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1 Einleitung

1 Einleitung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit Eisen-Schwefel-Clustern, die ein in vielen Proteinen
haufig auftretendes Funktionsprinzip darstellen. Diese Cluster treten in der Natur in
verschiedenen stdchiometrischen Zusammensetzungen auf (s.u.), wobei die FesSs-
Anordnung die haufigste darstellt. Es sollen in dieser Arbeit die Faktoren untersucht
werden, die zur Ausbildung entweder eines [FesS4]- oder eines [FesS4]-Clusters
fuhren. Ein besonderer Fokus liegt hierbei auf den Unterschieden innerhalb der
Sequenz des Bindungsbereichs. Der hier gewahlte Ansatz verwendet unter anderem
synthetisch dargestellte Peptide, in denen Sequenzvariationen leicht wahrend der
chemischen Synthese durchgefuhrt werden kdnnen. Die Sequenz der Peptide folgt
Eisen-Schwefel-Cluster Bindungsmotiven, die in verschiedenen Proteinen gefunden
werden. Nach Darstellung werden die Cluster mittels spektroskopischer und elektro-
chemischer Methoden untersucht. Im Folgenden wird eine Einflhrung in die

Thematik der Arbeit gegeben.

1.1 Eisen-Schwefel Cluster

Eisen-Schwefel-Cluster wurden das erste Mal Anfang der 1960er Jahre in
mitochondrialen Membranen und in Ferredoxinen nachgewiesen [1-3]. Sie gehodren
vermutlich zu den altesten in der Natur vorkommenden prosthetischen Gruppen [4]
und konnten bis heute in allen in der Natur vorkommenden, lebenden Organismen,
wie Archaeen, Bakterien und Eukaryoten gefunden werden [5]. Am haufigsten
werden in nativen Systemen die drei in Abb. 1.1 dargestellten Cluster-Typen [Fe2S2],

[FesS4] und [FesS4] gefunden. \

S
Cys *
= Cys OFe -~ oys

= f A
Cys , { = ~

= Cys Cysa
\

[Fe2S2] [FesS4] [FesS4]

Abb. 1.1: Struktur der in der Natur am haufigsten vorkommenden Eisen-Schwefel-Cluster
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Die Koordinierung der Eisen-Schwefel-Cluster an das Protein erfolgt tGber Cysteine,
deren Seitenketten-Schwefelatome an die Eisenatome des Clusters binden. Eine
Ausnahme bildet hier der Rieske-Cluster, ein [Fe2S,]-Cluster, bei dem zwei der vier
koordinierenden Cysteine durch Histidine ersetzt sind. Diese Struktur wurde erstmals
1964 im Komplex aus reduziertem Koenzym Q und Cytochrom c¢ Reduktase der
Atmungskette nachgewiesen [6, 7]. Des Weiteren sind auch Cluster bekannt, die ihre
Struktur innerhalb eines Proteins andern kénnen. Die Aktivitat des Enzyms Aconitase
zum Beispiel wird durch die reversible Umwandlung des [Fes3Ss]-Clusters in einen

[FeaS4]-Cluster bestimmt [8], wobei der [FeszS4]-Cluster die inaktive Form darstellt [9].

Die vornehmliche Aufgabe der Eisen-Schwefel-Cluster ist der Elektronentransfer, der
auf der Fahigkeit des Eisens beruht, zwischen den Oxidationsstufen +2 und +3 zu
wechseln. Aufgrund dieser Funktion ist das Redoxpotential eine der wichtigsten
Eigenschaften der Cluster. Das Redoxpotential der [FesS4]-Cluster liegt in einem
weiten Bereich von -700 mV bis +450 mV. Aus den drei mdglichen Redoxstufen
[FesS4)3+/2+1+ des Clusters ergeben sich zwei unterschiedliche Proteintypen, die ,high
potential iron sulfur proteins® (HiPIP) und die ,low potential iron sulfur proteins®
(LoPIP). Die [FesS4]3+2* HiPIP Proteine werden fast ausschlieRlich in photosyn-
thetischen Purpurbakterien gefunden und haben ein Potential zwischen +50 und
+450 mV [10, 11]. Die Rolle dieser Proteine mit hohem Potential ist noch nicht
abschlielend geklart, jedoch wird vermutet, dass sie fir den Elektronentransfer
zwischen Cytochrom bc; und dem reaktiven Zentrum zustéandig sind [12]. Die
[FesS4]2*/1* LoPIP Proteine sind in der Natur wesentlich weiter verbreitet und
kommen in allen photosynthetisch aktiven Organismen vor. Haufig werden die
Cluster mit niedrigem Potential in Ferredoxinen gefunden. Des Weiteren wird oft
beobachtet, dass zwei oder mehrere Cluster hintereinander dem Elektronentransfer
dienen oder als terminaler Elektronenakzeptor fungieren [4, 10, 12]. Aufgrund dieser
Eigenschaften spielen Eisen-Schwefel-Cluster eine wichtige Rolle in gro3en Protein-
komplexen, wie dem Photosystem | [13]. Das Potential dieser LoPIP Cluster liegt in

einem Bereich von -280 bis -705 mV.

Welches dieser Redoxpaare (HiPIP oder LoPIP) in einem Protein gefunden wird, ist
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von der den Cluster umgebenden Proteinmatrix abhangig. Das Potential innerhalb
eines Redoxpaares scheint dagegen von der elektrostatischen Umgebung des
Clusters, seiner Zuganglichkeit flir das Lésemittel Wasser und den Wasserstoff-
brickenbindungen, die das Proteingertist zu den Schwefelatomen des Clusters
ausbildet, beeinflusst zu werden [14-16]. Eine systematische Beschreibung der Rolle
dieser ,Umgebungsfaktoren® ist bisher nicht vorhanden.

Abgesehen vom Elektronentransfer werden zunehmend auch andere Funktionen
entdeckt, die von [FesS4]-Clustern Ubernommen werden [4, 5, 17]. So sind mittler-
weile einige enzymatische Prozesse bekannt, bei denen der Cluster Teil des aktiven
Zentrums ist. Hierbei kann zum Beispiel ein Eisenatom des Clusters als Bindungs-
stelle flr das Substrat (z. B. Citrat) dienen, wie es bei der Aconitase der Fall ist [18].
Des Weiteren sind auch Proteine wie der Fumarat-Nitratreduktase-Regulator (FNR)
des Bakteriums Escherichia coli bekannt, bei denen die Weiterleitung eines Signals
auf der Zerstorung des Clusters beruht. Das Protein dient als Sauerstoffsensor und
enthalt in seiner aktiven Form einen [FesS4]-Cluster. Durch den Zerfall des [FesS4]-
Clusters zu einem [Fe2S2]-Cluster unter Anwesenheit von Sauerstoff wird der FNR
inaktiviert. Da dieser die Expression anaerober Gene aktiviert und aerober Gene
reprimiert, ermoglicht das Protein die Anpassung der Enzymausstattung an die
Verfligbarkeit von Sauerstoff [19, 20].

Im Gegensatz zu [FesSs]-Clustern sind [Fe2S2]-Cluster und [FesSs]-Cluster fast
ausschlieBlich an Ein-Elektron-Transfer Reaktionen beteiligt. Sie werden haufig in
Ferredoxinen gefunden und sind vielfach in Hydrogenasen vertreten, wo sie einzeln

oder im Verbund mit [FesS4]-Clustern aufeinander folgend angeordnet sind.

1.2 Elektronentransfer liber Eisen-Schwefel-Cluster in Hydrogenasen

Eine der haufigsten Funktionen von Eisen-Schwefel-Clustern ist der Elektronen-
transfer, zum Beispiel in Hydrogenasen. Um genauere Informationen Uber den
Mechanismus des Elektronentransfers zu erhalten, wurden die Kristallstrukturen der
Hydrogenasen aus Desulfovibrio gigas [21] und Desulfovibrio vulgaris (Miyazaki F)

im Detail untersucht [22, 23]. Die Kiristallstrukturen zeigen, dass der Elektronen-
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transfer vom reaktiven Zentrum aus Uber drei linear angeordnete Cluster erfolgt. Es
handelt sich hierbei um einen proximalen und um einen distalen [FesS4]-Cluster, die

uber einen mittleren [Fe3S4]-Cluster verbunden sind [24].

Um genauer zu verstehen, wie der Elektronentransfer innerhalb der Cluster ablauft,
wurden die Redoxpotentiale der Desulfovibrio gigas Hydrogenase mit Hilfe einer
Redoxtitration ermittelt. Sie betragen -340 mV, -79 mV und -290 mV [25]. Da der
mittlere Cluster, also der [FeszSs]-Cluster, ein deutlich héheres Potential aufweist als
der proximale und der distale, ist unklar, ob der Cluster am Elektronentransport
beteiligt ist oder ob er nur dazu dient, die Clusterstruktur zu stabilisieren. In diesem
Zusammenhang ist von Bedeutung, dass eine vergleichbare Hydrogenase, die
[NiFe]-Hydrogenase aus Desulfomicrobium baculatum, deren Elektronentransfer
uber eine Kette bestehend aus drei [FesS4]-Clustern stattfindet [26], keine so hohe

Abweichung innerhalb der Clusterpotentiale zeigt.

Um weitere Informationen Uber den Einfluss des Clustertyps auf den Elektronen-
transfer zu erhalten, wurden Mutationen an der [NiFe]-Hydrogenase aus
Desulfovibrio  fructosovorans durchgefihrt, so dass statt des zentralen
[FesSs]-Clusters ein [FesS4]-Cluster gebildet wurde. Der Einbau des [FesSa4]-Clusters
senkte das Potential des mittleren Clusters von +65 mV auf -250 mV, jedoch konnte
kaum ein Einfluss auf die Enzymaktivitat der Hydrogenase beobachtet werden [27].
Die Frage nach der Funktion eines [Fes3S4]-Clusters konnte also noch nicht

abschlieffend beantwortet werden.

1.3 Ferredoxine

Ferredoxine gehéren zu der Gruppe der einfachen Eisen-Schwefel-Proteine, zu der
auch die Rubredoxine, Rieske-Proteine und HiPIP Proteine (vgl. oben) gehdren. Die
einzige prosthetische Gruppe dieser Proteine besteht aus einem oder mehreren
Eisen-Schwefel-Clustern. Abgesehen von der Koordination des Clusters ist ein
typisches Merkmal der Ferredoxine die Freisetzung von Schwefelwasserstoff unter

Zugabe von Saure.
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Eine Vielzahl von Ferredoxinen wurde bereits in den 1950er Jahren entdeckt, jedoch
wurde der Begriff Ferredoxin erst ab 1962 von Wharton eingefiihrt, der diesen Begriff
fur ein aus Clostridium pasteurianum isoliertes nicht-Ham Eisenprotein verwendete.
Zu den bereits friher entdeckten und erst spater der Gruppe der Ferredoxine zuge-
ordneten Proteinen gehdren die von Davenport 1952 und 1960 isolierten Proteine
Methamoglobin-reduzierender Faktor [28] und Ham-reduzierender Faktor [29], sowie
der 1957 von Arnon isolierte Triphosphopyridinnukleotid-reduzierende Faktor [30].
Ebenfalls der Gruppe der Ferredoxine zugeordnet wurden die 1958 von San Pietro
und Lang gefundene photosynthetische Pyridinnukleotid-Reduktase [31] und das

1962 von Gewitz und Vdlker aus Chlorella pyronoidosa isolierte ,rote Ferment® [32].

Ferredoxine kénnen sowohl [Fe2S»]- als auch [FesS4]- oder [FesSs]-Cluster enthalten
[33]. Bei Ferredoxinen, die einen [Fe2S2]-Cluster enthalten, wird zwischen Pflanzen-
Typ, Adrenodoxin-Typ und Clostridium-Typ unterschieden, wobei die beiden erstge-

nannten Ferredoxin-Typen an Ein-Elektron-Transferreaktionen beteiligt sind [34].

Die in Pflanzen und Cyanobakterien vorkommenden Pflanzen-Typ-Ferredoxine sind
daflr zustandig, die Elektronen vom Photosystem | aufzunehmen und an den Stoff-

wechsel, hauptsachlich zur NADPH Produktion, weiterzuleiten [35].

Die Ferredoxine des Adrenodoxin-Typs spielen als Elektronendonoren fir die
Cytochrom-P450-Monooxygenasen [36-39] oder fir bakterielle Hydroxylierungs-

systeme eine essentielle Rolle [40, 41].

Ein Hauptunterschied zwischen den beiden Ferredoxin-Typen lasst sich anhand der
Redoxpotentiale erkennen, die fir Pflanzen-Typ Ferredoxine zwischen -310
und -455 mV [42] und fir Adrenodoxin-Systeme zwischen -235 und -273 mV liegen
[43]. Die Pflanzen-Typ Ferredoxine liegen mit ihrem Potential somit weit unter dem

Potential der Adrenodoxin-Ferredoxine.

Die Gruppe der Clostridium-Typ Ferredoxine ist im Gegensatz zu den anderen

beiden Ferredoxin-Typen, die ausschliellich dem Elekronentransport dienen, an der
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Stickstofffixierung in den Bakterien Clostridium pasteurianum [44, 45], Azotobacter
vinelandii [46] und Aquifex aeolicus [47] beteiligt. Es wird vermutet, dass die Unter-
schiede in der Funktion der Cluster durch die relative Anordnung der Cysteine

zueinander beeinflusst wird [47].

Diese Zusammenfassung zeigt, dass Ferredoxine in der Lage sind, die unterschied-
lichsten Cluster zu koordinieren und das Redoxpotential dieser Cluster zu variieren.
Aus diesem Grund scheint es interessant, Ferredoxine in die Erforschung der
Bindungsvoraussetzungen und Eigenschaften der diversen Cluster mit einzu-

beziehen.

1.3.1  Desulfovibrio gigas Ferredoxin I

Eines der bis heute am besten studierten Ferredoxine ist das Ferredoxin Il von
Desulfovibrio gigas (D. gigas). Das in Abb. 1.2 dargestellte Protein besteht aus 58
Aminosauren, die einen [Fe3S4]-Cluster koordinieren. Des Weiteren ist eine Sulfid-

briicke zwischen den Cysteinylresten in Position 18 und 42 zu erkennen.

Abb. 1.2: Kristallstruktur von D. gigas Ferredoxin Il (nach PDB: 1FXD)
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Das Ferredoxin fungiert in D. gigas als Elektronenlbertrager und ist in der Lage, als
Mediator beim Elektronentransfer zwischen Cytochrom ¢3 und dem
Sulfitreduktasesystem zu dienen [48]. Da dieses Protein bereits lange Gegenstand
der Forschung ist, ist es in seiner Funktion sowie den spektroskopischen und
elektrochemischen Eigenschaften gut charakterisiert. So sind die UV/Vis-spektrosko-
pischen Eigenschaften durch Moura ef al. [49] beschrieben. Die elektrochemischen
Eigenschaften wurden von Moreno et al [50] und Macedo ef a/ [51] umfassend
beschrieben. Die Charakterisierung mit Hilfe der NMR-Spektroskopie erfolgte durch
Macedo ef al. [52, 53]. Ein Vergleich der von Kissinger ef al. bestimmten Kristall-
struktur [54] mit der Struktur des Proteins in Losung durch NMR-Spektroskopie wird
durch Moura ef al. [55] beschrieben. Eine Beschreibung der Analyse mit Hilfe der
EPR-Spektroskopie erfolgte durch Cammack ef al. [56]. Die Charakterisierung mit
Hilfe der Mossbauer-Spektroskopie wurde von Huynh ef al. [57] und Papaefthymiou
et al. [58] durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Charakterisierung mit magnetischem
Zirkulardichroismus (MCD) wurde von Thomson ef a/. [59] und die Charakterisierung
mit Rontgenabsorptions- Feinstrukturanalyse (EXAFS) von Antonio ef al [60]
dargestellt. Die Ergebnisse einer Charakterisierung mit Hilfe der gesattigten Magneti-
sierung wurden durch Day ef al. [61] beschrieben, wahrend (ber die Ergebnisse der
Charakterisierung mit Hilfe der Resonanz Raman Spektroskopie von Johnson ef al.
[62] berichtet wurde.

