionseinbuf3en fihrt.
Hieraus ergibt sich weiterer Optimierungsbedarf hinsichtlich der Auswahl des geeigneten
Promoter- bzw. Vektorsystems im Bereich der grol3volumigen Produktion. Die Anpassung der
Kultivierungsbedingungen fur ein effektives Upscaling der Expression von DdHydAB-WT und
Variante L2 wird in einem Folgeprojekt weitergefuhrt (CirculH2; EU Forderprojekt; Projekt
Nummer: 101135542)



(2) Strukturgeleitetes Enzymdesign zur Maturationsbeschleunigung: Zur Verbesserung
der Reifung wurden vier monomere Varianten (L1-L4) konstruiert, bei denen die gro3e und
kleine Untereinheit durch mehr oder weniger flexible Linker zu einer einzelnen Polypeptidkette
fusioniert wurden. Die Linker basierten auf Sequenzmotiven natirlicher monomerer [FeFe]-
Hydrogenasen (z. B. Cpl von Clostridium pasteurianum [15], einer [FeFe]-hydrogenase von
Solebacterium moreii (GenBank:EFW24299), und einer von Veillonella atypica
(WP_016475896) und wurden mittels AlphaFold2 modelliert. Die Plasmide wurden kloniert und
jeweils im E. coli Stamm BL21 AiscR exprimiert.
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DdHydAB subunit fusion variant L1

MSRTVMERIEYEMHTPDPKADPDKLHFVQIDEAKCIGCDTCSQYCPTAAIFGEMGEPHSIPHIEACINCGQCLTHCPENAIYEAQ
SWVPEVEKKLKDGKVKCIAMPAPAVRYALGDAFGMPVGSVTTGKMLAALQKLGFAHCWDTEFTADVTIWEEGSEFVERLTKK

SDMPLPQFTSCCPGWQKYAETYYPELLPHFSTCKSPIGMNGALAKTYGAERMKYDPKQVYTVSIMPCIAKKYEGLRPELKSSGM
RDIDATLTTRELAYMIKKAGIDFAKLPDGKRDSLMGESTGGATIFGVTGGVMEAALRFAYEAVTGKKPDSWDFKAVRGLDGIKE

ATVNVGGTDVKVAVVHGAKRFKQVCDDVKAGKSPYHFIEYMACPGGCVCGGGQP\AVIHINIINYIERINGVYGADAKFP
VRASOQDNTQVKALYKSYLEKPLGHKSHDLLHTHWFDKSKGVKELTTAGKLPNPRASEFEGPYPYESAWSHPQFEK

DdHydAB subunit fusion variant L2

MSRTVMERIEYEMHTPDPKADPDKLHFVQIDEAKCIGCDTCSQYCPTAAIFGEMGEPHSIPHIEACINCGQCLTHCPENAIYEAQ
SWVPEVEKKLKDGKVKCIAMPAPAVRYALGDAFGMPVGSVTTGKMLAALQKLGFAHCWDTEFTADVTIWEEGSEFVERLTKK
SDMPLPQFTSCCPGWQKYAETYYPELLPHFSTCKSPIGMNGALAKTYGAERMKYDPKQVYTVSIMPCIAKKYEGLRPELKSSGM
RDIDATLTTRELAYMIKKAGIDFAKLPDGKRDSLMGESTGGATIFGVTGGVMEAALRFAYEAVTGKKPDSWDFKAVRGLDGIKE
ATVNVGGTDVKVAVVHGAKRFKQVCDDVKAGKSPYHFIEYMACPGGCVCGGGQP\ANIZ IR QPN RINGVYGADAKF
PVRASQDNTQVKALYKSYLEKPLGHKSHDLLHTHWFDKSKGVKELTTAGKLPNPRASEFEGPYPYESAWSHPQFEK

DdHydAB subunit fusion variant L3

MSRTVMERIEYEMHTPDPKADPDKLHFVQIDEAKCIGCDTCSQYCPTAAIFGEMGEPHSIPHIEACINCGQCLTHCPENAIYEAQ
SWVPEVEKKLKDGKVKCIAMPAPAVRYALGDAFGMPVGSVTTGKMLAALQKLGFAHCWDTEFTADVTIWEEGSEFVERLTKK
SDMPLPQFTSCCPGWQKYAETYYPELLPHFSTCKSPIGMNGALAKTYGAERMKYDPKQVYTVSIMPCIAKKYEGLRPELKSSGM
RDIDATLTTRELAYMIKKAGIDFAKLPDGKRDSLMGESTGGATIFGVTGGVMEAALRFAYEAVTGKKPDSWDFKAVRGLDGIKE
ATVNVGGTDVKVAVVHGAKRFKQVCDDVKAGKSPYHFIEYMACPGGCVCGGGQP TNV YR RINGVYGADAKFPV
RASQDNTQVKALYKSYLEKPLGHKSHDLLHTHWFDKSKGVKELTTAGKLPNPRASEFEGPYPYESAWSHPQFEK

DdHydAB subunit fusion variant L4

MSRTVMERIEYEMHTPDPKADPDKLHFVQIDEAKCIGCDTCSQYCPTAAIFGEMGEPHSIPHIEACINCGQCLTHCPENAIYEAQ
SWVPEVEKKLKDGKVKCIAMPAPAVRYALGDAFGMPVGSVTTGKMLAALQKLGFAHCWDTEFTADVTIWEEGSEFVERLTKK
SDMPLPQFTSCCPGWQKYAETYYPELLPHFSTCKSPIGMNGALAKTYGAERMKYDPKQVYTVSIMPCIAKKYEGLRPELKSSGM
RDIDATLTTRELAYMIKKAGIDFAKLPDGKRDSLMGESTGGATIFGVTGGVMEAALRFAYEAVTGKKPDSWDFKAVRGLDGIKE
ATVNVGGTDVKVAVVHGAKRFKQVCDDVKAGKSPYHFIEYMACPGGCVCGGGQPRVKLPMADKAREARINGVYGADAKFP
VRASQDNTQVKALYKSYLEKPLGHKSHDLLHTHWFDKSKGVKELTTAGKLPNPRASEFEGPYPYESAWSHPQFEK

DdHydF

MQDTPKGLRLHIGIYGRRNVGKSSLLNALTRQTVSIVSATPGTTTDPVEKTMEMAPIGPVVFIDTAGIDDTGDLGLMRSDRTRQ
MFDRTDLALVASEGDVWGDYERDLVAAFRERKIPVIAVLTKGDETPVAQTVRQSLLAEGIESAAVCSTDGSGIDALRALMARM