Da alle diese Informationen bereits zur Verfligung stehen, bietet es sich zum einen
an, dieses Ferredoxin als natives Vergleichssystem fur kinstlich hergestellte Modell-
peptide zu verwenden. Zum anderen kann dieses Protein, da es relativ klein ist,
selbst als Modell herangezogen werden. Da der Wildtyp bereits ausfuhrlich charakte-
risiert ist, erleichtert dies den Vergleich des Wildtyps mit selektiv hergestellten
Mutanten beziglich der Clusterbindung, sowie der spektroskopischen und elektro-

chemischen Eigenschaften.
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1.4 Maquetftes fir Eisen-Schwefel-Cluster

Unter einem Maquette versteht man ein Peptid, das als vereinfachtes Modell fiir ein
komplexes Protein dient. Ein Maquette ist meist einfacher und in grof3erer Ausbeute
zu gewinnen. Aufgrund seiner geringen Grofe ist es leichter zu handhaben als ein
Protein, so dass eine grof3ere Zahl analytischer Methoden fur die Charakterisierung

eingesetzt werden kann.

Die bereits in der Literatur beschriebenen Maquefttes, die fur die Einbindung von
Eisen-Schwefel-Clustern verwendet wurden, beschranken sich auf die wesentlich
haufiger vorkommenden und deshalb auch weitaus besser charakterisierten [FesS4]-
Cluster. Auf diesem Gebiet sind besonders die Arbeitsgruppen um Dutten und
Gibney aktiv, die eine Reihe von [FesS4]-Cluster koordinierenden Modellpeptiden
entwickelt haben, um die Basisbedingungen fir eine Clusterkoordination zu
bestimmen und Faktoren zu identifizieren, die Einfluss auf das Redoxpotential der
Cluster ausltben. Die meisten dieser Maqueffes basieren auf der Struktur der
[FesS4]-Cluster enthaltenden Ferredoxine [63-65] oder auf dem Bindungsmotiv der
[Fes4S4]-Cluster des Photosystems | (PS I) [66, 67].

Es zeigte sich, dass nur solche Peptide einen Cluster koordinierten, die auch das
native Bindungsmotiv (CysX2CysX2Cys) enthielten, wobei eine grol’e hydrophobe
Seitenkette am Aminosaurerest in der Position nach dem ersten Cystein des
Bindungsmotivs die Koordinierung begunstigt [64]. Die Modifikationen an der Peptid-
sequenz zeigten jedoch kaum Einfluss auf das gemessene Potential des Clusters.
Erst die Verwendung eines vier-Helix-Bundels, in das das Bindungsmotiv des PS |
Clusters Fx eingefligt wurde, zeigt ein etwas negativeres Potential als die bis dahin
entwickelten Modellpeptide. Es liegt jedoch mit gemessenen -420 mV noch immer
ca. 285 mV oberhalb des Potentials des nativen Fyx Clusters von -705 mV [68, 69].

Da bisher noch keine analogen Modellpeptide zur Verfigung stehen, mit deren Hilfe
[FesS4]-Cluster genauer untersucht werden kdénnen, ist kaum etwas Uber deren

Koordinationsvoraussetzungen und Einflisse auf das Redoxpotential bekannt.
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1.5 Motivation fiir diese Arbeit

Da es sich bei ca. 90 % der bisher bekannten Eisen-Schwefel-Cluster um [FesS4]-
Cluster handelt [5], sind diese auch am besten charakterisiert. So sind die optischen
und magnetischen Eigenschaften bereits bestimmt und Ubersichtlich von Sweeney ef
al. zusammengefasst [70], wahrend die Arbeit von Mouesca einen Uberblick tiber die
Charakterisierung der Cluster mit Hilfe von EPR und ENDOR bietet [71].

Der aktuelle Stand der Forschung stellt momentan keine ausreichenden Infor-
mationen daruber zur Verfligung, was genau zur Bildung eines [Fe3S4]- oder eines
[FesS4]-Clusters fuhrt und worin die Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten der
Cluster-Eigenschaften und -Funktionen liegen. Aus diesem Grund sollten dies-
bezlglich weitere Untersuchungen erfolgen. So ist es unter anderem notwendig, die
Faktoren zu identifizieren, die die Bildung des [Fe3S4]- oder [FesSs]-Clusters
beglnstigen. Ebenfalls untersucht werden mussen die spektroskopischen und
elektrochemischen Eigenschaften, sowie der Einfluss, den die Proteinmatrix

(Sequenz) auf diese ausubt.

Eine Moglichkeit, diese Informationen zu erhalten, ist die Entwicklung von Modell-
peptiden, die den Koordinationsbereich des Clusters imitieren. Ein Vorteil dieser
Maqueftfes besteht darin, dass sie zum Beispiel durch Festphasenpeptidsynthese
leichter gewonnen werden konnen als die komplexen nativen Proteine, zu denen

auch die Hydrogenasen gehoren.

Gegenstand dieser Arbeit ist nun die Entwicklung analoger Maquetfes fur
[FesS4]-Cluster. Mit Hilfe dieser Peptide soll eine genauere Charakterisierung des
[FesSs]-Clusters erfolgen. Des Weiteren soll ein Vergleich mit den bereits besser

charakterisierten [FesS4]-Clustern ermdglicht werden.
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2 Themenstellung und Projektplanung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Koordinierung eines [Fe3S4]-Clusters durch ein Maquette
zu erreichen. Unter einem Maquette versteht man in diesem Fall ein Peptid, das,
einem Teilbereich einer natirlich vorkommenden Proteinsequenz entsprechend, in
der Lage ist, einen Cluster zu koordinieren und das deshalb als vereinfachtes Modell
fur ein komplexeres Protein betrachtet werden kann. Zunachst muss also eine
Peptidsequenz gefunden werden, die einen [Fes3S4]-Cluster koordiniert (siehe 2.1).
Die Clusterbildung wird mittels EPR-Spektroskopie Uberprift. Da die Signalform fir
den jeweiligen Cluster indikativ ist, kann mit Hilfe dieser Methode der Typ des

gebildeten Clusters identifiziert werden.

Um die Bedeutung der einzelnen Aminosauren auf die Stdchiometrie der Cluster-
bildung zu erkennen, werden ,Punktmutationen® wahrend der Synthese in die
Maquette-Sequenz eingefligt, um Aufschluss Uber den Einfluss der Sequenz auf die
spektroskopischen und insbesondere auf die elektrochemischen Eigenschaften des
Clusters zu erhalten. Die spektroskopischen Eigenschaften kénnen mit diversen
Methoden (z. B. UV/Vis- oder Resonanz Raman Spektroskopie) bestimmt werden,
wahrend die elektrochemischen Eigenschaften mit Hilfe der Zyklovoltammetrie

bestimmt werden.

Um ein geeignetes Maquette zu identifizieren und anschliellend zu charakterisieren,

wurden die beiden folgenden Anséatze verfolgt:

2.1 Dimethylsulfoxid Reduktase aus Escherichia coli

Die 205 Aminosauren umfassende Elektronentransfer-Untereinheit DmsB des
Enzyms Dimethylsulfoxid Reduktase (DmsABC) beinhaltet 16 Cystein-Reste, die in
vier Gruppen (I-1V) arrangiert sind und als Liganden fir jeweils einen [FesS4]-Cluster

dienen.

Wie bereits in der Literatur durch Rothery ef al beschrieben [72], flUhrt die

10
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Punktmutation des Cysteins an Position 102 (DmsB C102W, C102S, C102F, C102Y)

zu der Koordinierung eines [Fe3S4]-Clusters anstelle eines [FesSs]-Clusters.

Im Rahmen dieses Projektes soll gepruft werden, ob sich der 33 Aminosauren
umfassende Koordinationsbereich (binding site) der DmsB, nachfolgend DmsB-P
genannt, der durch die oben erwdhnten Punktmutationen einen [Fe3S4]-Cluster
koordiniert hat, als Maquette eignet, um in diesem verkirzten Proteinstick die
Bindeeigenschaften fir Eisen-Schwefel-Cluster zu untersuchen. Hierzu werden
zunachst die potentiellen Maquettes des Wildtyps (DmsB-P) und dessen Modifi-
kationen mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt. Die Modifikationen entsprechen
den Mutationen, die an der DmsB-Sequenz durch gerichtete Mutagenese durch-
gefuhrt wurden und betreffen das Cystein 102, das jetzt an Position 27 (C27) der
Sequenz DmsB-P liegt. Es werden also die Modifikationen DmsB-P C27W, C27S,
C27F und C27Y synthetisiert.

Nach erfolgreicher Synthese soll mittels EPR-Spektroskopie Uberprift werden,
welche der Maquettes geeignet sind, einen Cluster zu inkorporieren, bevor eine
Charakterisierung mit Hilfe der spektroskopischen und elektrochemischen Methoden

erfolgen kann.

2.2 Gewinnung von Desulfovibrio gigas Ferredoxin Il

Im zweiten Ansatz soll versucht werden, das Ferredoxin |l von Desulfovibrio gigas
(D. gigas Fdll) zu gewinnen. Hierbei handelt es sich um ein 58 Aminosduren umfas-
sendes Protein, das nach Literaturangaben in der Lage ist sowohl einen

[FesS4]-Cluster, als auch einen [FesS4]-Cluster zu koordinieren [73].

Wie in der Literatur bereits beschrieben [74], missen zur Gewinnung des Proteins
zunachst D. gigas Zellen angezuchtet und daraus die DNA isoliert werden, bevor
eine anschlieRende Uberexpression in E. coli erfolgen kann, um das rekombinante
Ferredoxin zu gewinnen. Nach erfolgreicher Gewinnung des rekombinanten

Ferredoxin-Wildtypproteins sollen Punktmutationen durchgefiihrt werden, um die

11
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Faktoren genauer zu definieren, die den Einbau eines [Fe3Ss]- oder eines [FesS4]-

Clusters begunstigen.

Beide Proteine, sowohl Ferredoxin als auch DmsB (vgl. 2.1), haben das gleiche
Bindungsmotiv (CysX2CysX2Cys) fur die Koordinierung des Clusters, was einen
Vergleich der Ergebnisse des Ferredoxin-Projektes mit den Ergebnissen des DmsB-
Projektes ermoglichen sollte. Um diese Vergleichbarkeit gewahrleisten zu kénnen,
sollen am Ferredoxin Mutationen vorgenommen werden, die denen im DmsB-P
entsprechen. Aus diesem Grund wird, analog der DmsB-P Modifikationen, das zweite

Cystein des Bindungsmotivs mutiert.

Dieser Ansatz scheint auch deshalb besonders Erfolg versprechend, da die beiden
aulieren Cysteine des Bindungsmotivs den Cluster koordinieren und auf diese Weise
die Aminosaure, die die Stelle des mittleren Cysteins einnimmt, in ihrer Position
fixieren. Da die Aminosaure deshalb keine Mdglichkeit hat, sich von dem Cluster zu
entfernen, um eine sterische Wechselwirkung zu vermeiden, ergibt sich eine erhdhte
Wahrscheinlichkeit der Einflussnahme dieser Aminosdure auf die Cluster-

rekonstitution.

Aus diesem Grund werden Punktmutationen am mittleren Cystein, das sich an Stelle
12 der Ferredoxin-Sequenz befindet, durchgefuhrt. Eingefugt werden die bereits im
obigen Projekt (siehe 2.1) eingesetzten Aminosauren Serin, Phenylalanin und
Tyrosin. Dieses Vorgehen erlaubt im Vergleich mit den Ergebnissen des DmsB-P
und dessen Modifikationen sowie den Ergebnissen der oben genannten Publika-
tionen Rilckschlisse auf die Voraussetzungen, welche fir die Koordinierung eines

[FesS4]-Clusters unabdingbar sind.

Anhand der unterschiedlichen Mutationen sollen Informationen Uber den Einfluss
einzelner Aminosauren auf die Clusterrekonstitution untersucht werden. Speziell wird
die Bedeutung, die die Seitenkettengrofie der mutierten Aminosaure auf die Cluster-
rekonstitution hat, untersucht. Des Weiteren ist es von Interesse, zu prufen, ob die

Polaritat der mutierten Aminosaure einen Einfluss auf die Rekonstitution des Clusters

12
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ausubt. Aulerdem sollte untersucht werden, ob und wie die elektrochemischen
sowie die spektroskopischen Eigenschaften des erhaltenen Clusters durch die oben

beschriebenen Mutationen beeinflusst werden.

13
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Im folgenden Kapitel werden die fur diese Arbeit relevanten Grundlagen kurz
erlautert.

3.1 Proteine und Peptide

Proteine sind Molekile, die in nahezu allen biologischen Prozessen von grofer
Bedeutung sind und eine Vielzahl an unterschiedlichen Funktionen erfullen und
Proteine bestehen aus einer Kette kovalent aneinander gebundener Aminosauren
bestehen. Zur Verfliigung steht ein Basissatz von 20 biogenen Aminosauren, aus
denen eine Sequenz aufgebaut wird. Durch die unterschiedliche Ladnge und Amino-
saurenkombination entstehen Proteine mit verschiedensten Eigenschaften und
Funktionen (vgl.3.1.2).

Alle Aminosauren bestehen aus einem zentralen Kohlenstoffatom (a-Kohlenstoff), an
das ein Proton (auller bei Prolin), eine Amino- und eine Carboxygruppe und eine
variable Seitenkette gebunden sind. Diese bestimmt die chemischen Eigenschaften
der verschiedenen Aminosauren. Bis auf die Aminsaure Glycin, deren Rest aus
einem Proton besteht, haben alle Aminosduren den a-Kohlenstoff als Chiralitats-
zentrum, sodass sie sowohl in D- als auch in L-Konfiguration existieren. Proteine, die
dem standardmalligen Biosyntheseweg folgend synthetisiert werden, bestehen

jedoch nur aus L-Aminosauren.

Die Seitenketten der Aminosauren unterscheiden sich in ihrer Struktur, Grofde,

Polaritdt und elektrischen Ladung, sodass die Aminosduren aufgrund ihrer Seiten-

ketten in die folgenden funf Klassen eingeteilt werden kénnen (in Klammern ist der

jeweilige Einbuchstaben-Code der Aminosauren mit angegeben) [75]:

e Die Gruppe der unpolaren, aliphatischen Aminosauren besteht aus den Amino-
sauren Alanin (A), Valin (V), Leucin (L) und Isoleucin (), deren unterschiedlich
lange Seitenketten aus Kohlenwasserstoffketten bestehen. Im Fall des Glycins

(G) besteht die Seitenkette aus einem Wasserstoffatom, wahrend bei Prolin (P)

14
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eine aliphatische, zyklische Seitenkette vorhanden ist, die sowohl das a-Kohlen-
stoffatom als auch das Stickstoffatom einbezieht.

e Eine weitere Gruppe bilden die Aminosauren mit aromatischen Seitenketten:
Phenylalanin (F), Tyrosin (Y) und Tryptophan (W).

e Die Gruppe der polar ungeladen Aminosauren umfasst die Aminosauren Serin (S)
und Threonin (T), die eine Hydroxygruppe in der Seitenkette haben, Cystein (C)
und Methionin (M), deren Seitenketten Schwefelatome enthalten, sowie
Asparagin (N) und Glutamin (Q), die eine Amidgruppe enthalten.

e Asparaginsaure (D) und Glutaminsaure (E) bilden aufgrund einer zweiten
Carboxygruppe in der Seitenkette die Gruppe der negativ geladenen, sauren
Aminosauren.

e Zu der Gruppe der positiv geladenen, basischen Aminosauren gehoéren Arginin
(R), Histidin (H) und Lysin (K).

3.1.1 Peptide

Peptide bestehen aus einer Kette von Aminosauren, die durch eine ,Peptid“-Bindung
miteinander verbunden sind. Bei der Bildung einer Peptidbindung handelt es sich um
eine Kondensationsreaktion, bei der die a-Carboxygruppe der einen Aminosaure mit

der a-Aminogruppe einer zweiten Aminosaure reagiert (siehe Abb. 3.1).

$I H Rlll
|
HN—CH-G—OH 4+  H—N—CH-C—OH
o) o)
-H,0
Rl H Rll

I I
H2N—CH—ﬁ—N—CH—(|3|—OH

Abb. 3.1: Bildung einer Peptidbindung durch Kondensation
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Die Lange der naturlich vorkommenden Peptide variiert von kleinen, zwei bis drei
Aminosauren umfassenden Molekillen Uber Oligopeptide, die aus bis zu zehn
Aminosauren bestehen, bis hin zu Polypeptiden. Die Grenze zwischen Polypeptiden
und Proteinen verlauft flieRend, jedoch werden mit Polypeptiden meistens Molekile
bezeichnet, deren molare Masse unter 10000 g/mol liegt. GréRere Molekille werden
im Allgemeinen als Proteine bezeichnet. Die Aminosaureeinheiten der Peptidkette
werden als Reste bezeichnet. Die meisten Proteine liegen in einem Grdélienbereich

von 100 bis 2000 Aminosaureresten.

Der Rest, der die endstandige Aminogruppe enthalt, wird N-terminal oder amino-
terminal genannt. Der Rest, der die endstiandige Carboxygruppe enthalt, wird C-
terminal oder carboxyterminal genannt. Entsprechend der Konvention werden die
Aminosauren in Peptiden und Proteinen immer beginnend vom N-terminalen hin zum

C-terminalen Ende der Sequenz aufgefuhrt.

Bei den meisten biologisch aktiven Molekulen, die aus Aminosauren aufgebaut sind,
handelt es sich um Proteine, jedoch sind auch einige Peptide mit einer biologischen
Aktivitat bekannt. Eines der bekanntesten biologisch aktiven Peptide, das aus zwei
Polypeptidketten besteht, ist das Hormon Insulin. Dartuber hinaus besitzen einige

Antibiotika eine Peptidstruktur.

3.1.2 Proteine

Proteine kénnen aufgrund der Unterschiede in der Lange und Zusammensetzung
ihrer Sequenz die verschiedensten biologischen Aufgaben Gbernehmen. Aus diesem

Grund sind sie an fast allen biologischen Prozessen beteiligt.

Proteine werden meist anhand ihrer biologischen Funktion in Gruppen/Klassen
eingeteilt [75, 76]. Eine gro3e Gruppe bilden die Enzyme, die die verschiedensten
Reaktionen innerhalb einer Zelle katalysieren. Sie zeichnen sich durch eine hohe
Spezifitdt und Effizienz aus. Darlber hinaus stellen Proteine, die kleine Molekile
durch den Organismus oder durch Zellwande transportieren, eine umfangreiche

Gruppe dar. Stellvertretend flir den Transport von Molekllen ist das Hamoglobin zu

16



3 Grundlagen

nennen, das Sauerstoffmolekiile in den Erythrozyten bindet und von der Lunge aus
durch den Korper transportiert. Fir die Aufnahme und Weiterleitung aullerer Reize
sind Rezeptorproteine zustandig. Kontraktile oder motile Proteine sind der Haupt-
bestandteil des Muskelgewebes, wo sie die Muskelkontraktion ermdglichen. Des
Weiteren sind sie flir Bewegungen im mikroskopischen Bereich, wie der Fort-
bewegung von Zellen durch Flagellen- und Cilienschlag verantwortlich. Struktur-
proteine sind Bestandteile der unterschiedlichsten Gewebearten. Sowohl die Haut als
auch Sehnen und Knorpel enthalten das Faserprotein Kollagen, das eine hohe
Zugfestigkeit besitzt. Fingernagel, Haare und Federn enthalten das Protein Keratin,
das sich durch eine hohe Widerstandsfahigkeit auszeichnet. Zur Gruppe der
Abwehrproteine gehdren die Proteine, die den Korper vor Verletzungen schitzen,
indem sie die Blutgerinnung induzieren oder als Antikdrper eindringende Bakterien,
Viren oder Proteine neutralisieren. Regulatorische Proteine steuern eine Reihe
zellularer und physiologischer Vorgange. Eine Vielzahl der Proteine, die dieser
Gruppe zugeordnet werden koénnen, sind Hormone, wie zum Beispiel das den
Zuckermetabolismus regulierende Insulin oder die Wachstumshormone der
Hypophyse. Es sind aber auch Proteine bekannt, die regulatorisch die Protein-
biosynthese und das Wachstum steuern. Des Weiteren gibt es noch viele andere
Proteine, die keiner dieser Klassen zugeordnet werden kdnnen. Zu diesen gehoren
zum Beispiel einige Proteine, die das Gefrieren des Blutes bei in der Arktis lebenden

Fischen verhindern.

Welche dieser Funktionen ein Protein Ubernimmt, wird durch die Sequenz und die
daraus folgende dreidimensionale Struktur bestimmt. Zusatzlich zu den Aminosauren
kénnen noch andere Bestandteile zur biologischen Aktivitat der Proteine beitragen.
Diese werden Kofaktoren genannt. Ist der Kofaktor kovalent an das Protein
gebunden, wird er als prosthetische Gruppe bezeichnet. Bei Kofaktoren kann es sich
um organische, metallorganische oder anorganische Moleklle oder lonen handeln.
Die spektroskopischen und physikalischen Eigenschaften des Kofaktors sind sowohl
von der Proteinumgebung (kovalente oder koordinative Bindung, Wasserstoff-

briickenbindungen), als auch von der Umgebung (hydrophil, hydrophob) abhangig.
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Sollte mehr als ein Kofaktor vorhanden sein, spielt auch die relative raumliche

Ausrichtung der beiden zueinander eine Rolle.

Wie bereits erwahnt spielt die Struktur der Proteine eine entscheidende Rolle,

deshalb soll im Folgenden ein kurzer Uberblick gegeben werden.

Die Struktur von Proteinen lasst sich hierarchisch in vier Ebenen unterteilen.Die
Primarstruktur beschreibt die kovalenten Bindungen zwischen den Aminosauren.
Hierzu gehoéren die bereits erwahnten Peptidbindungen, aber auch Disulfid-

bindungen, die sich zwischen den Seitenketten der Cysteinreste ausbilden kénnen.

Die Sekundarstruktur beschreibt die Struktur bzw. die relative Anordnung nahe
beieinanderliegender Aminosaurereste. Die haufigsten Elemente der Sekundar-
struktur sind die in Abb. 3.3 dargestellte a-Helix und das in Abb. 3.4 dargestellte 3-
Faltblatt, deren Formation durch elektrostatische Wechselwirkungen, die Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen und die sterischen Anspriche der Seitenketten
beeinflusst wird. Innerhalb eines Sekundarstrukturelements ist die sterische

AbstolRung minimiert und die Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen maximiert.

Um die Struktur von Proteinen besser zu verstehen, muss zunachst die Peptid-
bindung genauer betrachtet werden. Vergleicht man den Abstand des Kohlenstoffs
und des Stickstoffs der Amidbindung (132 pm) mit dem Bindungsabstand einer C-N
Einfachbindung (149 pm) und einer C=N Doppelbindung (127 pm) [76], zeigt dies,
dass die Peptidbindung einen partiellen Doppelbindungscharakter aufweist. Aus
diesem Grund ist die Peptidbindung relativ starr und planar, und das Sauerstoffatom
der Carbonylgruppe und das Wasserstoffatom der Aminogruppe liegen fast immer in
trans-Konfiguration vor. Die Bindung des a-Kohlenstoffatoms zum Carbonyl-
kohlenstoffatom (Co-C) und die Bindung des Stickstoffatoms zum a-Kohlenstoffatom
(N-C,) sind reine Einfachbindungen und kénnen daher auch frei rotieren (siehe Abb.
3.2).
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Amino-
terminus

Abb. 3.2: Struktur der Peptidbindung
Hell hinterlegt ist die planare, starre Peptidbindung und die benachbarten Bindungen mit

den Rotationswinkeln ¢ und y (nach Lehninger et al 1994) [75]

Der Winkel, der durch die Rotation um die (N-Cq)-Bindung entsteht, wird mit ¢
bezeichnet. Der Winkel, der durch die Rotation um die (C4-C)-Bindung entsteht, wird
v genannt. Liegen beide oben genannten Bindungen des a-Kohlenstoffatoms in einer
Ebene, so wird fur beide Winkel ¢ = v = 0° definiert. Mit Hilfe dieser beiden Winkel
lasst sich jede relative Anordnung zueinander und damit jedes Sekundar-
strukturelement eindeutig beschreiben. Wie in Abb. 3.3 gezeigt, nehmen die Winkel
bei einer a-helikalen Struktur die Werte von ¢ = -60° und y = -45° bis -50° an, wobei
fur jede Windung 3,6 Aminosduren verwendet werden [75]. Die meisten in der Natur
gefundenen Helices sind, wie in der Abbildung dargestellt, rechtsgangig, jedoch sind

auch Beispiele linksgangiger Helices bekannt.
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O Wasserstoff »

) Sauerstoff
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Abb. 3.3: Struktur einer rechtsgangigen a-Helix
a) Aufbau der a-Helix, deren Ebenen der starren Peptidbindung parallel zur Langsachse der
Helix verlaufen. b) Schematische Darstellung einer rechtsgangigen a-Helix (nach Lehninger
et al 1994) [75]

Im Gegensatz zu der a-Helix kdnnen beim B-Faltblatt nicht nur Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen Resten innerhalb einer Aminosaurekette ausgebildet werden,
sondern auch zwischen benachbarten Ketten. Die zwei moglichen Varianten, mit der
sich die Aminosaureketten in dieser im ,Zickzack® gefalteten Struktur zueinander
ausrichten kénnen, sind in Abb. 3.4 dargestellt. Bei der parallelen Struktur verlaufen
C- bzw. N-Terminus in dieselbe Richtung, bei der antiparallelen Struktur verlaufen sie
in entgegengesetzter Richtung. Die Winkel ¢ und v sind fir parallel und antiparallel
verlaufende Faltblatter etwas unterschiedlich. So liegen die Winkel bei einem parallel
verlaufenden Faltblatt im Bereich um ¢ = -139° und y =135°, bei einem anti-
parallelen Faltblatt im Bereich um ¢ =-119° und v = 113°[77].
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Abb. 3.4: Strukturen eines B-Faltblatts.
Die benachbarten Aminosaurestrange kénnen bezlglich des Amino- bzw. Carboxyterminus

entweder parallel (links) oder antiparallel (rechts) verlaufen (nach Lehninger et al 1994) [75]

Aufgrund der Seitenketten der Aminosduren und der daraus resultierenden
sterischen Wechselwirkungen, sind bei den sekundaren Strukturelementen nicht alle
Winkelkombinationen erlaubt. Die moglichen Winkelkombinationen konnen anhand
des von Ramachandran 1962 entwickelten Diagramms ermittelt werden (siehe Abb.

3.5). paralleles
B-Faltblatt

antiparalleles

B-Faltblatt ™80 |
+120 -

T

+60

O I '

(Grad)

60
rechtsgangige =
o-Helix 120 -

\;

-180 A _____ N \
-180 0 +180
Y (Grad)

Abb. 3.5: Ramachandran Diagramm
Theoretisch erlaubte Konformationen von Peptiden, definiert durch die Winkel ¢ und w.
Dunkelblau dargestellt sind die Bereiche der Konformationen, die von allen Aminosauren
eingenommen werden kdnnen. Mittelblau sind die Bereiche der Konformationen, die von
allen Aminosauren auler Isoleucin und Valin eingenommen werden kdénnen, und hellblau
gekennzeichnet sind die Bereiche, die leicht instabil sind, aber in einigen Proteinen
vorkommen. Schwarz markiert sind die Bereiche, die dem jeweiligen Strukturelement

zugeordnet werden kénnen [75].
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Die Tertiarstruktur beschreibt die raumliche Anordnung auch weit voneinander
entfernter Aminosaurereste zueinander und gibt ein rdumliches Gesamtbild des
Peptids oder Proteins wider. Einen Einfluss auf diese Struktur haben nicht nur
Disulfidbricken, lonenbindungen zwischen geladenen Resten und Wasserstoff-
brickenbindungen, sondern auch hydrophobe Wechselwirkungen in wassrigen
Lésungen. Indem sich hydrophobe Gruppen zusammenlagern, wird die Grenzflache
zwischen den unpolaren, hydrophoben Gruppen und dem Wasser minimiert, was

energetisch bevorzugt ist.

Die Quartarstruktur schliellich beschreibt die Struktur, mit der sich mehrere Protein-
ketten zusammenlagern. Die Proteinketten, die die Quartarstruktur ausbilden,
konnen gleichartig sein, jedoch ist dies nicht zwingend notwendig. Zum Beispiel wird
im Hamoglobin die prosthetische Gruppe (Hamgruppe) von vier Proteinketten
koordiniert, von denen jeweils zwei der a- und zwei der R-Untereinheit zugehdren.
Die Quartarstruktur wird durch die gleichen Faktoren stabilisiert wie die Tertiar-

struktur.

Welche Faktoren allerdings genau die Faltung eines Proteins beeinflussen, ist bis
heute nicht vollstandig geklart. Es gibt mehrere Faltungen fir ein Protein, die als
lokale energetische Minima zu einer stabilen Faltung fihren. Jedoch fuhrt nur die
native Struktur zu einem ausreichend funktionsfahigen Protein. Um diese zu
beglnstigen, werden in manchen Fallen von der Natur Hilfsproteine, die Chaperone,

eingesetzt, die unter ATP-Verbrauch die korrekte Faltung der Proteine ermdglichen.

Um einen besseren Einblick in die Ablaufe des Faltungsprozesses zu erlangen,
werden die in zunehmendem Male zur Verfiugung stehenden Kristallstrukturen von
Proteinen untersucht. Von Interesse ist hierbei der Zusammenhang von Protein-
sequenz und Sekundarstruktur (Helix, Faltblatt etc.). Auf diese Weise konnte
mittlerweile durch verschiedene Methoden herausgefunden werden, dass die Amino-
sauren Lysin, Leucin und Glutaminsaure die Bildung einer amphiphilen a-Helix
aufgrund der sich ausbildenden Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den beiden

polaren Aminosauren begunstigen. Leucin bildet die hydrophobe Seite der Helix. Die
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Aminosauren Valin, Isoleucin und Prolin finden sich haufig am Ende einer Helix, da
die verzweigten Seitenketten des Valins und des lIsoleucins sowie die zyklische

Seitenkette des Prolins die helikale Struktur storen.