APEHAISQPALLADLVPAGGLVIFVVPIDLGAPKGRLILPQVQAIRDILDGDAMCMVVKERELRPALDRLTQPPDLVVCDSQVVL
KAAADTPPGIPLTTFSILMARFKGELETLARGAAVIETLAPGDRVLVAEACTHHPLADDIGRVKIPRWLRQYAGGDIHIDTFAGKD
MPADLSGYRLIIHCGGCVITRGHMLGRMHAAAAAGVPMTNYGLAISLTQGVLHRALGPFPAAQEAFDSIPRGSAWSHPQFEK

Abbildung 2 | Design der Linkerelemente zur Untereinheiten-Fusion von LSU und SSU in
DdHydAB. (a) DdHydAB (PDB-Code: 1HFE) liegt im natlrlichen Zustand als Heterodimer vor. Hier ist
das N-terminale Ende der kleinen Untereinheit (SSU) in Rot und das C-terminale Ende der grofl3en
Untereinheit (LSU) in Cyan hervorgehoben. (b) Fur die monomeren Fusionsvarianten L1-L3 konnten
die Linkerregionen erfolgreich mittels Rdntgenkristallographie strukturell aufgeklart werden (PDB-
Codes: L1: 8RU6; L2: 9GNK; L3: 9GBU; L4: 8RYH). Die Linkerbereiche sind entsprechend der in (c)
definierten Farbcodierung eingefarbt und in Detailansichten dargestellt. Die jeweilige Elektronendichte
der Linker wird als Maschenmodell bei einem Konturierungswert von 0.5 o dargestellt (L1-L3). Fur L4
war aufgrund der geringen lokalen Auflosung im Linkerbereich keine belastbare Zuordnung der
Elektronendichte mdglich. Stattdessen wurde ein mittels AlphaFold2 generiertes Modell der L4-
Linkerregion mit der experimentell ermittelten Kristallstruktur tGberlagert. (c) Die Linkerdesigns L1 und
L2 wurden durch Sequenz- und Strukturalignment zwischen DdHydAB und der monomeren
Referenzhydrogenase Cpl abgeleitet. Die Varianten L3 und L4 hingegen basieren auf den Sequenzen
monomerer Homologe von DdHydAB. (d) Fokus auf den N-Terminus der kleinen Untereinheit und C-
terminus der groRen Untereinheit von DdHydAB (1) sowie auf die Linkerelemente in Cpl (2) und den



monomeren Varianten L1 (3), L2 (4), L3 (5) und L4 (6). Seitengruppen ausgewahlter Aminosauren, die
potenziell zu sterischen Eigenschaften der jeweiligen Linker beitragen, sind als Stabmodelle dargestellt;
ihre Van-der-Waals-Radien sind als transparente Kugeln erkennbar. Die Aminosauresequenzen der
heterolog exprimierten Maturase DdHydF sowie der monomeren Fusionsvarianten L1-L4 sind unten
angeflgt. Die jeweiligen Linkersequenzen wurden durch farblich hinterlegte Bereiche gekennzeichnet,
die dem jeweiligen Farbcode der Abbildungen entsprechen. Der am C-Terminus befindliche Strep-tag
II'ist grau hervorgehoben.

(3) Expression, Reinigung und in vitro Maturation: Die rekombinante Expression der
DdHydAB-Fusionsvarianten sowie von DdHydF erfolgte in E. coli BL21 (DE3) AiscR nach
Transformation mit den entsprechenden pET21b-Expressionsplasmiden. Nach Erreichen der
gewunschten Zelldichte wurden alle weiteren Schritte im Anaerobenzelt (Coy Laboratories,
97.5% N, 2.5% H,) durchgefuhrt. Die Reinigung der Varianten erfolgte Uber Strep-Tactin-
Affinitatschromatographie. Die Reinheit der Enzyme wurde per SDS-PAGE validiert (Abb. 3)
und die Konzentration durch Absorptionsmessung bei 280 und 400 nm bestimmt. Alle
Enzympraparationen wurden bei —80 °C in 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0) anaerob gelagert.

a
[ lyield relative to DdHydAB WT
I relative FeS-cluster occupancy
100 I
X
Q
=)
©
> 501
e
0
WT L1 L2 L3 L4
Sample
b

LSuU

Ssu

Abbildung 3 | Ausbeute und Reinheit der isolierten Proteinproben. (a) Relative Proteinausbeuten
L1-L4 und 4Fen-Cluster-Besetzung der heterolog exprimierten monomeren DdHydAB-Varianten im
unmaturierten  Apo-Zustand relativ.  zum dimeren Wildtyp. Fehlerbalken reprasentieren
Standardabweichungen von jeweils drei unabhangigen Aufreinigungen sowie technischen Replikaten
(n=3). (b) SDS-PAGE der gereinigten Proteinproben. Aulerdem wurde die Reinheit der fir den
Kontrollversuch als 2FeHMM Mediator verwendete Maturase HydF Uberprift. Fiir alle Proben wurden
jeweils 15 ug Protein aufgetragen.



Die Maturation der apo-Hydrogenasen erfolgte unter streng anaeroben Bedingungen. Der
synthetische Kofaktor [2FeHMM (Fe,u-(SCH,),NH,(CO),[Et,N];) [21] wurde in gepufferter
Lésung (0.1 M Tris-HCI, pH 8.0) in 3-fachem molaren Uberschuss relativ zur Apo-
Hydrogenase eingesetzt. Die Inkubation erfolgte tUber 50 h bei 35 °C unter Luftausschluss.
Danach wurden die verbleibenden Uberschiisse des Kofaktors durch Spin-Filtration (30 kDa
MWCO) entfernt. Zum Vergleich der Maturationsraten zwischen Wildtyp und den monomeren
Varianten wurden in regelmafigen Zeitabstanden Aliquots entnommen und auf spezifische
Reifungsindikatoren getestet.