3.2 Festphasenpeptidsynthese

In dieser Arbeit wird die 1959 von Merrifield etablierte Festphasenpeptidsynthese
[78] verwendet, um die im Verlaufe der Arbeit bendtigten Peptide zu synthetisieren.
Fur diese inzwischen gut eingeflihnrte Synthese stehen zwei unterschiedliche
Methoden zur Verfliigung. Zum einen gibt es die Boc-Methode, zum anderen die
Fmoc-Methode. Beide Methoden basieren auf dem Schutz der N-terminalen Amino-
gruppe. Beim natirlichen Aufbau von Protein- oder Peptidsequenzen in der Zelle
erfolgt der Aufbau vom N-Terminus zum C-Terminus. Im Gegensatz dazu wird die
Sequenz bei der Festphasenpeptidsynthese vom C-Terminus zum N-Terminus
aufgebaut. Flr die Synthese wird zunachst der C-Terminus der C-terminalen Amino-
saure an ein Harz gebunden. Um die Sequenz weiter aufzubauen, wird der
N-Terminus der Aminosaure entschitzt (siehe weiter unten), und die daran zu
koppelnde Aminosaure mit geschitzter Aminogruppe wird zugegeben. Auf diese
Weise wird gewahrleistet, dass nur die fur den jeweiligen Kopplungsschritt bendétigte

Aminogruppe der Reaktion zuganglich ist.

Zu den Vorteilen der Boc-Methode zahlen die meist hdhere Ausbeute wahrend der
Synthese und die Vielfalt mdglicher Peptidmodifikationen. Es ist jedoch von gro3em
Nachteil, dass fur die Gewinnung der Peptide zur Abspaltung vom Synthesetrager
Flusssaure verwendet werden muss. Aus diesem Grund wird immer haufiger auf die
Fmoc-Methode zurlickgegriffen, bei der unter wesentlich milderen Bedingungen
gearbeitet wird. Einen guten Uberblick (iber die Grundlagen der Festphasen-
peptidsynthese bieten sowohl Stewart und Young [79], als auch Gutte [80], einen
Vergleich beider Methoden bieten Lloyd-Williams ef al/ [81]. Einen detaillierten
Uberblick tiber Hintergriinde und Anwendung der Fmoc-Methode bieten Chan et al.
[82]. Im Folgenden wird genauer auf die im Verlaufe der Arbeit angewendete

Fmoc/Bu-Methode eingegangen.
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Diese Methode beruht auf der Kombination orthogonaler Schutzgruppen. So wird die
a-Aminogruppe mit einer basisch abspaltbaren Fmoc-Gruppe geschutzt, wahrend die
reaktiven Seitenketten der Aminosauren mit sauer abspaltbaren Schutzgruppen
geschitzt werden (siehe Tabelle 3.1), um ungewollte Nebenreaktionen an den

Seitenketten zu verhindern.

Tabelle 3.1: In der Arbeit verwendete Schutzgruppen fir die reaktiven Seitenketten der Aminosauren

Aminoséure Schutzgruppe

Asparaginsaure
Glutaminsaure
Serin tert-Butyl
Threonin

Tyrosin

Lysin tert-Butoxycarbonyl

O
Tryptophan (Boc) R)]\o/ N

Asparagin O
Cystein Trityl
R
Glutamin (Trt) O
Histidin O
2,2,4,6,7-Pentamethyl-
R\S//
dihydrobenzofuran-5- O//
Arginin S
sulfonyl
(Pbf)

Alle nicht in dieser Tabelle enthaltenen Aminosduren wurden ohne Schutzgruppen

eingesetzt.
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Die Synthese beginnt mit dem Quellen des Harzes, einer polymeren festen Phase,
auf die die Peptidsequenz aufgebaut wird. Durch das Quellen werden die
funktionellen Gruppen besser zuganglich. Fur die Peptidsynthese stehen
unterschiedliche Harze zur Verflgung, die es ermoglichen, Modifikationen am
C-Terminus des Peptids einzufihren. Je nach Wahl des Harzes und des
Verbindungsstiuckes zwischen Harz und Peptid, dem sogenannten Linker (vgl. Abb.

3.6), kann der C-Terminus des Peptids als Carbonsdure, Carbamid, Ester oder

Thioester gewonnen werden. O

O\/O O\ e)
O\/ O cl
o L v
OH Cl
N g

Trialkoxybenzylamin Wang-Harz 4-Chlorotritylchlorid-Harz

(PAL)-Harz
Abb. 3.6: Einige der gangigsten Harz-Linker

Im Anschluss an das Quellen wird zunachst die Fmoc-Gruppe unter Einwirkung von
Piperidin abgespalten (siehe Abb. 3.7). Hierbei erfolgt zunachst die Deprotonierung
der Schutzgruppe. Durch Umlagerung und anschlieRende Decarboxylierung erfolgt
die Abspaltung der Schutzgruppe unter Bildung einer Carbaminsdure. Die

N-terminale Aminogruppe wird nun mittels Decarboxylierung freigesetzt.

o & o QL
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9
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N
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Abb. 3.7: Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe unter Einwirkung der Base Piperidin
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Im Anschluss an die Abspaltung der Fmoc-Gruppe findet die Kopplung der nachsten
Aminosaure an den entschitzten N-Terminus statt (siehe Abb. 3.8). Bei dieser
Reaktion erfolgt zunachst eine Aktivierung der Aminosaure. Die hierfir verwendeten
Kopplungsreagenzien, Derivate des Benzotriazols (siehe Abb. 3.9), werden zunachst
nukleophil von der Aminosaure angegriffen. Das hierbei gebildete Addukt wird mit
Hilfe einer Base deprotoniert, meist Diisopropylethylamin (DIPEA) oder Collidin,
bevor es zerfallt [83]. Das gebildete Benzotriazol-N-oxid bildet mit der Aminosaure
einen reaktiven Ester, der durch eine Aminogruppe angegriffen wird, sodass die
Peptidbindung zustande kommt. Da sich das gebildete Peptid aufgrund seiner
Stabilitdt dem Reaktionsgleichgewicht entzieht, erfolgt die Peptidbildung mit einer
uber 98 % igen Ausbeute.

/ H H
—N @ N/ R R N\Fmoc R N\Fmoc
r\?/ N wo — ;(A\ TR, SO
| o o NH H~o"0 - DIPEAH* o] o . 0
/ Fmoc ~N s )\
N/ N © N NG ~N N®_- N N\
be N N ('N\ I 7
| N A~V
HATU PR
N N\@
(@)
Fmoc\
NH
Rxgt
Fmoc
o o
+ HoNowa
AN N\ - " N N\
o L o U
\NJ\N/ N~ N § N~ TN
7~ N

Abb. 3.8: Kopplung einer Aminosaure an den entschiitzten N-Terminus eines Peptids mit Hilfe des

Kopplungsreagenzes HATU
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/
—N__/ /
7@/N\ PF o —N g N/
X N\ / N N N
| N © N XN
_ Yy PFg \ | N
N N® N / BFe
\ Y 3 7 NG 4
09 N Cl N \
0©
O-(7-Azobenzotriazol-1 'YI)- (Benzotriazol-1-yloxy)- O-(6-Chlorobenzotriazol-1-yl)-
N.N,N',N*-tetramethyluronium- tripyrrolidinophosphonium- N,N,N,N-tetramethyluronium-
hexafluorophosphat hexafluorophosphat tetrafluoroborat
(HATU) (PyBOP) (TCTU)

Abb. 3.9: Struktur einiger haufig verwendeter Kopplungsreagenzien

Ist eine Aminosaure an das Harz angekoppelt, erfolgt zunachst die Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe, bevor die nachste Aminosaure an die Sequenz angehangt wird.
Nach Abschluss der Synthese erfolgt unter Einwirkung von Trifluoressigsaure (TFA)
die Abspaltung des Peptids vom Harz, sowie die Abspaltung aller Seitenketten-
schutzgruppen. Durch Zugabe von Thioanisol und Ethandithiol zur Abspaltlosung
werden entstehende Radikale und Carbeniumionen abgefangen, die mit den elektro-
nenreichen Seitengruppen der Aminosauren Tyrosin, Tryptophan, Methionin und
Cystein reagieren und diese modifizieren kénnten [82]. Des Weiteren besteht die
Méoglichkeit, oxidiertes Methionin mit Hilfe von Ethandithiol und Chlortrimethylsilan zu
reduzieren. Um das synthetisierte Peptid zu stabilisieren, besteht nach der Synthese
die Mdglichkeit, den freien N-Terminus mit Hilfe von Acetanhydrid zu acetylieren.
Dies verhindert die Ausbildung einer positiven Ladung und stabilisiert auf diese

Weise die Tertiarstruktur des Peptids.

3.3 Elektronen-Paramagnetische-Resonanz Spektroskopie

Die Elektronen-Paramagnetische-Resonanz Spektroskopie (EPR), auch Elektronen-
Spin-Resonanz (ESR) genannt, beschaftigt sich mit der Untersuchung der Wechsel-
wirkung eines Elektronenspins mit seiner Umgebung. Dazu wird die Absorption von

Mikrowellen durch induzierte Ubergénge zwischen den magnetischen Subzustdnden
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des Spins (S) in einem Magnetfeld gemessen. Voraussetzung fir diese Methode ist
also die Anwesenheit mindestens eines ungepaarten Elektrons. Die Feld-
abhangigkeit der Energien der Subzustadnde mit den magnetischen Quantenzahlen
ms + 1/2 und — 1/2 fir eine Elektronenspin S = 2 in einem externen Magnetfeld ist in
Abb. 3.10 graphisch dargestellt. Dabei ist B, die magnetische Induktion.

1 /
+_gBeBO

AE = hv = gB,B,

1
_EgBeBO \

| »

Abb. 3.10: Aufspaltung der Energieniveaux eines Elektronenspins S = /% in einem Magnetfeld mit der
Induktion B,

Die in Abb. 3.10 dargestellte Aufspaltung des Energieniveaus des Grundzustands
wird mathematisch in Gleichung 3.1 beschrieben. Diese Aufspaltung wird auch als

Elektron-Zeeman-Aufspaltung bezeichnet.

AE =gp,.B, Gleichung 3.1

(B, : Bohrsches Magneton; B,: Induktion des externen Magnetfeldes)
Bei g handelt es sich um den sogenannten g-Faktor des Spins, dessen Abweichung
vom g-Faktor des freien Elektrons g, Informationen Uber die chemische Umgebung

des beobachteten Systems enthalt (siehe unten).

Die Population der beiden Energieniveaux wird durch die Boltzmann-Verteilung

dargestellt in Gleichung 3.2 beschrieben.
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n 1
4— _gﬁeBO .
2 _g KT Gleichung 3.2

n

N =

Eine resonante Absorption der resonanten Mikrowellen tritt ein, sobald die
Resonanzbedingungen erfillt sind, also wenn die Quantenenergie der Strahlung
gleich der Zeemanaufspaltung AE ist. Dies tritt unter elektromagnetischer Strahlung

der Frequenz v auf, sobald die in Gleichung 3.3 aufgeflihrte Bedingung erflllt ist.

hv =gp,B, Gleichung 3.3

Bei einem &uReren magnetischen Feld von 0,3 Tesla erfolgt die Resonanz,
ausgehend von dem g-Faktor eines freien Elektrons (g,=2,0023), bei einer Frequenz
von etwa 10 GHz, was einer Wellenlange von 3 cm entspricht. Da dies im Wellen-
ldngenbereich von Mikrowellen liegt, handelt es sich bei der EPR-Spektroskopie um
ein Mikrowellenverfahren. Ublicherweise werden EPR-Messungen bei festgelegter,
kontinuierlich eingestrahlter Frequenz ausgeflhrt und das Magnetfeld wird variiert.
Fur die meisten Systeme wird bei der cw-Spektroskopie (engl.: cw = continuous
wave) ein g-Wert im Bereich von g, gefunden, fiir Ubergangsmetallkomplexe kann
jedoch haufig beobachtet werden, dass der gemessene g-Wert betrachtlich von g,
abweicht. Fir Eisen-Schwefel-Cluster liegen die beobachteten g-Werte in einem

Bereich von g = 1,8 bis 2,2.

Der g-Wert ist eine anisotrope GrolRe, dessen drei Hauptwerte gx, gy und g, von der
Spin-Bahn-Kopplung und der Lage der Liganden abhangig sind und so Informationen
Uber Symmetrie und elektronische Struktur eines beobachteten Ubergangs-
metallkomplexes geben kénnen. Die physikalischen Eigenschaften eines wie oben
beschriebenen Systems lassen sich quantenmechanisch mit Hilfe des Hamilton-
Operators H beschreiben. Dieser beinhaltet die relevanten Beitrdge zur Energie des
Systems. Im Falle der fiur die EPR relevanten elektronischen
Zeeman-Wechselwirkung (EZ) kann ein EPR-Spektrum durch den folgenden

Spin-Hamilton Operator beschrieben werden:
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He, =B.B,gS
ez =PBeBog Gleichung 3.4

Zusatzlich zu der hier genannten Zeeman-Wechselwirkung, kdénnen auch noch
andere Effekte Einfluss auf den magnetischen Zustand des Systems nehmen. Diese
Wechselwirkungen flieRen dann wie in Gleichung 3.5 beschrieben mit in den

Hamilton Operator ein.
H=Hg, +H,s +Hyec +Hyy + Hg Gleichung 3.5

Der Hamilton Operator H setzt sich aus den funf Termen flir die Elektron-Zeeman-
Wechselwirkung H.,, die Nullfeldaufspaltung (engl: zero field splitting) H,.s, die
Hyperfeinwechselwirkung (engl.: hyper fine coupling) H,.., die Kern-Zeeman-
Wechselwirkung H,, und die Kern-Quadrupolwechselwirkung H, zusammen.
Allerdings tritt eine Nullfeldaufspaltung nur far Spins mit S>1/2 auf und die
Hyperfeinwechselwirkung setzt die Gegenwart von Atomkernen mit einem Kernspin
I #0 in Nachbarschaft zum oder im paramagnetischen Zentrum voraus. Die Kern-
Quadrupol-Wechselwirkung setzt zudem die Gegenwart eines messbaren
elektronischen Feldgradienten am Kernort und ein Quadrupolmoment Q =0, also
[>1/2 voraus. Die Kern-Zeeman-Wechselwirkung schlie8lich ist im Allgemeinen so
klein, dass sie flr die Ubliche cw EPR-Spektroskopie keine Rolle spielt.

Da im Verlaufe dieser Arbeit jedoch nur EPR-Messungen durchgefihrt wurden, die
durch die Elektron-Zeeman Wechselwirkung beeinflusst werden, wird im Folgenden

nicht weiter auf die anderen Terme des Hamiltonoperators eingegangen.

3.3.1 EPR von Eisen-Schwefel-Clustern

Wie bereits in Kapitel 1.1 erlautert, kann ein [Fe4S4]-Cluster in den Oxidationsstufen
+1, +2 und +3 vorliegen. Da alle Eisenionen in den Clustern vierfach koordiniert sind,
liegen sie im jeweiligen high spin Zustand vor. Die Eisen(lll)-lonen haben hierbei
einen Spin von S=5/2, die Eisen(ll)-lonen haben einen Spin von S=2.

Der oxidierte [FesS4]*3-Cluster enthalt formal drei Eisen(lll)-lonen und ein Eisen(ll)-

lon. Der durch Ein-Elektron Reduktion zu erhaltende [FesS4]*2-Cluster enthalt formal
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zwei Fe(ll)- und zwei Fe(lll)-lonen. Durch weitere Ein-Elektron Reduktion erhalt man
den [FesS4]*1-Cluster, der formal drei Eisen(ll)-lonen und ein Eisen(lll)-lon enthalt.
Mdssbauer und EPR-Messungen haben jedoch gezeigt, dass die Eisenzentren von
Eisen-Schwefel-Clustern in Wahrheit eine Delokalisation der Valenzelektronen
aufweisen, sodass die Cluster besser durch gemischte Valenzzustande beschrieben
werden kdnnen [84]. Aufgrund von starker Austauschwechselwirkung zwischen den
Elektronenspins ergibt sich flr den [FesS4]*3-Cluster ein Gesamtspin von S=1/2. Der
[FesS4]*2-Cluster hat einen Gesamtspin von S=0, weshalb er kein EPR-Spektrum
zeigt. Der [FesS4]*'-Cluster weist einen Gesamtspin von S=1/2 auf und zeigt im EPR-
Spektrum ein typisches rhombisches Signal mit zwei g-Werten unterhalb von 2,0023
[70, 85]. Die Intensitat der Signale zeigt eine starke Temperaturabhangigkeit, sodass
sie bei Temperaturen oberhalb von 40 K nicht beobachtet werden konnen. Dies
erlaubt eine Abgrenzung zum Signal eines [Fe2So]*'-Clusters mit S=1/2, das
aufgrund einer langsameren Spinrelaxation eine weitaus geringere Temperatur-
abhangigkeit zeigt und deshalb auch noch bei hoheren Temperaturen beobachtet

werden kann [86].

Der oxidierte [FesSa4]*1-Cluster enthalt drei Fe(lll)-lonen, die einen Gesamtspin von
S=1/2 zeigen. Im EPR-Spektrum lasst sich ein fast isotropes Signal bei einem g-Wert
von ca. 2,02 beobachten [57]. Der reduzierte [FesS4]0- Cluster enthalt formal zwei
Eisen(lll)-lon und ein Eisen(ll)-lon und analog zu dem [FesS4]-Cluster liegt auch hier
eine Delokalisierung der Elektronen vor. Der Cluster weist einen Gesamtspin von
S=2 auf [56], weshalb er wegen der Nullfeldaufspaltung mit Hilfe der EPR-
Spektroskopie oft nicht zu beobachten ist. In einigen Fallen konnte jedoch ein
EPR-Signal im Bereich von g=12 beobachtet werden [58], wenn der
Nullfeldparameter D sich im Bereich der X-Band Mikrowellenfrequenz befindet. Ist D,
dessen Grélle von der Symmetrie des beobachteten Metallzentrums abhangt, groer
als die Mikrowellenfrequenz kann kein EPR-Signal beobachtet werden. Hinzu
kommt, dass im Hochfeld ganzzahlige Spinsysteme schwer zu beobachten sind, da

die Signale von geringer Intensitat und groRRer Signalbreite sind [87].
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Der oxidierte [Fe2S2]*2-Cluster enthalt zwei high-spin Eisen(lll)-lonen mit einem Spin
S=5/2, die antiferromagnetisch gekoppelte sind, so dass sich ein Gesamtspin von
S=0 ergibt. Der Cluster kann somit nicht mit Hilfe der EPR-Spektroskopie untersucht
werden. Durch Ein-Elektronen-Reduktion wird der reduzierte Cluster erhalten, der ein
Eisen(ll)-lon und ein Eisen(lll)-lon mit einem Spin von S=5/2 enthalt. Die beiden
Spins koppeln zu einem Gesamtspin von S=1/2, so dass der Cluster paramagnetisch
ist und im EPR-Spektrum ein rhombisches Signal ahnlich dem des [FesS4]-Clusters

[88] zeigt, das jedoch weniger temperaturabhangig ist (siehe oben).

Die EPR-Spektroskopie ist somit zur ldentifizierung des Clusters innerhalb der

meisten beobachteten Systeme geeignet.

3.4 Zyklovoltammetrie

Die Voltammetrie ist eine elektrochemische Analysemethode, bei der Stromsignale
als eine Funktion der angelegten Spannung registriert werden. Anhand dieser
Messungen lassen sich Aussagen Uber die elektrochemischen Eigenschaften einer
Probe, wie in dieser Arbeit das elektrochemische Potential, treffen. Heute steht eine
Vielzahl voltammetrischer Methoden zur Verfligung. Im Folgenden soll genauer auf
die im Verlauf dieser Arbeit angewendete Zyklovoltammetrie eingegangen werden.
Mit dieser Methode ist es moglich, zusatzlich zu den Informationen Gber die Thermo-
dynamik von Redoxprozessen auch Informationen Uber die Kinetik heterogener

Elektronentransferreaktionen zu gewinnen.

Potentiostat

]

S
(0] (0]
8 £ 8
£ 3 g
< 4 (0}
Elektrolyt
Abb. 3.11: Schematische Darstellung einer Apparatur fir Zyklovoltammetrie
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3 Grundlagen

Wie in Abb. 3.11 dargestellt, besteht die Apparatur aus drei in einen Elektrolyten
eingetauchten Elektroden. Bendtigt werden eine Messelektrode, die meist aus Gold,
Platin oder Graphit besteht, eine Gegenelektrode und eine Referenzelektrode. Die
Referenzelektrode wird genutzt, da es nicht maoglich ist, ein Potential absolut zu
bestimmen, sondern nur relativ zu einem anderen Potential. Deshalb wird das
Potential der Arbeitselektrode, bezogen auf das Potential der Referenzelektrode
angegeben. Als Referenzelektrode kénnen zum Beispiel Ag/AgCl oder Kalomel-

elektroden verwendet werden.

Bei der Zyklovoltammetrie wird mit Hilfe eines Potentiostaten an der Arbeitselektrode

eine Dreiecksspannung angelegt (Abb. 3.12):

»
»

Potential m

Al

v

Zeit

Abb. 3.12: Graphische Darstellung der an die Arbeitselektrode angelegten Dreiecksspannung

Bei der angelegten Dreiecksspannung wird zunachst ein Startpotential £s angelegt,
welches anschlieBend linear verandert wird. Nachdem das linear veranderte
Potential £(¢) das Umkehrpotential £, erreicht hat, wird es wieder linear zum Start-

potential zurlickgeflhrt.

Die Potentialanstiegsgeschwindigkeit v lasst sich dabei mit Hilfe der folgenden

Gleichung berechnen:

_dE

v=——
at Gleichung 3.6

Ist die Geschwindigkeit des Potentialanstiegs gering, so ist das zu messende System

in der Lage, den Anderungen durch elektrochemische Reaktion der Probe an der
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3 Grundlagen

Elektrode zu folgen. Steigt die Geschwindigkeit des Potentialanstiegs an oder
beobachtet man eine langsame Reaktion, die den Potentialanderungen nicht so
schnell folgen kann, so besteht die Mdglichkeit, auch kinetische Informationen zu
erhalten. Die oben genannten Informationen kdnnen dem erhaltenen Zyklovoltam-

mogramm (vgl. Gleichung 3.6) enthommen werden.

<
Pox—Y Reduktion
& E/V &
Abb. 3.13: Typisches Zyklovoltammogramm eines reversiblen Redoxprozesses

Das in Abb. 3.13 dargestellte Zyklovoltammogramm zeigt in der ersten Halfte die
Oxidation der reduzierten Probe, in der zweiten Halfte die Umkehrung, also die
Reduktion der gerade oxidierten Probe. Die gemessene Differenz der Potentiale Preq
und Pox liegt bei 0,059 V/n, wobei n fur die Anzahl transferierter Elektronen pro
Molekul steht. Das elektrochemische Potential P der gemessenen Probe wird durch

den Mittelwert aus den gemessenen Potentialen Preq und Pox bestimmt.

Die Konzentrationen oxidierter und reduzierter Probe an der Elektrode lassen sich

mit Hilfe der Nernst-Gleichung (Gleichung 3.7) bestimmen.

g4 BT, Co
nF ¢

Gleichung 3.7

red

(E: angelegte Spannung; R: Gaskonstante; 7: Temperatur in K; F Faraday-

Konstante)

Das Voltammogramm lasst sich wie folgt erklaren: Das anfangs gewahlte Potential

liegt deutlich unterhalb des Standardpotentials £? fur die Oxidation der reduzierten
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3 Grundlagen

Probe. Aus diesem Grund bildet sich zunachst die Helmholtz-Doppelschicht an der
Grenze von Elektrode und Elektrolyt, sodass nur kapazitive Strome flieRen. Kommt
das Potential im Verlauf der Potentialanderung in den Bereich um £Y9, kann ein
Stromfluss beobachtet werden, verursacht durch die Oxidation der reduzierten
Probe. Je positiver das Potential wird und je naher das Potential £2 kommt, desto
mehr reduzierte Probe wird umgesetzt, wodurch die Konzentration der reduzierten
Probe an der Elektrode abnimmt. Dies fuhrt zu einer Erhdhung des Konzentrations-
gradienten dcreq / dx zwischen Lésung und Elektrode, weshalb sich der Teilchenfluss
in Richtung des Gradienten erhéht. Entsprechend der Gleichung 3.8 flhrt dies zu

einem erhohten Stromfluss /.

dc,,
ax

I =nFAD

Gleichung 3.8

(A: Elektrodenflache; O Diffusionskoeffizient der Probe)

Erreicht das Potential den Wert des Standardpotentials und Ubersteigt diesen, ist
kaum noch reduzierte Probe an der Elektrodenoberflaiche vorhanden, sodass die
Diffusion der reduzierten Probe aus der Lésung in Richtung Elektrode maximal wird,
bevor sie aufgrund mangelnder Konzentration an reduzierter Probe in Elektroden-
nahe abnimmt. Dies ist im Zyklovoltammogramm anhand eines Peaks zu erkennen.
Zum Zeitpunkt, an dem die Spannung umgekehrt wird, um die gerade oxidierte
Probe wieder zu reduzieren, liegt noch eine hohe Konzentration oxidierter Probe an
der Elektrode vor. Wird nun der Wert des Standardpotentials erreicht, wird die
Bildung der reduzierten Probe bevorzugt. Analog zu der gerade beschriebenen
Oxidation findet nun die Reduktion statt. Auch hier ist ein Peak im Zyklovoltam-
mogramm zu erkennen, jedoch mit umgekehrtem Vorzeichen. Handelt es sich um
eine vollstandig reversible Reaktion, ist der Peakstrom /p diffusionskontrolliert. Ein

solcher Prozess wird durch die Randles-Sevéik-Gleichung (Gleichung 3.9)

InFDv

beschrieben:
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3 Grundlagen

Bei vollstandig reversiblen Prozessen ist /77¢9= [p%x und somit sind die Peaks fir die
Oxidation und die Reduktion gleich hoch (vgl. Abb. 3.13).

Zusatzlich zu Messungen in Losungen besteht auch die Moglichkeit, die Arbeits-
elektrode zu beschichten und die Probe an die Elektrode zu binden. Da die Probe
nun fest an die Elektrode gebunden ist, beruht die Abnahme des Stroms nicht mehr
auf der Diffusionsbegrenzung, sondern sie beruht auf der vollstdndigen Oxidation
bzw. Reduktion der Probe. Dies zeigt sich auch in dem in Abb. 3.14 gezeigten, etwas

anderen Erscheinungsbild des Zyklovoltammogramms (vgl dazu Abb. 3.13).

lin A

v

E in mV

Abb. 3.14: Typisches Zyklovoltammogramm einer an die Elektrode gebundenen Probe [89]

Auf den Kurvenverlauf des Zyklovoltammogramms haben diverse Faktoren Einfluss.
So spielen zum Beispiel die Art der Elektrode und deren Geometrie ebenso eine
Rolle wie das Standardpotential und die Konzentration der Probe. Weiteren Einfluss
nehmen die Potentialanstiegsgeschwindigkeit sowie die Kinetik der Elektroden-
reaktion und eventuell beteiligte chemische Reaktionen. Fur eine detailliertere
Beschreibung der theoretischen Grundlagen empfehlen sich die Ubersichtsartikel
von Mabbott [90], Kissinger [91] und Evans [92] sowie Standardlehrblcher Uber
Instrumentelle Analytik.
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4 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der durchgeflhrten Arbeiten
vorgestellt und diskutiert.

4.1 Identifizierung der synthetisierten Peptide

Zunachst wurden die Peptidsequenzen, die als Maquettes dienen sollen, mit
Hilfe der Festphasenpeptidsynthese synthetisiert. Um sicherzustellen, dass es
sich bei der gewonnen Sequenz um das gewinschte Peptid handelt, wurden
nach praparativer HPLC-Aufreinigung MALDI-TOF MS Spektren der jeweiligen
Proben angefertigt. Da bei der Peptidsynthese die Aminosauren kontrolliert
nacheinander gekoppelt werden, wird hier davon ausgegangen, dass die
korrekte molare Masse des Peptids auch der korrekten Sequenz entspricht. In
Abb. 4.1 wird exemplarisch das MALDI-Spektrum des Peptids DmsB-P gezeigt.
1909 DmsB-P C27S 3,\,,6: e

80

60 |

Intensitat / %

40

20 4

1822,18
] M’lﬂp
0 L sl . Lk .

L
T 1 1 T " 1
1000 2000 3000 4000 5000

Masse m/z

Abb. 4.1: MALDI-TOF MS Spektrum des Peptids DmsB-P C27S mit einer erwarteten Masse
von 3641,2 g/mol

Zusatzlich zu dem erwarteten Signal, das der berechneten Masse von
3641,2 g/mol des gewlnschten Peptids entspricht, ist ein Signal zu erkennen,

das der Halfte des berechneten Molekulargewichtes entspricht. Dies beruht auf
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4 Ergebnisse und Diskussion

der Darstellung des Spektrums, das nicht die absolute Masse, sondern den
Quotienten aus Masse und Ladung des Molekuls wiedergibt. Es handelt sich
hierbei also nicht um eine Fehlsequenz, sondern um das gewunschte, durch die
lonisation doppelt positiv geladene Molekll. Die entsprechenden MALDI-

Spektren der tbrigen Peptide sind im Anhang in Kapitel 10.2 aufgefihrt.
Es ist gelungen, die Peptide mit einer Ausbeute zwischen 3 % und 10 %

bezogen auf die eingesetzte Menge Harz zu gewinnen. Eine genaue Auflistung

der Ausbeute des jeweiligen Peptids ist in Tabelle 4.1 zusammengefasst.

Tabelle 4.1: Ausbeuten, mit denen die Peptide gewonnen wurden, bezogen auf die eingesetzte

Menge Harz
DmsB DmsB DmsB DmsB DmsB DmsB DmsB DmsB DmsB
Wildtyp | C27S C27T Cc27Y C27TF | C27TW | C27V c4Y C4F
35% [ 6,2% | 96% | 89% [285%| 29% [985% | 52% | 42 %

4.2 Rekonstitution des Clusters

Um den Cluster in die synthetisierten Peptide einzubauen, wurde das hier im
Hause angewendete, von Hong und Rabinowitz entwickelte [93] und von Moura
et al. [8] modifizierte Protokoll zur Rekonstitution eines [FesS4]-Clusters als
Basis verwendet. Hierbei wird das Peptid zunachst mit Hilfe von
B-Mercaptoethanol reduziert, bevor durch Zugabe von Eisenchlorid- und
Natriumsulfid-Lésungen im Uberschuss die Rekonstitution initiiert wird (siehe
Material und Methoden). Es stellte sich jedoch heraus, dass die laut Protokoll
uber Nacht dauernde Inkubation der Rekonstitutionslosung in diesem Fall nicht
anwendbar war, da immer eine Eisensulfidbildung und die daraus resultierende
Fallung anstelle der Clusterrekonstitution zu beobachten war. Um die Fallung
zu vermeiden, wurde die Rekonstitutionszeit anhand des Peptids DmsB C27S
optimiert. Nach ca. 300 Minuten Rekonstitutionszeit kann das Einsetzen der

oben beschriebenen Fallung von Eisenchlorid beobachtet werden. Hatte diese
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Fallung einmal stattgefunden, konnte kein Cluster mehr aus der
Rekonstitutionslosung gewonnen werden. Es ist wahrscheinlich, dass auch die
den Cluster bildenden Eisen- und Schwefelatome ausfallen, sobald die Fallung
einsetzt. Da die optimale Rekonstitutionszeit in einem Bereich zwischen 0 und
270 Minuten zu liegen scheint, wurden durch Variation der Rekonstitutionszeit

in diesem Zeitrahmen die Rekonstitutionsbedingungen optimiert.