(4) Vergleichende Reifungsanalyse: IR-Spektroskopie und Aktivitatsentwiklung:
a. FTIR-Spektroskopie zur Verfolgung der H-Cluster-Bildung:

Die spektroskopische Verfolgung der H-Cluster-Bildung (Abb.1c) erfolgte unter Einsatz eines
Bruker Vertex 80 FTIR-Spektrometers anhand der Anreicherung der CO-inhibierten HoxCO-
Form von DdHydAB (siehe Abb.1C) [13]. Hierzu wurden pro Messung unter anaeroben
Bedingungen 20 pL einer 0.4 mM Enzymlosung in 0.1 M Tris-HCI, pH 8.0 zwischen CaF,-
Fenstern luftdicht eingeschlossen. Die IR-spektroskopischen Aufnahmen erfolgten in 15-min-
Intervallen bei Raumtemperatur. Aufgrund der hohen CO-Affinitat des Enzyms konnte im hier
verwendeten gasdicht abgeschlossenen Messzellensystem das flr den HoxCO Zustand
spezifische IR-Signal bei 2016 cm™ zuverlassig als Indikator flr eine erfolgreiche
Clusterkopplung im Maturationsverlauf verfolgt werden (Abb.4a). Das nach Kopplung
freigesetzte Uberschissige CO-Molekile verbleibt hierbei im System, was eine erneute
Bindung und damit den quantitativen Erhaltdes HoxCO Zustandes begtinstigt. Auch konnte
eine Kompetition mit H, als Substrat ausgeschlossen werden. Somit konnte die Cluster-
Kopplung durch einen quantitativen Ubergang in den HoxCO-Zustand verfolgt werden ohne
dass ZustandslUbergange wie sie am aktiven Enzym im Katalyseverlauf auftreten die
Signalprogression stéren.
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Abbildung 4 | Vergleich der H-Cluster Bildungsraten wahrend der in vitro Maturation der Apo-
Formen von DdHydAB-WT und der monomeren Fusionsvarianten L1-L4. (a) Anreicherung der
zustandsspezifischen Transmissions-FTIR-Spektren fir den HoxCO-Zustand von DdHydAB-WT und
der Fusionsvariante L2 nach Zugabe des synthetischen 2FeHMM-Komplexes im molaren Verhaltnis 1:3
zur Apo-Hydrogenase sowie vergroBerte Darstellung der entsprechenden Indikatorbande bei
2016 cm™. Die IR-Spektren sind fur ausgewahlte Zeitpunkte der in vitro Maturation im Bereich von 30
bis 1800 min dargestellt. Die Amplituden einzelner Farben in der Farbskala der Vergrofierungen im
Mittelfeld verdeutlicht die erheblich héhere HoxCO Bildungsrate von L2 im Vergleich zum Wildtyp. (b)
Bildung des H-Clusters, verfolgt Uber einen Zeitraum von 47h anhand der Zunahme der Signalamplitude
bei 2016 cm™. Ein Vergleich aller untersuchten Proteine zeigt eine Maturationsratensteigerung in der
Reihenfolge WT < L1 << L4/L2 < L3.

Diese Methode wurde fir alle monomeren Varianten (L1-L4) sowie flr den Wildtyp
angewendet (Abb. 4.b). Es zeigte sich, dass samtliche monomeren Fusionsvarianten schneller
reiften als der heterodimere Wildtyp. Die Halbwertszeiten fur die Sattigung der H-Cluster-
Bildung lagen je nach Variante deutlich unterhalb des Wildtyps. Der relativen
Geschwindigkeiten des Reifungsverlaufes individueller Varianten konnten wie folgt bewertet
werden: L3 > L2 = L4 > L1 >> DdHydAB. Konkret bedeutet dies:

o L3: 37-fache Beschleunigung
o L2 & L4: je ca. 18-fache Beschleunigung
o L1: 3,8-fache Beschleunigung

Diese Ergebnisse bestatigen, dass die fur eine stabile Kofaktoreinbindung kritische Dynamik
des Konformationswechsels am Lock-Element durch gezieltes Linkerdesign kontrollierbar ist
so dass damit letztlich auch die Ankopplung des synthetischen Kofaktors an das 4Fen Cluster
des aktiven Zentrums erheblich beschleunigt werden kann.

b. Kinetik der Enzymaktivierung — Aktivitatsentwicklung mittels H,-Evolutions-Assay:
Neben der FTIR-basierten Verfolgung der H-Cluster-Bildung wurde auch die Entwicklung der



enzymatischen Aktivitat untersucht. Hierflir wurden zu festgelegten Zeitpunkten Aliquots aus
der Reifungsreaktion entnommen und mit Natrium Dithionit (NaDT) als Elektronen-Opferdonor
sowie Methylviologen (MV) als Elektronen-Mediator fir die aktive Fraktion der [FeFe]-
hydrogenase inkubiert [12,16]. Die Reaktionen erfolgten Uber 20 min bei 37 °C in 8 mL
Reaktionsflaschchen nach 5 min Argon-Begasung. Die H:-Produktion die unter diesen
optimalen Versorgungsbedingungen als Malstab fur den Reifungsgrad der eingesetzten
Hydrogenaseprobe betrachtet werden kann wurde mittels Gaschromatographie (Shimadzu
GC-2010Pro) quantifiziert.

Der in Abb. 5 gezeigte Aktivitatsverlauf bestatigte die relativen Unterschiede zwischen den IR-
spektroskopisch ermittelten Reifungsraten. Alle Varianten erreichten innerhalb von 34 h ihre
maximale Aktivitat. L1 entwickelte sich vergleichsweise langsam, Ubertraf den Wildtyp aber
dennoch. L3 reifte extrem schnell mit einer Halbwertszeit von nur 3 Minuten — vergleichbar mit
der monomeren Referenz Cpl. Allerdings zeigte L3 eine leichte Instabilitdt mit einem
Aktivitatsrickgang auf 80 % nach 34 h. L2 und L4 zeigten parallele Verlaufe mit einem Plateau
bei ca. 6000 pmol H, -mg™ -min™ nach 64 min, wobei L2 dabei eine etwas hohere
Maximalaktivitat aufweist als L4 und der Wildtyp.

Obwohl FTIR- und Aktivitdtsassays unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt wurden
(z.B. geschlossene vs. offene Systeme, Enzymkonzentration), stimmten die relativen
Halbwertszeiten eng Uberein:

L1: 3—4-fache Beschleunigung

L2: 12—-18-fach

L4: 16—19-fach

L3: 37-fach (FTIR) vs. 72-fach (Aktivitat)
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Abbildung 5| Verfolgungn der in vitro-Maturation durch regelmalige Bestimmung der H,-
Bildungsaktivitdt von Aliquots aus den in vitro-Maturationsansatzen Uber den Zeitraum der in vitro
Maturation. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der biologischen Replikate (n =2) mit ihren
jeweiligen technischen Replikaten (n = 3). Bemerkenswert ist, dass L3 sogar schneller aktiviert als die
Cpl-Referenz und damit neue MaRstabe fir die Reifungsdynamik von [FeFe]-Hydrogenasen setzt.
Andererseits zeigt sich fir L3 ab dem Aktivitdtsmaximum bei 16 min im Gegensatz zu den anderen
Varianten eine leichte Tendenz zur Aktivitatsabnahme.