Um den Einfluss der Rekonstitutionszeit auf die Menge und auf die Art des
gebildeten Clusters zu bestimmen, wurden aus einer Stammlésung nach
unterschiedlichen Rekonstitutionszeiten Aliquots entnommen, von denen eine
oxidierte und eine mit Dithionit reduzierte Probe erstellt wurden. Welche
Rekonstitutionszeit zu einem optimalen Verhaltnis von [Fes3S4]-Cluster zu
[FesS4]-Cluster fuhrt, wurde mit Hilfe der EPR Spektroskopie durch Vergleich

der Sigalintegrale bestimmt.
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g-Wert g-Wert
22 21 2 19 18 17 22 21 2 19 18 17

10K [3Fe-4S] 10K [4Fe-4S]

270 Min 270 Min

180 Min 180 Min

310 330 350 370 390 310 330 350 370 390
Magnetisches Feld / mT Magnetisches Feld / mT

Abb. 4.2: Continuous Wave EPR-Spektren der Eisen-Schwefel-Cluster nach unterschiedlicher
Rekonstitutionszeit
Links: Spektren des rekonstituierten, oxidierten [FesS4]'* Clusters. Das Spektrum ist
Uberwiegend isotrop mit einem ga=2,007. Eine zu beobachtende
Hochfeld-Komponente bei 1,96 und die Linienform deuten auf eine Variation in der
Clusterkonformation hin. Rechts: Spektren der mit Dithionit reduzierten Proben. Das
Spektrum ist typisch fir einen [FesS4]'*-Cluster, mit den g-Werten g-=2,04, gy=1,93
und gx=1,90. Rekonstitutionsbedingungen: Anaerob, Raumtemperatur, pH 8,3,
Rekonstitutionszeit: 0 min (rot), 0 min simuliert (grau gestrichelt), 90 min (grtin), 180
min (schwarz) und 270 min (magenta). Experimentelle Parameter: Temperatur 10 K|
Mikrowellenfrequenz 9.421 GHz, Modulationsamplitude 1 mT, Mikrowellenleistung
20 mWw.
Die Simulation des [FesSa]-Clusters berilicksichtigt die Verzerrung der Linienform

verursacht durch die Heterogenitat des Clusters.

Die experimentell bestimmten g-Werte, die fir die Proben mit unterschiedlichen

Rekonstitutionszeiten gemessen wurden, sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.

40



4 Ergebnisse und Diskussion

Die Werte sind typisch fir den jeweiligen Cluster und bestatigen somit eindeutig

die Clusterrekonstitution.

Tabelle 4.2: Ubersicht Uber die erhaltenen g-Werte fiir die unterschiedlichen

Rekonstitutionszeiten optimiert anhand des Peptids DmsB-P C27S

0 Min 90 Min 180 Min 270 Min
reduziert | oxidiert | reduziert | oxidiert | reduziert | oxidiert | reduziert | oxidiert
Ox 1,90 1,90 1,90 1,90
Oy 1,93 1,93 1,93 1,93
0z 2,04 2,04 2,04 2,04
Qiso 1,96 2,01 1,96 2,01 1,96 2,01 1,96 2,01

Der [FesS4]-Cluster ist in seiner oxidierten Form paramagnetisch mit einem Spin
S=1/2 und hat die formale Oxidationsstufe +1. Durch Ein-Elektron-Reduktion
kann der Cluster in die Oxidationsstufe [Fe3S4]° Uberfihrt werden. Diese
Oxidationsstufe mit einem Spin S=2 ist ebenfalls paramagnetisch, was mit Hilfe
der Moéssbauer Spektroskopie und der MCD-Spektroskopie (Magnetic Circular
Dichroism) nachgewiesen werden konnte [94]. Diese Oxidationsstufe ist
normalerweise mit Hilfe der EPR Spektroskopie nicht detektierbar, jedoch kann
manchmal in einem Bereich von g~12 ein Signal beobachtet werden (vgl.
Kapitel 3.3.1).

Das Spektrum des [Fe3S4]-Clusters in Abb. 4.2 ist vorwiegend isotrop mit einem
durchschnittlichen g-Wert von gay,~2,007. Ein weiteres Signal kann bei einem
Wert um g=1,96 beobachtet werden. Dieses Signal deutet zusammen mit der
Form des EPR-Signals auf eine Variation in der Clusterkonformation des
rekonstituierten [FesS4]-Clusters hin. Ein ahnlicher Effekt wurde bereits friher
unter anderem fir das Ferredoxin Il aus Desulfovibrio gigas beschrieben. Er
wurde der Heterogenitat des Clusters zugeschrieben, die auf unterschiedlichen
Konformationen oder Ligationen beruhen kann [95]. Zusatzlich wurde eine
pH-Wert Abhangigkeit des [Fe3S4]-Cluster Signals beobachtet [96].
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Der [FesS4]-Cluster hat in seiner oxidierten Form die Oxidationsstufe +2 und ist
aufgrund des Spins (S = 0) diamagnetisch. Durch eine Ein-Elektron-Reduktion
erhalt der Cluster einen Spin von S= 1/2, sodass er paramagnetisch ist. Das
Spektrum in Abb. 4.2 zeigt die gleichen g-Werte, wie sie flr den
[FesS4]*-Cluster des PsaC, einer Untereinheit des Photosystems |, gefunden
werden [97]. Das beobachtete Spektrum ist somit typisch fur Eisen-Schwefel-
Cluster Proteine mit niedrigem Potential (LoPIP) (vgl. Kapitel 1.1).

Einen besseren Vergleich der Clusterrekonstitution bei unterschiedlichen
Rekonstitutionszeiten ermoglichen die in Abb. 4.3 dargestellten Doppelintegrale
der Signalintensitaten der Spektren aus Abb. 4.2. Alle hier und im weiteren
Verlauf der Arbeit angegebenen Verhéltnisse von rekonstituiertem
[FesS4]-Cluster zu [FesS4]-Cluster basieren auf der Simulation der Spektren
(vgl. Abb. 4.2) und anschlielRender Doppelintegration.

[FesS4]-Cluster
124
3
@?2 10+
g 8- .
£
B
£ 47 . [FesS4]-Cluster
%2 1 . \\\\ I
. -
0

(I) 5IO 1|00 1|50 2b0 2|50 300
Rekonstitutionszeit / Min

Abb. 4.3: Doppelintegral der Intensitat des EPR-Signals, dargestellt als eine Funktion der Zeit
Der rote Graph zeigt die Stabilitat des rekonstituierten [FesS4]-Clusters im Verlauf der
Zeit unter anaeroben Bedingungen bei Raumtemperatur. Der blaue Graph stellt die
Entwicklung des Signals der mit Dithionit reduzierten Probe dar, das der Reduktion

des [FesS4]2*1+-Clusters zugeordnet werden kann. Die experimentellen Bedingungen
der EPR-Spektren entsprechen denen in Abb. 4.2.
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Es ist deutlich zu erkennen, dass es gelungen ist, einen [Fe3S4]-Cluster an das
Peptid zu binden. Es wurde beobachtet, dass sich der gebildete [FesS4]-Cluster
mit zunehmender Rekonstitutionszeit zu einem [FesS4]-Cluster umsetzt. Der
letzte Punkt der Messreihe weicht in seinem Verhalten von der vorherigen
Entwicklung des Verhéltnisses von [FesSs] zu [FesS4]-Cluster ab. Es ist zu
beobachten, dass die Konzentration des [Fes3S4]-Clusters steigt, wahrend die
Konzentration des [FesS4]-Clusters sinkt. Da dieser Messpunkt bei 270 Minuten
kurz vor dem Zeitpunkt liegt, bei dem die vollstandige Fallung des in der Lésung
vorhandenen Eisensulfids zu beobachten ist, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die Fallung bereits einsetzt und einen Einfluss auf die
beobachteten Cluster hat. Da eine Fallungsreaktion wahrend der Cluster-
rekonstitution und der darauf folgenden Messungen vermieden werden soll,
sollte die Clusterrekonstitution bei einer Rekonstitutionszeit durchgefihrt

werden, die unterhalb von 270 Minuten liegt.

Es konnte somit eine deutliche Abhangigkeit des Konzentrationsverhaltnisses
von [FesS4]-Cluster zu [FesS4]-Cluster von der Rekonstitutionszeit
nachgewiesen werden. Die Integration der EPR-Signale zeigt, dass bei einer
Aufarbeitung der Probe direkt nach Zugabe des letzten Rekonstitutions-
reagenzes (Rekonstitutionszeit = 0 Min) etwa 57 % [Fe3S4]-Cluster und 43 %
[FesS4]-Cluster vorliegen. Bei einer Rekonstitutionszeit von 180 Minuten hat
sich das Verhaltnis auf etwa 15 % [Fe3S4]-Cluster zu 85 % [FesS4]-Cluster

verschoben. Der Fehler in der Bestimmung der Konzentrationen liegt bei £ 5 %.

Aus diesen Ergebnissen resultiert, dass ein optimales Verhaltnis von
[FesS4]-Cluster zu [FesSs]-Cluster erhalten wird, wenn die Aufarbeitung der
Probe, die etwa 45 Minuten in Anspruch nimmt, sofort nach der Zugabe des

letzten Rekonstitutionsreagenzes erfolgt.
Die hier beobachtete Umwandlung des einen Clusters in den anderen kann

jedoch nicht nur in den hier verwendeten Peptiden beobachtet werden, sondern

sie wird auch von der Natur genutzt. So ist zum Beispiel bekannt, dass die
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Aconitase in ihrer aktiven Form einen [FesS4]-Cluster bindet, wahrend in der
inaktiven Form ein [FesS4]-Cluster vorliegt. Ahnliches findet man auch fiir die
beiden Ferredoxine Fdl und Fdll von Desulfovibrio gigas. Sie weisen identische
Proteinsequenzen auf, unterscheiden sich aber durch den eingebauten Cluster,
wobei das Fdl einen [FesS4]-Cluster und das Fdll einen [FesS4]-Cluster enthalt.
Sowohl bei der Aconitase als auch bei den Ferredoxinen ist bekannt, dass sich

die Cluster ineinander umwandeln lassen.

4.3 Rekonstitutionsmechanismus

Der Rekonstitutionsmechanismus, mit dem die Bildung des Clusters erfolgt, ist
bisher noch nicht abschliel3end geklart. Am weitesten verbreitet ist die Theorie,
dass sich der [FesS4]-Cluster bereits wahrend der Rekonstitution mit dem in der
Lédsung vorhandenen 3-Mercaptoethanol als Liganden bildet. Erst nachdem der
Cluster vollstandig gebildet vorliegt, soll das B-Mercaptoethanol von dem

Protein oder Peptid als Ligand verdrangt werden [98].

Da die Spektren in Kapitel 4.2 eindeutig die Prasenz eines an das Peptid
gebundenen [Fes3Ss]-Clusters zeigen, ist dieser Rekonstitutionsmechanismus
mit den beobachteten Spektren nicht zu vereinbaren. Es ist davon auszugehen,
dass zumindest das vierte Eisenatom des [FesSs]-Clusters erst in den Cluster
eingefligt wird, wenn dieser schon an das Peptid gebunden ist. Um diese
Vermutung zu untermauern, wurden im Rahmen dieser Arbeit weitere Versuche
durchgefiihrt. So war eine Rekonstitution, die entsprechend dem in Kapitel 8.9
beschriebenen Standardprotokolls allerdings ohne Peptidzugabe durchgefiihrt
wurde, nicht erfolgreich, da sofort nach Zugabe des letzten Rekonsitutions-
reagenzes die Eisensulfidfallung einsetzt. Geht man jedoch davon aus, dass
das Peptid nicht zur Bildung eines Clusters bendtigt wird, sollte es mdglich sein,
eine Clusterrekonstitution auch in Abwesenheit eines Peptids mit Hilfe von
UV/Vis- und EPR-Spektroskopie zu beobachten. Auch dieses Ergebnis steht im
Widerspruch zu der bisher gangigen Theorie Uber den Rekonstitutions-
mechanismus und unterstitzt die Vermutung, dass der Cluster ohne Peptid

nicht vollstandig gebildet wird.
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In einem weiteren Versuch wurde der synthetisch hergestellte Cluster
(EtaN)3[FesS4(SEt)s] sowohl zu dem Peptid DmsB-P C27Y als auch zu dem
Peptid DmsB-P C27F gegeben. Der synthetisierte Cluster wird von Ethanthiol-
Liganden koordiniert, die mit Mercaptoethanol vergleichbar sind. Mit beiden
Peptiden konnte keine Einbindung des Clusters in das Peptid beobachtet
werden. Da bei dem Peptid DmsB-P C27Y durch Clusterrekonstitution in
Ldsung (vgl. Kapitel 8.9) bestatigt wurde, dass dieses Peptid in der Lage ist,
einen Cluster zu binden, muss es einen anderen Grund daflr geben, dass der
synthetisierte Cluster nicht an das Peptid gebunden wird. Eine mdgliche
Erklarung ware, dass das Peptid nicht in der Lage ist, die anfanglichen

Liganden zu verdrangen.

Alle hier aufgefuhrten Ergebnisse der durchgeflihrten Versuche deuten darauf
hin, dass der bisher favorisierte Mechanismus der Clusterrekonstitution anders
ablauft, als bisher vermutet. Die oben dargestellten Ergebnisse zeigen, dass
eine Rekonstitution des Clusters in das Peptid erreicht werden kann. Da das
Peptid jedoch wahrscheinlich nicht in der Lage ist, das Mercaptoethanol als
Ligand zu verdrangen, scheint die Clusterbildung allein auf der Wechselwirkung
zwischen dem Peptid und den Eisenionen in der Lésung zu basieren. Das
Peptid scheint dabei zunachst eine stabilisierende Wirkung auf die Lésung
auszuliben, da ohne die Gegenwart eines Peptids sofort eine Eisensulfidfallung
zu beobachten ist. Diese Stabilisierung kénnte auf der Wechselwirkung der
Thiolgruppen der Cysteinreste des Peptids mit den Eisenatomen der
Rekonstitutionslésung beruhen. Entsprechend dem vorgegebenen Sequenz-
motiv (CxxCxxC) bietet sich eine gunstige Anordnung, sodass diese Wechsel-
wirkung ebenfalls die Clusterrekonstitution initiieren kann, indem ein Peptid
sukzessive mehrere Eisenatome koordiniert und somit die sterischen Voraus-
setzung fir die Bildung eines Clusters mit den in der Lésung vorhandenen
Sulfidionen erfillt. Die Clusterrekonstitution findet somit ohne Beteiligung des in

der Lésung vorhandenen B-Mercaptoethanols statt.
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4.4 UV/Vis Spektroskopie

Nachdem die Konzentration der Probe vor der Rekonstitution mit Hilfe des
Ellman-Tests bestimmt und die Rekonstitution des Clusters dem Protokoll
entsprechend durchgefihrt wurde, konnten UV/Vis-Spektren der Proben
aufgenommen werden. Da die Spektren aller Proben nahezu identisch sind, ist
in Abb. 4.4 reprasentativ das fir DmsB-P C27S aufgenommene Spektrum

gezeigt.