Um sicherzustellen, dass keine Reifung mehr wahrend der Assay-Inkubation nach Aliquot-
Entnahme stattfindet wurde ein Kontrollversuch mit L3 durchgefiihrt, bei dem das Enzym und



der 2Fen-Kofaktor getrennt in die Assay-Lésung Uberflihrt wurden. Die vernachlassigbare H,-
Produktion (< 1 %) bestatigte die Beendigung des Reifungsprozesses unter den Bedingungen
des Aktivitats-Assays.

(5) Strukturelle Charakterisierung:

Zur Aufklarung der strukturellen Grundlagen fir die gesteigerte Reifungsgeschwindigkeit
wurden die Kristallstrukturen aller vier monomeren Varianten (L1-L4) gelést. Dies diente
sowohl der Validierung des Enzymdesigns als auch der Identifikation spezifischer struktureller
Merkmale, die Unterschiede in der Reifungsdynamik verschiedener Varianten erklaren
konnten. Fir Kristallisationsansatze wurde der Proben-Puffer der zur Reifung verwendet
wurde auf 0.01 M Tris-HCI, pH 7.6 umgestellt. Die Kristallisation der Fusionsvarianten erfolgte
per Vapour-Diffusion (Sitting Drop) unter anaeroben Bedingungen (98.5 % N,, 1.5 % H,). Die
Kristalle wurden an Beamline P11 des Deutschen Elektronen-Synchrotons (DESY) in
Hamburg analysiert. Strukturermittiung und Verfeinerung erfolgten mittels XDS [22], AIMLESS
[23], PHASER [24], BUCCANEER [25], REFMAC [26] und COQOT [27]. Die Strukturdaten
wurden gegen die Wildtypstruktur (PDB: 6SG2)[10] referenziert und in CCP4 [28] validiert.

Kristalle der Varianten L1 und L4 konnten unter &hnlichen Bedingungen die in Vorlauferstudien
fur den Wildtyp verwendet wurden gezuchtet werden [10], wahrend fur L2 und insbesondere
L3 eine umfangreichere Optimierung notwendig war. Alle Strukturen wurden mit hoher
Aufldsung bestimmt (1.05 — 1.78 A) und zeigten insgesamt eine starke Ubereinstimmung mit
der bekannten Wildtypstruktur. Die allgemeine Konformation des Protein-Rlckgrats blieb bei
allen Varianten weitgehend erhalten, was zeigt, dass die Linkereinfuhrung die generelle
Faltungsstabilitat nicht negativ beeintrachtigt.

In den Varianten L1-L3 konnte jeweils die gesamte Linker-Region eindeutig modelliert werden,
die Elektronendichte erlaubte also eine vollstandige Zuordnung aller Aminosauren mit ihren
Restgruppen. In L4 hingegen zeigte die Region im Mittelbereich des Linkers eine stark
verringerte lokale Auflésung, sodass eine genaue Modellierung hier nicht moglich war (Abb. 2
und 6).

Zur Unterstltzung des strukturellen Designs wurden alle Varianten vorab mit AlphaFold2
modelliert [29]. Die resultierenden Vorhersagen stimmten sehr gut mit den experimentell
bestimmten Strukturen Uberein. Die Root-Mean-Square-Deviation (RMSD) zwischen
vorhergesagten und kristallographischen Ruckgraten (Ca-Atome) lag bei:

e L1:1.209A
e L2:1.00A
e L3:0.674A

Wahrend die Position der Rickgratatome gut Ubereinstimmt, zeigten die Seitenketten der
Linker-Regionen erwartungsgemaf grofiere Variabilitdt. Dies reflektiert die héhere Mobilitat
dieser Bereiche, die funktionell relevant sein konnte.

Ein Vergleich der 2Fen-Subcluster in den Strukturen ergab ebenfalls Unterschiede: In L1 und
L2 ergab eine ,occupancy‘von 0.9 verfeinert, wahrend L3 und L4 eine vollstandige Besetzung
zeigten. In L1 und L2 lieR sich zudem ein diatomares Ligandenmolekil an der
Substratbindestelle von Feq identifizieren, vermutlich ein CO-Molekil aus dem synthetischen
Kofaktor. Diese Liganden fehlten in L3 und L4 — hier wiesen die Karten kaum positive Dichte
in dieser Region auf, was auf eine offene Substratbindestelle hindeutet.

Zur Analyse der lokalen Dynamik wurde die Mobilitat Gber die B-Faktoren der Kristallstrukturen
verglichen. Trotz identischer Kristallgitterbedingungen zeigten sich klare Unterschiede: Die
Struktur von L1 zeigte sich am stabilsten, mit geringer Beweglichkeit entlang der gesamten



Polypeptidkette. Dies betrifft auch die Linkerregion, was mit der hohen Packungsdichte der
Restgruppen dieses Linkers korreliert welche die Flexibilitat des L1-Linker deutlich
einschranken durfte (Abb. 2.d.3). L2 zeigte sich gréfitenteils ahnlich stabil, war jedoch speziell
im Linkerbereich deutlich flexibler. Die hdchste Flexibilitat zeigte sich fur die Linkerregion von
Variante L3 — allerdings zeigte auch die restliche Proteinstruktur verglichen zu allen anderen
Varianten eine signifikant héhere Mobilitat. Die hohen B-Faktoren im Linkerbereich korrelieren
mit der besonders rapiden Maturation dieser Variante, die insgesamt hdheren Mobilitdtswerte
konnten allerdings ebenfalls die verringerte Stabilitdt von L3 Uber Iangere Inkubationszeiten
erklaren.
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Abbildung 6| Darstellung des Einflusses lokaler B-Faktor-Unterschiede auf die Proteinstabilitat
(gesamte Struktur) und die Maturationsratensteigerung (Linkerregion). Die Kristallstrukturen der
DdHydAB-Varianten L1-L4 sind im B-Faktor-Putty-Modus von PyMOL dargestellt, einschliellich der
Nahaufnahmen zu den jeweiligen Linkerelementen. Der héchste B-Faktor unter allen Strukturen ist in
Rot, der niedrigste in Dunkelblau eingefarbt, wie anhand der B-Faktor-Skala ersichtlich. Die Maximal-
und Minimalwerte sind an den jeweiligen Enden der Farbskala angegeben. Die Dicke des
Proteinriickgrats ist proportional zu den B-Faktoren. Der H-Cluster sowie die begleitenden [FeS]-Cluster
sind als Stadbchen und halbtransparente Spharen dargestellt. Die Abbildung wurde mit PyMOL Version
2.1.0 erstellt.

Zusammenfassend zeigen die strukturellen Analysen, dass:

o die globale Faltung der Enzyme durch Linkereinfuhrung nicht beeintrachtigt wird,

o die spezifische lokale Beweglichkeit im Linkerbereich positiv mit der Reifungsrate
korreliert,

o die strukturelle Stabilitat (L1, L2) mit einer zuverlassigeren Langzeitaktivitat korreliert,

e L3 eine funktionell optimierte aber gesamtheitlich dynamischere Struktur mit erhdhter
Instabilitat bildet. Letzteres korreliert mit der vergleichsweise niedrigen relativen
Proteinausbeute (Abb. 3a) und mit dem leichten Aktivitatsverlust im Messzeitraum
des in Abbildung 5 dargestellten H>-Bildungs-Assays.

Diese Erkenntnisse untermauern die Bedeutung rationaler Strukturdesigns fur die gezielte
Verbesserung biotechnologisch relevanter Enzyme.



(6) Einfluss auf den durch Sulfid-Bindung ermoglichten O2-Schutz:

Zur Verifizierung des Erhalts der wildtypischen Sulfid-Bindungsfahigkeit bzw. der Moglichkeit
die monomeren Varianten reversibel in den O»-geschitzten Hinaet Zustand zu Uberflhren,
erfolgten chrono-amperometrische Messungen unter anaeroben Bedingungen mittels
Proteinfilm-Elektrochemie (PFE) an einer rotierenden Scheibenelektrode. Die Arbeitselektrode
besteht aus pyrolytischem Graphit, auf das die Enzymlésung (3 pL, 10 uM) zur Immobilisierung
aufgetropft wurde. Nach Auftragung des Enzyms wurde der katalytische Strom in
Abhangigkeit zur Versuchsphase bei zwei definierten Potentialen gemessen(-0.5V zur
Messung des H2-Produktions-Stromes und 0.1V zur transienten Etablierung oxidativer
Bedingungen bei Sulfid-Zugabe bzw. O2-Exposition). Die Restaktivitdt nach O, Exposition
wurde anhand der Verfolgung des katalytischen Stroms mit und ohne vorausgehende
Sulfidbehandlung (Sulfidinhibition) untersucht. Bei erfolgreicher Kopplung eines Sulfid-lons am
aktiven Zentrum wird ein inaktiver Zustand eingenommen der die Cluster-schadigende O
Bindung verhindert. Wird das Potential nach Entfernung des Restsauerstoffs erneut gesenkt
I6st sich das Sulfid-lon vom aktiven Zentrum und das Enzym ist erneut katalytisch aktiv. Der
Unterschied zwischen dem katalytischen Strom vor und nach Sulfid-Behandlung und O:
Exposition wird bereinigt vom Filmverlust als Indikator fir die Effizienz des transienten Sulfid-
vermittelten O»-Schutzes herangezogen. Ohne vorherige Sulfid-Behandung zeigen alle
monomeren Varianten ahnlich wie der Wildtyp einen rapiden und irreversiblen Aktivitatsverlust
unter Oz Einwirkung (Abb. 7a). Diese wird durch vorherige Sulfid-Bindung unter oxidativen
Bedingungen bei allen Enyzmvarianten vergleichbar mit dem Wildtyp vermieden (Abb. 7b).
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Abbildung 7 | Potentialwechsel-Amperometrie fiir DAHydAB-WT und die monomeren Varianten
L1-L4 zur Evaluierung des O2-Schutzeffektes nach Sulfid-Behandlung (a) Bei Zugabe von Na,S
unter oxidativen Bedingungen (0,1V vs. SHE) zeigen alle monomeren Varianten dieselbe, gut
charakterisierte Inaktivierung wie die heterodimere Wildtyp-Form von DdHydAB. Wird unter diesen
Bedingungen O,-gesattigter Puffer zugegeben, sodass eine finale O,-Konzentration von 50 yM erreicht
wird, ist relative zur Ausgangsstrom nur ein geringer Abfall des H2-Bildungs-Stroms in der zweiten -
0.5V Phase fir alle Proteine zu beobachten. Alle monomeren Varianten zeigen relative Restaktivitaten,
die in etwa derjenigen des Wildtyps entsprichen. (b) Wird O,-gesattigter Puffer ohne vorherige Zugabe
von Na,S hinzugefigt, so lasst sich nach Rickkehr zu reduzierenden Bedingungen nahezu keine
Aktivitat zurlickgewinnen — dies gilt gleichermalen fir alle hier getesteten Proteine.



(7) Schlussfolgerungen aus den erzielten Ergebnissen:

Die im Rahmen dieses Projekts durchgefiuhrte systematische Untersuchung monomerer
Fusionsvarianten der heterodimeren [FeFe]-Hydrogenase DdHydAB belegt, dass die extrem
geringe Reifungseffizienz dieses Enzyms maligeblich durch strukturelle Faktoren des
naturlichen Heterodimers bedingt ist. Die Einflhrung von Linker-Peptiden zwischen den
beiden Untereinheiten ermdglichte eine signifikante Steigerung der Reifungsrate wie
ersichtlich anhand der erheblichen Ratensteigerung der Subcluster-Kopplung des H-Clusters
sowie der Entwicklung der katalytischen Aktivitat im zeitlichen Reifungsverlauf. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Flexibilitdt bzw. die Dichtepackung der Restgruppen im Linker-
Element eine entscheidende Rolle spielen. Variante L3, die Uber den beweglichsten Linker
verfugt, zeigte die hochste Ratensteigerung, jedoch auf Kosten einer verminderten
Gesamtstabilitdt des Proteins wie sich anhand des Aktivitdtsentwicklungsverlaufes und der
generell héheren B-Faktoren in der Kristallstruktur von L3 ableiten Iasst.

Die strukturelle Charakterisierung offenbarte, dass alle untersuchten Varianten die native
Tertiarstruktur beibehalten. Unterschiede im B-Faktorprofil der Linkerregionen korrelierten mit
der Effizienz der Maturation: Wahrend durch eine zu rigide Linkerstruktur, wie etwa im Fall von
L1, die Reifung nur wenig gesteigert wird, begunstigte eine moderate Flexibilitat — wie im Fall
von L2 und L3 — die stabile Schlielfung der H-Cluster Bindenische, was fur eine effektive
Subcluster-Kopplung essenziell ist. Dies unterstitzt das Modell, dass die initiale strukturelle
Reorganisation auf Basis des ,plug-lock-lid“-Mechanismus eine wesentliche Voraussetzung
fur die Bindung und Kopplung des synthetischen [2Fen]-Komplexes ist.