1,5 1
DmsB-P C27S

---- oxidierte Probe

—— reduzierte Probe

Absorption

0,0 .

T T T T T T T
400 500 600 700 800
Wellenlange / nm

Abb. 4.4: UV/Vis-Spektrum der oxidierten und der reduzierten Probe des Peptids DmsB-P
C27S in 50 mM Tris pH 8,3

Das UV/Vis-Spektrum der oxidierten Probe in Abb. 4.4 zeigt eine breite Absorp-
tionsbande im Bereich um 420 nm. Es handelt sich hierbei um eine charge-
transfer Bande zwischen den Schwefel- und den Eisenatomen der Cluster. Die
Intensitat dieser Bande ist in den Spektren der reduzierten Proben bei 420 nm
um etwa 90 % geringer. Dieser Ruckgang der Absorption bei 420 nm, entspricht
in dieser Form den typischen UV/Vis-Spektren von Eisen-Schwefel-Clustern,
wie sie in der Literatur beschrieben sind [66], sodass davon ausgegangen
werden kann, dass die Peptide einen Eisen-Schwefel-Cluster gebunden haben.
Der Anstieg der Absorption unterhalb von 400 nm in der reduzierten Probe wird
von dem zur Reduktion zugegebenen Dithionit verursacht [65]. Da die UV/Vis
Spektren von [FesSs]-Clustern und [FesSs]-Clustern fast identisch sind, muss

zur weiteren Charakterisierung die EPR-Spektroskopie herangezogen werden.
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4.5 EPR-Spektroskopie

Um den Einfluss der einzelnen koordinierenden Cysteine auf die Bindung des
Clusters zu verdeutlichen, wird in Abb. 4.5 eine Simulation des in dieser Arbeit
verwendeten Peptids DmsB-P mit koordiniertem Cluster dargestellt. Zusatzlich
zu dem in grau dargestellten Peptid ist in violett die Bindungsregion des
[FesSs]-Clusters der E. coli Nitratreduktase A gezeigt, welche unter den

kristallisierten Proteinen die gréfte Homologie zu der Sequenz des Peptids
DmsB-P zeigt. (q

P

Abb. 4.5: Bindungsmotiv eines [FesS4]-Clusters

Der graue Peptidstrang stellt die Simulation der wahrend dieser Arbeit verwendeten
Peptidsequenz DmsB-P dar. Der violette Strang zeigt einen Ausschnitt aus der
Kristallstruktur der E£. coli Nitratreduktase A (nach PDB: 1Q16), die einen
[FesS4]-Cluster koordiniert. Die Nummerierung der Cysteine bezieht sich auf die
Position der Aminosaure im Peptid. An Stelle des Cys 27 ist im Protein ein
Tryptophan lokalisiert. Die Erstellung des Homologiemodells erfolgte mit Hilfe des
Protein Structure Prediction Server (PS2), der Vergleich der Strukturen erfolgte mit
dem PDB-Viewer.

Ein Vergleich der beiden dargestellten Sequenzen zeigt, dass eine grole
Ahnlichkeit zwischen den beiden Strukturen besteht. Bei beiden Peptiden wird
der Cluster durch die Cysteine 4, 24 und 30 koordiniert, wahrend das nicht

koordinierende Cystein in Position 27 auf die potentielle Bindungsstelle eines
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vierten Eisenatoms ausgerichtet ist. Die Aminosaure in Position 27 scheint
somit ein entscheidender Faktor bei der Koordinierung des vierten Eisenatoms

wahrend der Clusterbildung zu sein.

In Tabelle 4.3 sind die g-Werte aufgefiihrt, die zu den in Abb. 4.6, Abb. 4.7 und
Abb. 4.8 dargestellten EPR-Spektren der synthetisierten Peptide gehoren.

Tabelle 4.3: Aus den EPR-Spektren der Peptide DmsB-P, DmsB-P C27S, DmsB-P C27Y,
DmsB-P C4Y und DmsB-P C4F erhaltene g-Werte

DmsB-P DmsB-P C27S DmsB-P C27Y
reduziert oxidiert reduziert oxidiert reduziert oxidiert
Ox 1,88 1,90 1,89
gy 1,93 1,93 1,93
9z 2,05 2,04 2,04
Qiso 1,96 2,00 1,96 2,01 1,95 2,00
DmsB-P C4Y DmsB-P C4F
reduziert oxidiert reduziert oxidiert

Ox 1,90 1,91

9y 1,93 1,94

9z 2,04 2,04

Qiso 1,96 2,01 1,96 2,02

Die ermittelten g-Werte sind typisch fir den jeweils beobachteten [Fe3S4]- bzw.
[FesS4]-Cluster, sodass die Signale eindeutig dem entsprechenden Eisen-
Schwefel-Cluster zugeordnet werden kdnnen (vgl. Kapitel 4.2). Die g-Werte
sind fur das “Wildtyp”-Peptid und die darauf basierenden Modifikationen nahezu
identisch, sodass nur fur die Aminosaure in Position 27 ein geringer Einfluss auf
die elektronische Struktur des Eisen-Schwefel-Clusters beobachtet werden

kann. Der groRte Effekt konnte fir die Mutation von Cytein 27 zu Serin
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beobachtet werden. Die GroRe der Aminosauren, sowie deren Polaritat und
Hydrophilie haben einen Einfluss auf die geometrische Struktur des Clusters,
der sich in kleinen Abweichungen der g-Werte &uflert. Das in Abb. 4.6
dargestellte EPR-Spektrum zeigt die oxidierte und die Dithionit-reduzierte Probe

des Peptids DmsB-P, das keine Mutationen enthalt.

10K DmsB-P

[FesS4]-Cluster

“

/

[FesS4]-Cluster

310 330 350 370 390
Magnetisches Feld / mT

Abb. 4.6: EPR-Spektrum des Peptids DmsB-P
Der rote Graph stellt das Spektrum der oxidierten Probe dar, der blaue Graph das
Spektrum der mit Dithionit reduzierten Probe. Die Messbedingungen entsprechen
denen in Abb. 4.2

Anhand des Spektrums ist zu erkennen, dass das Peptid, das das DmsB-
Bindungsmotiv. ohne Mutationen umfasst, fast ausschliel3lich den
[FesS4]-Cluster enthalt. Das Verhaltnis von gebildetem [FesSs]-Cluster zu
[FesS4]-Cluster entspricht den Ergebnissen einer Rekonstitution mit einem
Modellpeptid fir einen [FesS4]-Cluster aus PsaC [66]. Der Anteil an
[FesSs]-Cluster ist so gering, dass er als vernachlassigbares Artefakt der
Clusterrekonstitution betrachtet wird. Die Bildung des [FesS4]-Clusters
entspricht dem Verhalten, das fir das DmsB Protein ohne Mutationen
beobachtet wird und deutet darauf hin, dass Peptid und Protein ein vergleich-
bares Verhalten zeigen. Mutationen am Cystein 27 des Bindungsmotivs
zeigten, dass der Austausch des Cysteins zu den unpolaren Aminosauren

Phenylalanin, Valin und Tryptophan zum Verlust der Cluster-Rekonstitutions-
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fahigkeit fuhrt. Das Cystein an dieser Stelle des Bindungsmotivs scheint also
eine wichtige Funktion fir die Clusterrekonstitution zu haben. Mutationen dieses
Cysteins zu Serin, Threonin und Tyrosin ermdglichen allerdings die gewlinschte
Rekonstitution eines Clusters. Da es sich bei Serin, Threonin und Tyrosin im
Gegensatz zu den anderen eingesetzten Aminosauren um polare Aminosauren
mit einer Hydroxygruppe in der Seitenkette handelt, kann davon ausgegangen
werden, dass die Hydroxygruppe Voraussetzung fur die Rekonstitution des
Clusters ist. Der sterische Anspruch der an dieser Position eingefuhrten Amino-
saure dagegen scheint keinen Einfluss auf die Clusterrekonstitution zu haben,
da sowohl die Aminosduren Tyrosin und Phenylalanin als auch Threonin und
Valin jeweils in ihrer GroRe vergleichbar sind. Trotz dieser Vergleichbarkeit
weisen sie ein Vvollig unterschiedliches Rekonstitutionsverhalten auf,
wohingegen die Aminosauren unterschiedlicher GroRe, aber vergleichbarer
Polaritat ein ahnliches Rekonstitutionsverhalten zeigen. Dieses Verhalten steht
im Gegensatz zu den Beobachtungen, die von Rothery ef al bei den am
gesamten Protein DmsB durchgefuhrten Mutationen gemacht wurden [72]. In
diesem Falle fand immer eine Clusterrekonstitution statt, jedoch wurde die
Abhangigkeit der Art des gebildeten Clusters von der GréRe der eingefuhrten
Aminosaure beobachtet, die Polaritat schien keine Rolle zu spielen. Die Abwei-
chung der in der Literatur beschriebenen Effekte von den hier beobachteten
Effekten kann durch die unterschiedliche Umgebung des Clusters begrindet
werden. Da es sich bei DmsB um ein groles, relativ starres Protein handelt, in
dem die Bindungsstelle des Clusters vorgeformt ist, ist es wahrscheinlich, dass
eine Mutation nicht genug Einfluss auf die Struktur ausiben kann, um die
Bindungsstelle so zu verandern, dass kein Cluster eingelagert werden kann.
Eine Aminosaure mit grolRer Seitenkette kann dem Cluster aber auch nicht
ausweichen, sodass die Seitenkette die Position des vierten Eisenatoms
blockiert und somit die Bildung des [Fes3S4]-Clusters begunstigt. Die hier
verwendeten Peptide sind jedoch so klein, dass sie keine starre Struktur
besitzen, in der eine Bindungsstelle fir den Cluster vorgeformt ist. Die neu
eingefiihrte Aminosaure hat somit die Mdglichkeit, dem Cluster auszuweichen,

sodass keine sterische Hinderung durch groRe Seitenketten entsteht, die die
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Bindung des vierten Eisenatoms an den Cluster behindert. Da die Bindungs-
stelle nicht vorgeformt ist, ist es jedoch offensichtlich notwendig, dass die
Aminosaure eine gewisse Polaritat aufweist, sodass sie durch Wechselwirkung
entweder mit dem Losemittel oder mit dem Cluster die Clusterbindung
ermdglicht. In Abb. 4.7 sind die EPR-Spektren der Peptide DmsB-P C27S, und
DmsB-P C27Y nach der Clusterrekonstitution sowohl im oxidierten als auch im
reduzierten Zustand abgebildet.

10K DmsB-P C27S 10K DmsB-P C27Y
[FesS4]-Cluster [FesSa]-Cluster
J [Fe4S4]-Cluster [Fe4S4]-Cluster
3I10 3|30 3|50 ?;70 ?;90 3I10 3I30 3I50 3I70 3|90
Magnetisches Feld / mT Magnetisches Feld / mT

Abb. 4.7: EPR-Spektren der Peptide DmsB-P C27S (links) und DmsB-P C27Y (rechts)
Der rote Graph stellt das Spektrum der jeweils oxidierten Probe dar, der blaue Graph
das Spektrum der jeweils mit Dithionit reduzierten Probe. Die Messbedingungen
entsprechen denen in Abb. 4.2. Das erhéhte Rauschen im rechten Spektrum

resultiert aus der vergleichsweise geringeren Konzentration der gemessenen Probe.

Anhand der EPR-Spektren in Abb. 4.7 lasst sich erkennen, dass die
Mutationen, mit denen ein Cluster rekonstituiert werden konnte, nur geringe
Varianzen im Verhaltnis von gebildetem [Fe3Ss]-Cluster zu [FesS4]-Cluster
aufweisen. So bildet das Peptid DmsB-P C27S den [FesS4]- und den
[FesS4]-Cluster in einem Verhaltnis von 57% zu 43 % wahrend das Peptid
DmsB-P C27Y die Cluster im Verhaltnis 36% zu 64 % bildet. Auch hier wurde
die Konzentration mit einem Fehler von = 5% bestimmt. Da es sich bei Serin
um eine Aminosaure mit einer kleinen Seitenkette handelt, wohingegen Tyrosin

eine sterisch anspruchsvolle Seitenkette hat, scheint der sterische Anspruch
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kaum Einfluss auf die Clusterrekonstitution zu haben. Diese Beobachtung
bestatigt die Vermutung, dass das Peptid so flexibel ist, dass die Aminosaure
der sterischen Wechselwirkung mit dem Cluster ausweichen kann und somit
den Einbau des vierten Eisenatoms in den Cluster nicht blockiert. Es ist zu
beobachten, dass die Mutante DmsB-P C27S, die das Serin enthalt und einen
[FesSs]-Cluster koordiniert, ein deutlich anderes Rekonstitutionsverhalten zeigt
als das Peptid DmsB-P ohne Mutationen, das an dieser Stelle ein Cystein
enthalt und einen [FesSs]-Cluster koordiniert (s.0.). Da sich die Aminosauren
nur in ihren Seitenketten unterscheiden (eine Hydroxygruppe im Serin und eine
Thiolgruppe im Cystein), scheint eine unterschiedliche Affinitdt der beiden
Seitenketten zu dem zu bindenden Eisenatom zu bestehen. Die Bindung des
vierten Eisenatoms ist offensichtlich durch eine Thiolgruppe besser beginstigt
als durch eine Hydroxygruppe, was in einem langsameren Einbau des vierten
Eisenatoms in den Cluster resultiert. Die Integration der EPR-Signale zeigt,
dass das Verhaltnis von [Fe3S4]-Cluster zu [FesS4]-Cluster fur das Peptid
DmsB-P C27S bei 57 % zu 43 % liegt, wohingegen unter gleichen Rekonsti-
tutionsbedingungen bei dem Peptid DmsB-P, das Verhaltnis von [Fe3S4]-Cluster
zu [FesS4]-Cluster bei 4 % zu 96 % liegt. Auch hier liegt der Fehler der

bestimmten Konzentrationen bei + 5 %.

Einen andersartigen Effekt findet man bei Austauschen des Cysteins, das nicht
zum Bindungsmotiv, welches drei Cysteine in Folge umfasst, gehort, das jedoch
auch der Clusterkoordinierung dient. Dieses Cystein ist in der Sequenz weiter
vom Bindungsmotiv entfernt und hat einen etwas geringeren Einfluss auf die
Clusterrekonstitution als die Cysteine innerhalb des Bindungsmotivs. Die
Clusterrekonstitution der Peptide mit Mutationen des Cysteins in Position 4
zeigen auch dann eine Clusterrekonstitution, wenn das Cystein durch die

unpolare Aminosaure Tyrosin ersetzt wird, wie in Abb. 4.8 zu erkennen ist.
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10K DmsB-P C4F 10K DmsB-P C4Y
[FesSa4]-Cluster
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Abb. 4.8: EPR-Spektren der Peptide DmsB-P C27F (links) und DmsB-P C27Y (rechts)
Die roten Graphen stellen das Spektrum der jeweils oxidierten Probe dar, die blauen
Graphen das Spektrum der jeweiligen mit Dithionit reduzierten Probe. Die Mess-
bedingungen entsprechen denen in Abb. 4.2 Das erhéhte Rauschen im linken

Spektrum resultiert aus der vergleichsweise geringeren Konzentration der

gemessenen Probe.