Ein besonderer Befund ist, dass die DdHydF vermittelte Maturation mit vorbeladenem Kofaktor
(DdHydF-Beladung mit 3-fachem Uberschuss an [2FeH]MIM, 2h Inkubation auf Eis und
anschlieBende Entfernung des uberschissigen Kofaktors mittels Spin-Filter) zwar bei
monomeren Varianten effektiv verlauft, bei Wildtyp-DdHydAB jedoch ebenso ineffizient ist wie
die direkte Inkubation mit dem synthetischen Komplex. Das spricht fir eine generelle
strukturelle Limitierung des natlrlichen Enzyms hinsichtlich der Konformation seines
Reifungskanals. Die erfolgreiche Fusionsstrategie konnten somit auch in Fallen wo eine
Reifung in vivo gewinscht bzw. erforderlich ist die Generierung aktiven Proteins erheblich
beschleunigen.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass Subunit-Fusion nicht nur ein technisches Mittel zur
Erleichterung der Expression oder Optimierung der Kristallisation darstellt, sondern
tiefgreifenden Einfluss auf die Biogenese hochkomplexer katalytischer Zentren nehmen kann.
Der hier entwickelte Designansatz erlaubt es, die Aktivierungs-Limitierung von DdHydAB zu
uberwinden und bietet somit einen wichtigen Beitrag zur zukinftigen biotechnologischen
Anwendung dieser leistungsfahigen [FeFe]-Hydrogenase.



2. Wichtigste Positionen des zahlenmiRigen Nachweises

Datum

Lfd. Nr. der Empféanger Zahlungsgrund za';éﬁ;;ag Kategorie

Beleg Zahlung
7402511-3 | 19.06.2024| SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH IPAK Quanta® polishing cartridge Milli-Q-Wasser System (Puffer)
7402511-2 | 19.06.2024|SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH IPAK Meta® polishing cartridge Milli-Q-Wasser System (Puffer)
7402423-2 | 11.06.2024|Fisher Scientific GmbH X1000 CAP CRIMP 20MM RED ALU/TINPLATE 595,44 €| Anaerobe Protein-Probenlagerung
7404626-2 | 21.10.2024|CS SGT Base plate 2 Position - 1/8" Brass 598,67 €| Gas Chromatography
7402871-2 | 08.07.2024| SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH Amicon Ultra 15ml 100K 24pk 604,80 €| Proteinaufreinigung
7402871-3 | 08.07.2024|SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH Amicon Ultra 15ml 30K 24pk 604,80 €| Proteinaufreinigung
7405715-2 | 12.12.2024|SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH COMPLETE(TM), MINI, EDTA-FREE PROTEASE Inhibitor 625,90 €| Proteinaufreinigung
7403787-2 | 28.08.2024|CS 0 ektrode EA RM P B K8 637,07 €| Fermenter pH Messkette
7402497-2 | 18.06.2024|Fisher Scientific GmbH Q Sepharose Fast Flow, 300 ml 658, 18 €| Proteinaufreinigung

7404528-2
7403352-2
7405626-3
7405847-2
7400460-2
7405907-2
7405626-2
7401815-2
7405476-4
7405729-2
7405517-2

15.10.2024| MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG |VZ f. 20mm Alu. BK, elektronisch
05.08.2024|Analyt-MTC MeRtechnik GmbH
10.12.2024|Fisher Scientific GmbH
18.12.2024|Fisher Scientific GmbH
06.02.2024|Fisher Scientific GmbH
19.12.2024|Fisher Scientific GmbH
10.12.2024|Fisher Scientific GmbH
25.04.2024|Fisher Scientific GmbH
03.12.2024|Fisher Scientific GmbH
13.12.2024|Fisher Scientific GmbH
05.12.2024Fisher Scientific GmbH

744,49 €| Anaerobe Protein-Probenlagerung
748,50 €| Durchfluss-Zytometrie
755,77 €| Anaerobe Protein-Probenlagerung
794,19 €| Proteinaufreinigung
797,30 €| Proteinaufreinigung
797,30 €| Proteinaufreinigung
871,95 €| Proteinaufreinigung
1.042,35 €|Proteinaufreinigung
1.083,46 €| Proteinaufreinigung
1.306,37 €| Proteinaufreinigung
Proteinaufreinigung

Aluminium-Rotameter, 150 mm, Zweikanal,
SureSTART™ 20 mm-Bérdelverschliisse
Q SEPHAROSE HIGH PERF. 75 ML
DEAE-SEPHAROSE CL-6B 500 ML
DEAE-SEPHAROSE CL-6B 500 ML
SEPHACRYL S-100 HR 750ML

50 ML Strep-Tactin(R) Superflow(R) high
XK 26/100 Column

Q Sepharose Fast Flow, 300 ml

50 ML Strep-Tactin(R) Superflow(R) high

In Tab. 1 wurden alle projektbezogenen Anschaffungen oberhalb von 500€ aufgefiihrt. Die
Farbskala der Kostenspalte illustriert den vertikalen Kostenanstieg.

In den ersten Jahren der Projektlaufzeit waren hdohere projektbezogenen Ausgaben aufgrund
der durch die im Biolabor der Arbeitsgruppe zur Verfliigung gestellte Ausstattung vermeidbar.
Erst im letzten Jahr mussten einige projektrelevanten Komponenten angeschafft bzw. ersetzt
werden.

Dies umfasste vor allem 5 projektbezogene Kategorien:

a.) Der grofte Ausgabenanteil bezog sich auf den Ersatz von Saulenmaterial,
Konzentratoren und Additiva im Reinigungsprozess fur die insbesondere in der letzten
Projektphase zunehmenden Protein-Aufreiningungen des WT-Proteins, sowie der
Varianten L1-L4 und HydF (gelb hinterlegt). Hier fallt vor allem die Anschaffung des
regelmafig verwendeten Strep-Tactin-Materials fir die mit einem C-terminalen Strep-
Tag-ll ausgestatteten Proteinsolate ins Gewicht. Der hierdurch gewahrleistete hohe
Reinheitsgrad war besonders fir einige Anschlussuntersuchungen (so auch fir die
Protein-Kristallisation) erforderlich.

Fir die Nutzung des 8L Fermenter-Systems musste aufgrund eines Defektes eine
neue pH-Messkette angeschafft werden (roter Hintergrund).

Ausgaben fur die Nutzung bzw. den Ersatz von Komponenten einzelner
projektrelevanter Gerate, wie den Gaschromatograph, und das Milli-Q-
Wasseraufbereitungssystem (brauner Hintergrund).

Aluminium-Kappen und effektive Krimp-Zange fur den sicheren Transport und die
Lagerung der zahlreichen O.-sensitiven Proteinproben in anaeroben gasdichten
Subagefallen (blauer Hintergrund).

b.)

c.)

d.)

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

Die im Rahmen des Projekts durchgefiuhrten Arbeiten waren in mehrfacher Hinsicht notwendig
und angemessen, um zentrale strukturelle und biotechnologische Hirden fur die Nutzung der
[FeFe]-Hydrogenase DdHydAB zu Uberwinden. Um den Einsatz eines Biokatalysators
konkurrenzfahig zu gestalten missen die Voraussetzungen flr ein kosteneffektives Upscaling
gegeben sein. Eine Optimierung der Proteinausbeute um das 2-4-fache pro Liter
Expressionskultur bildet hierzu eine wesentliche Voraussetzung. Sowohl die Aufarbeitung in
Flaschenkultur als auch die darauf aufbauenden Fermenterversuche lieferten wesentliche
Erkenntnisse fur die Notwendigen Voraussetzungen flr ein Effektives und kostenginstiges
Upscaling. Die ungewohnlich ineffiziente Aktivierbarkeit dieser heterodimeren Hydrogenase
wirkt sich auRerdem negative auf ihr ansonsten hohes Anwendungspotential aus, da sie die
Herstellung aktiven Proteins zu einem langwierigen und kostenaufwendigeren Prozess werden
lasst, ganz im Gegensatz zur Reifung monomerer [FeFe]-hydrogenasen. Durch rationales



Enzymdesign konnte diese Limitierung systematisch adressiert und berwunden werden. Die
Methodik wurde dabei schrittweise und unter Berlcksichtigung etablierter Vorarbeiten
entwickelt, validiert und erweitert.

4. Voraussichtliche Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses -
auch konkrete Planungen fiir die ndhere Zukunft - im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans

Die im vorliegenden Projekt entwickelten Varianten von DdHydAB tragen entscheidend zu
diesem Technologiefeld bei, da sie die genannten Limitierungen direkt adressieren. Die
erzielten Ergebnisse eroffnen konkrete Perspektiven flir die technische Nutzung von
DdHydAB. Die Fahigkeit aller Varianten, den O,-resistenten Hinact-Zustand einzunehmen,
erhoht ihre Anwendbarkeit unter technischen Bedingungen mit intermittierender
Luftexposition. Variante L2 bildet einen vielversprechenden Kandidaten fir die weitere
Eigenschaftsoptimierung , da diese Variante neben der reversiblen Inaktivierbarkeit unter Luft
(Hinact-Zustand) eine besonders hohe katalytische Aktivitat und eine deutlich beschleunigte
Reifung zeigt und gleichzeitig die hohe Expressionseffizienz des Wildtyps konserviert. Sie
eignet sich demnach ganz besonder fir eine Integration in modulare biohybride Plattformen.
Diese Variante stellt demnach einen Beitrag zur Realisierung von H,-basierten enzymatischen
Synthesewegen dar, bei denen biobasierte Redoxaquivalente effizient und nachhaltig
bereitgestellt werden konnen. Der erzielte Erkenntnisgewinn zur strukturellen Steuerbarkeit
der Maturationsdynamik liefert zudem zentrale Grundlagen fir das rational design zukUnftiger
[FeFe]-Hydrogenasen mit angepassten Eigenschaften zur industriellen Anwendung. Im
Rahmen des Gesamtprojektes wurde Variante L2 vom Partner Fraunhofer IGB erfolgreich im
Proof of Concept der SynHydro3 Technologie eingesetzt. L2 wurde zusammen mit einer FNR
zur Coenzym-Regenerierung und einer Iminreduktase zur Produktbildung co-immobilisiert die
mittels Hx-Begasung betrieben wurde. In einem Parameterscreening konnten dabei Umsatze
uber 90 % nach 2 h erzielt werden. Neben dem praktischen Nutzen liefert das Projekt
grundlegende Einblicke in die strukturelle Dynamik der Hydrogenasereifung — Erkenntnisse,
die kunftige Entwicklungen synthetischer und semi-synthetischer Hydrogenasen fur
nachhaltige Energielésungen mafgeblich beeinflussen werden.

5. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfianger
bekannt gewordenen Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen
Stellen

Wahrend des Projektzeitraums wurden keine Veroffentlichungen bekannt, die einen
vergleichbaren systematischen Ansatz zur Reifungsratensteigerung Uber Linker-vermittelte
Fusion von Untereinheiten bei DdHydAB oder verwandten Enzymen verfolgten. Einzelne
Arbeiten, z.B. von Megarity et al. und Esselborn et al., lieferten wichtige konzeptionelle
Grundlagen zum Reifungsmechanismus des H-Clusters, insbesondere zur Rolle des ,plug-
lock-lid“-Mechanismus. Diese Publikationen wurden in das eigene Designkonzept integriert
und dienten hier als strukturelle und mechanistische Referenz. Die spezifische Kombination
aus Expressionsoptimierung, gezieltem Strukturdesign und systematischer Charakterisierung
der Reifung stellt nach aktuellem Kenntnisstand ein Alleinstellungsmerkmal des vorliegenden
Teilprojektes dar.

6. Erfolgte oder geplante Veroéffentlichungen der Ergebnisse nach Nr. 5 der NKBF

Die Ergebnisse des Enzymdesigns sind bereits als Preprint verdffentlicht
(https://chemrxiv.org/engage/chemrxiv/article-details/679426aa81d2151a02d9f062) und
werden im Zuge einer begutachteten Veroffentlichung (eingereicht bei Angewandte Chemie)
einer breiteren wissenschaftlichen Community zuganglich gemacht.
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1. Erfolgskontrollbericht



1.1. Beitrag der Ergebnisse zu den férderpolitischen Zielen
Beitrag des Vorhabens zu den Zielen der Forderinitiative

Die in Teil Il beschriebenen und illustrierten Ergebnisse zum Teilprojekt unter WP1.1 bilden
einen substanziellen Beitrag zum Gesamtprojekt. Der Erfolg des mit den Zielen der BMBF
FoérdermalRnahme ~Zukunftstechnologien fir die industrielle Biobkonomie*
korrespondierenden Gesamtprojektes ,Synthesis platform using hydrogen, hydrogels and
hydrogenases‘ hangt entscheidend von der Verfligbarkeit, Robustheit und Aktivitat der H»
oxidierenden Hydrogenase ab, welche die Redoxaquivalente fir die Umsatzreaktionen
nachgeschalteter Enzymkaskaden durch oxidativen Umsatz regenerativ erzeugten
Wasserstoffs mobilisiert. Die erfolgreiche Erhéhung der Enzymausbeute bei gleichzeitig
verbesserter Stabilitdt und Reifungseffizienz unterstutzt unmittelbar das Ubergeordnete Ziel,
fossile Rohstoffe durch erneuerbare Wasserstoffquellen zu ersetzen und damit
Treibhausgasemissionen zu reduzieren. Die in diesem Vorhaben entwickelten
Fusionsvarianten eréffnen realistische Perspektiven flr eine skalierbare Nutzung von [FeFe]-
Hydrogenasen als robuste, hochaktive Biokatalysatoren in H,-basierten Redoxreaktionen, wie
sie beispielsweise in kaskadierten Synthesewegen der Fein- und Spezialchemie bendtigt
werden. Gemal des Anspruchs der Forderlinie, tragen unsere Ergebnisse dazu bei eine
zentrale Voraussetzung fur nachhaltige, ressourceneffiziente und kreislauffahige
Produktionsverfahren zu schaffen, welche die industrielle Biookonomie durch innovative
Plattformtechnologien voranzutreiben. Die entwickelten Ansdtze addressieren bestehende
Limitierungen wie die geringe Maturationsrate und zeigen Wege auf diese durch rationales
Enzymdesign zu Uberwinden ohne urspriingliche Vorteile des Ausgangssystems (transiente
O.,-Resistenz unter Sulfidzugabe) negativ zu beeinflussen. Daruber hinaus starkt das
Vorhaben interdisziplindre Zusammenarbeit zwischen Biotechnologie, Prozessentwicklung,
Enzymdesign und Strukturbiologie. Die Projektergebnisse bilden eine belastbare Grundlage
fur den kunftigen Transfer in praxisrelevante Anwendungen und zur Steigerung des
technologischen Reifegrads (TRL). Zusammengefasst unterstitzt das vorliegende Projekt die
Entwicklung zukunftsweisender Biohybrid-Technologien als Schlusselelemente fur eine
klimaneutrale und wettbewerbsfahige Industrie der Zukunft und férdert dementsprechend die
Umsetzung der Nationalen Biotkonomiestrategie sowie die Mission einer nachhaltigen,
kreislauforientierten Wertschopfung im Sinne der SDGs 9 und 12.

1.2. Wissenschaftlich-technische Ergebnisse des Vorhabens

Die wissenschaftlich-technischen Ergebnisse des durchgefiihrten Vorhabens sind im
Abschlussbericht Teil Il 1.3. aufgeflhrt.

1.3. Fortschreibung des Verwertungsplans
Die Fortschreibung des Verwertungsplans ist im Abschlussbericht Teil Il 4. aufgefuhrt.
1.4. Arbeiten, die zu keiner Losung gefiihrt haben

Meilenstein 1.1.1 sah vor die Enzymproduktion die sich nach 2-4-facher Ausbeutensteigerung
der Flaschenkultivierung mit 80mg/L unter Verwendung von 5 Flaschenkulturen bereits nahe
an den Mdglichkeiten der Aufreinigung im Gramm-Malstab bewegt auf die Multigramm Ebene
zu steigern. Hierzu sollte der Kultivierungsprozess vom Malfstab von 2L-Flaschenkulturen auf
einen 10L Fermenter Ubertragen werden. Um eine Ausbeutensteigerung zu ermoéglichen war
hierzu eine Steigerung der OD von 1 auf 4 vor Induktionsbeginn vorgesehen. Leider fuhrten
die hierzu erfolgten Versuche am hierzu verwendeten 8L Fermenter-System nicht zu der
gewlnschten Steigerung der Produktausbeute. Tatsachlich lag die pro Liter Ausbeute soger
erheblich unterhalb derjenigen die man mit Flaschenkulturen erzielen konnte (siehe Teil Il).
Um dem auf den Grund zu gehen wurden Versuche zur OD Steigerung vor Induktionsbeginn



mit einem 1L-Fermenter an der TUM durchgefihrt, diese zeigen das eine OD Steigerung im
bestehenden Expressionssystem dazu fuhrt dass die Plasmidkonzentration pro Kulturvolumen
deutlich sinkt. Wie bereits in Teil Il erwahnt, sollte wesentliche Komponenten des
Expressionssystems fur zukinftige Versuche systematisch auf die Reaktion einer OD-
Steigerung vor Induktionsbeginn Uberprift werden und limitierende Elemente nétigenfalls
gegen effektivere bzw. weniger problematische Alternativen ausgetauscht werden, so z.B. der
hier verwendete Expressionsvektor pET21b, der Typ und die Konzentration des verwendeten
Antibiotikums oder der Expressionsstamm. Wie ebenfalls unter Teil Il beschrieben, sind diese
Upscaling Versuche auf groRvolumige Fermentersysteme nun Teil eines Folgeprojektes das
am TUM Campus Straubing zur Expressionsausbeutensteigerung der im SynHydro3 Projekt
entwickelten DdHydAB-Variante L2 betrieben wird (CirculH2).

1.5. Prasentationsmoglichkeiten fiir mogliche Nutzer

Zwischenergebnisse zum Teilprojekt des Enzymdesigns wurden bereits aus der Perspektive
der Grundlagenforschung mit Anwendungsbezug im Rahmen von internationalen Tagungen
vorgestellt. Wie in Teil Il erwdhnt wurden samtliche Daten auflerdem in einem Preprint
veroffentlicht:
(https://chemrxiv.org/engage/chemrxiv/article-details/679426aa81d2151a02d9f062) und
werden im Zuge einer begutachteten Veroffentlichung (eingereicht bei Angewandte Chemie)
einer breiteren wissenschaftlichen Community zuganglich gemacht.

1.6. Einhaltung der Ausgaben- und Zeitplanung

Die Kostenplanung im Projekt wurde eingehalten, der zahlenmaRige Nachweis wird separat
ubermittelt und die wichtigsten Positionen des zahlenmafigen Nachweises sind im
Abschlussbericht Teil Il 2. aufgefihrt. Aufgrund der Corona-Pandemie wurde das Vorhaben
kostenneutral um 3 Monate verlangert, die Projektlaufzeit lag insgesamt bei 39 Monaten.