Die Spektren in Abb. 4.8 zeigen den Einfluss der Mutationen des Cysteins in
der Position 4 der Aminosauresequenz. Es ist zu erkennen, dass weder die
Grolle der eingefiihrten Aminosauren Tyrosin und Phenylalanin, noch die
unterschiedliche Polaritat die Bildung eines Clusters zu verhindern scheinen,
wie dies bei der Mutation des Cysteins in Position 27 beobachtet werden
konnte. Es ist jedoch zu beachten, dass beide Aminosauren einen unterschied-
lichen Einfluss auf die Art des gebildeten Clusters austiben. So zeigen die
Spektren fur das Peptid DmsB-P C27Y einen weitaus hoheren Anteil an
[FesS4]-Cluster als dies fur das Peptid DmsB-P C27F zu beobachten ist. Da
sich die beiden Aminosauren nur durch die Hydroxygruppe in der Seitenkette
unterscheiden, begulnstigt offensichtlich die Hydroxygruppe des Tyrosins die

Bindung des vierten Eisenatoms in den Cluster.
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4.6 Umwandlung des [FesS4]-Clusters zum [FesS4]-Cluster

Da festgestellt werden konnte, dass sich der gewiinschte [Fe3zS4]-Cluster relativ
schnell in den [FesS4]-Cluster umwandelt, sodass auch unter optimalen
Aufarbeitungsbedingungen beide Cluster im Gemisch vorliegen, wurde der
Versuch unternommen, das vierte Eisenatom nachtraglich aus dem Cluster zu
entfernen. Dies sollte durch oxidative Schadigung des [FesS4]-Clusters mit Hilfe
von KsFe(CN)e erreicht werden, entsprechend einer Methode, die bereits fur
das Ferredoxin Il von Desulfovibrio gigas erfolgreich von Moura ef al.
angewendet worden war [8]. Hierzu wird das Peptid mit einem finffachen
Uberschuss KsFe(CN)s bei 4 °C fiir 3 Stunden inkubiert. Allerdings wechselte
direkt nach Zugabe des Kaliumhexacyanoferrats die Farbe der Lésung von
einem intensiven Braun zu einem hellen Gelb, was auf eine komplette
Zerstérung des Clusters in Folge der Oxidation hindeutet. Da die Cluster
gegenuber Oxidationen sehr empfindlich sind, lasst sich die Stabilitdt des
Clusters im Ferredoxin von Desulfovibrio gigas bei diesem Experiment mit der
Abschirmung des Clusters durch die 58 Aminosauren umfassende
Proteinumgebung erklaren. Da die hier verwendeten auf DmsB-P basierenden
Peptide 33 Aminosauren umfassen, sind diese offensichtlich nicht in der Lage,
den Cluster vor der oxidativen Wirkung des Reagenzes ausreichend
abzuschirmen. Dieses Ergebnis zeigt, dass davon ausgegangen werden kann,
dass in den untersuchten Maquettes das vierte Eisenatom nicht nachtraglich
oxidativ aus dem peptidgebundenen Cluster zu abstrahieren ist, ohne diesen

vollstandig zu zerstoren.

4.7 Zyklovoltammetrie

Zyklovoltammetrische Messungen erlauben die Bestimmung der elektro-
chemischen Eigenschaften einer Probe. Entsprechend wurden Experimente
durchgefuhrt, mit deren Hilfe das Potential der Cluster bestimmt werden sollte.
Im Folgenden wird das Zyklovoltammogramm fur das Peptid DmsB-P C27S
gezeigt, anhand dessen das elektrochemische Potential des Clusters bestimmt

wurde.
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Abb. 4.9: Zyklovoltammogramm von DmsB-P C27S in Tris-Puffer bei pH 8,3
Die erste zyklovoltammetrische Messung ist in schwarz, die zweite in rot dargestellt.
Die Messungen wurden bei 25 °C mit einer Scanrate von 50 mV/s durchgefiihrt. Der
Intensitatssprung in der zweiten Messung ist ein durch das Gerat verursachtes

Artefakt, das bei der Interpretation vernachlassigt werden kann.

Das gemessene Reduktionspotential des Clusters unter diesen Mess-
bedingungen (pH 8,3) liegt bei -334 mV. Zu erkennen ist eine deutliche
Abweichung des Voltammogramms der ersten Messung gegenuber der zweiten
Messung. Zum einen ist eine Anderung der Signalintensitit des
Reduktionspeaks zu beobachten, zum anderen zeigt eine Integration der
Signale im Bereich der Oxidation und der Reduktion, dass das
Reduktionssignal bei der zweiten Messung deutlich geringer ist. Dies deutet auf
einen zumindest teilweise irreversiblen Prozess hin. Da die Probe gar nicht oder
nur unvollstandig oxidiert wird, ist die Signalintensitat bei der darauf folgenden
Reduktion geringer, da weniger Probe zur Reduktion zur Verfligung steht. Die
Differenz zwischen dem Signal der Reduktion und der Oxidation liegt mit ca.
200 mV weit aulBerhalb der fur reversible Prozesse beobachteten Differenz von
59 mV fiir einen Einelektronen-Ubergang (siehe Kapitel 3.4). Auch dies
bestatigt die Vermutung, dass es sich hier um einen irreversiblen Prozess

handelt. Aus diesem Grund wird bei der Bestimmung des Reduktionspotentials
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das Signal im Bereich der Oxidation nicht bertcksichtigt. Da in der Literatur der
Einfluss des pH-Wertes auf die Reversibilitdt des Prozesses beschrieben ist
[99], wurde zusatzlich zu den oben beschriebenen Messungen, die bei pH 8,3
durchgefiihrt wurden, auch das Verhalten bei pH 9 untersucht (Abb. 4.10).

1,564

0,07283

1,04
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0,0 4
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0.5 -0,43937
-0,50347 Fe3S4 Peptid in Lésung
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Abb. 4.10: Zyklovoltammogramm von DmsB-P C27S in Lésung bei pH 9
Die erste zyklovoltammetrische Messung ist in schwarz, die flinfte in rot dargestellt.

Die Messungen wurden bei 25 °C mit einer Scanrate von 50 mV/s durchgefiihrt.
Es ist zu erkennen, dass die Probe ein Reduktionspotential von -439 mV hat.
Durch Vergleich der Abb. 4.9 mit Abb. 4.10 I&sst sich eine Abhangigkeit des
Potentials vom pH-Wert erkennen. Der zu beobachtende Potentialunterschied
von 105 mV ist allerdings nicht allein durch die Anderung des pH-Wertes
erklarbar, dessen Einfluss im Bereich um 20 mV liegen sollte. Eine mdgliche
Erklarung fur diesen Effekt kdnnte eine Protonentransferreaktion am Peptid
sein, wie sie auch fur den [Fes3S4]-Cluster des Ferredoxin | von Azofobacter
vinelandji beschrieben ist [99]. Die dadurch induzierte Veranderung in der
Peptidumgebung und eventuell daraus resultierende Konformationsanderungen
kénnen zu den grolien Potentialunterschieden bei unterschiedlichen pH-Werten
fuhren. Auch in dem Zyklovoltammogramm in Abb. 4.10 ist zu beobachten,
dass der Redoxprozess nicht vollstandig reversibel stattfindet. Im Gegensatz zu
dem in Abb. 4.9 dargestellten Zyklovoltammogramm steigt die Intensitat des

Reduktionssignals nach jedem Messzyklus an. Auch dies kdnnte durch eine

56



4 Ergebnisse und Diskussion

mdgliche Deprotonierung aufgrund des hdéheren pH-Wertes erklart werden, da
ein deprotoniertes Peptid eine hdhere Affinitdt zu der Graphit-Oberflache der
Elektrode aufweist. Wird mit zunehmender Zeit immer mehr Peptid an der
Elektrodenoberflache adsorbiert, steigt auch die Signalintensitat mit jeder

Messung.

Um die Effekte, die durch die Adsorption des Peptids an die Graphitelektrode
hervorgerufen werden, zu vermeiden, wurden Messungen durchgefuhrt, bei

denen die Peptide kovalent an die Elektrodenoberflache gebunden sind.
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Abb. 4.11: Zyklovoltammogramm der zeitabhangigen Rickkehr des Clusters in den
Ursprungszustand, untersucht anhand des Reduktionspotential-Signals von
DmsB-P C27S bei pH 8,3.
Jedes aufgenommene Spekirum des kovalent an die Elektrode gebundenen
Peptids besteht aus zwei aufeinander folgenden Messzyklen. Die Intensitat des
Signals, das nur im ersten Messzyklus zu beobachten ist, hidngt von der
Inkubationszeit zwischen der Aufnahme der Spektrenzyklen ab.
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Die in Abb. 4.11 abgebildeten Zyklovoltammogramme des kovalent an die
Elektrode gebundenen Peptids bestatigen die Ergebnisse der Messungen in
Ldsung, die vermuten lieRen, dass es sich um einen irreversiblen Prozess
handelt, da keine Signale vorhanden sind, die einer Oxidation zugeordnet
werden konnen. Des Weiteren ist zu erkennen, dass das Reduktionssignal nach
einer Messung in einem direkt darauf folgenden zweiten Messzyklus nicht zu
beobachten ist. Dieses Verhalten entspricht den Beobachtungen, die bei den
Messungen des Peptids bei pH 8,3 in LOsung gemacht wurden. Wartet man
jedoch einige Zeit, ist das Signal wieder zu beobachten. Dieses Verhalten
deutet darauf hin, dass der Cluster einige Zeit bendtigt, um wieder in seinen
Ursprungszustand zurlickzukehren. Ein Grund fir dieses Verhalten kdnnte
sowohl ein Protonentransfer als auch eine Konformationsanderung sein, die
wahrend der elektrochemischen Reduktion stattfinden. Um genauere Aussagen
uber die Grinde fir den beobachteten Effekt zu machen oder die oben
vorgestellten mdglichen Erkldrungen zu beweisen, waren allerdings

weitergehende elektrochemische Messungen nétig.

4.8 Gewinnung von D. gigas Ferredoxin Il

Um eine dauerhaftere Stabilisierung des [Fes3Ss]-Clusters zu erreichen, wurde
nach einem System gesucht, dass klein genug ist, um als Modellsystem zu

dienen, jedoch eine ausreichende GroRRe hat, um einen Cluster zu stabilisieren.

Viel versprechend in dieser Hinsicht schien das Ferredoxin Il aus Desulfovibrio
gigas (D. gigas), das aus einer 58 Aminosauren umfassenden Sequenz
besteht. die in der Lage ist sowohl einen [Fe3S4]-Cluster als auch einen

[FesS4]-Cluster zu koordinieren [55].

4.8.1 Gewinnung der genomischen DNA

Eine Zellkultur von D. gigas wurde unter streng anaeroben Bedingungen
angezogen (s. Material und Methoden). Als optimales Wachstumsmedium
erwies sich das Flussigmedium DSG, das im Kapitel Material und Methoden

detailliert beschrieben ist.
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Aus den durch Zentrifugation geernteten Zellen wurde daraufhin die
genomische DNA isoliert (s. Material & Methoden). Um aus dieser das
gewlnschte DNA-Fragment zu amplifizieren, wurde das folgende PCR-

Protokoll entwickelt.

Initialisierung 95 °C 5 Min
Denaturierung 95 °C 0,5 Min
Annealing 73 °C 0,5 Min 30 Zyklen
Elongation 72 °C 2 Min
finale Elongation 72 °C 5 Min

Es stellte sich heraus, dass fur die PCR eine ungewdhnlich hohe Annealing-
Temperatur gewahlt werden musste, da nur bei diesen Temperaturen eine

ausreichend spezifische Amplifizierung der DNA erreicht werden konnte.

4.8.2 Gewinnung des Plasmids fiir die Uberexpression in E. coli

Das durch PCR erhaltene Gen wurde zur Uberexpression in £. coli in den
ligationsunabhangigen Vektor pET-52b(+) 3C/LIC eingefligt. Mit dem so
entstandenen Plasmid wurden anschlielRend Nova Blue Zellen transformiert, um
das Plasmid zu amplifizieren. Nach der Extraktion und der Aufreinigung wurde
das Plasmid von einer externen Firma sequenziert. Durch die Sequenzierung

konnte bestatigt werden, dass das gewlnschte Plasmid isoliert wurde.

4.8.3 Uberexpression in £. coli

Zur Optimierung der Expressionsbedingungen wurde das gewonnene Plasmid
in die vier E. coli Stamme DH5qa, BL21-DE3, BL21-RIL und BL21-Al kloniert.

Fur alle Stdmme wurde der Zeitpunkt der Induktion gleich gehalten, allerdings
wurden die Expressionszeiten von 6 Stunden bis 30 Stunden variiert, um die
optimale Expressionszeit zu ermitteln. Es wurden die in Abb. 4.12 und in Abb.

4.13 dargestellten Gele der Rohlysate erhalten.
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1 2 3 4 5 M6 7 8 9 10 M

—— 188 kB
—— 98 kB

—— 62 kB
—— 49 kB

—— 38 kB

—— 28 kB

—— 17 kB
—— 14 kB

—— 6kB
—— 3kB

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

-_—

M

6 h Expression BL21-Al
21 h Expression BL21-Al
24 h Expression BL21-Al
27 h Expression BL21-Al
30 h Expression BL21-Al

6 h Expression DH5a
21 h Expression DH5a
24 h Expression DH5a
27 h Expression DH5a
30 h Expression DH5a

Marker

Abb. 4.12: Gele der Rohlysate aus Uberexpression in BL21-Al und DH5a

Aufgetragen sind die Rohlysate jedes Stammes nach einer Expressionszeit von 6

bis 30 Stunden, sowie der Marker (M).

Anhand der Gele in Abb. 4.12 |asst sich erkennen, dass die Rohlysate der

E. coli Stamme DH5a und BL21-Al keine Bande im gewilnschten GrofRen-

bereich von 6 kDa zeigen. Es ist auch keine Bande in einem Bereich zu

beobachten, der auf die Ausbildung eines Dimers oder Oligomers des

gewulnschten Proteins schlieBen lasst. Aus diesem Grund wurde mit diesen

Stammen nicht weiter an der Expression des D. gigas Ferredoxins gearbeitet.
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1 6 h Expression BL21-DE3
1 2 3 45 M6 7 80 0M [ oo 2 21 h Expression BL21-DE3
| oskB 3 24 h Expression BL21-DE3
— % tg 4 27 h Expression BL21-DE3
| 33kB 5 30 h Expression BL21-DE3
—— 28kB 6 6 h Expression BL21-RIL
A 7 21 h Expression BL21-RIL
L 6kB 8 24 h Expression BL21-RIL
—— 3kB 9 27 h Expression BL21-RIL
10 30 h Expression BL21-RIL

M Marker

Abb. 4.13: Gele der Rohlysate aus Uberexpression in BL21-DE3 und BL21-RIL

Aufgetragen sind die Rohlysate jedes Stammes nach einer Expressionszeit von 6

bis 30 Stunden, sowie der Marker (M). Bei beiden Stammen ist im gewlinschten

Grolkenbereich von 6 kDa ab einer Expressionszeit von 12 Stunden eine Protein-

bande zu erkennen.

Im Gegensatz zu den Stammen DH5a und BL21-Al zeigt das in Abb. 4.13
dargestellte Gel der Stamme BL21-DE3 und BL21-RIL Banden im gewunschten
GroRenbereich um 6 kDa. Zusatzlich ist eine grofle Bande im Bereich um
36 kDa zu erkennen, die der Expression eines Oligomers entspricht. Des
Weiteren ist anhand des Gels zu erkennen, dass sich eine Verlangerung der
Expressionszeit auf mehr als 21 Stunden nicht auf die Menge des zu exprimie-
renden Proteins auswirkt. Aus diesem Grund wurden die folgenden

Expressionen Uber Nacht durchgefihrt.
Um weitere Informationen dartiber zu erhalten, welcher der Stamme BL21-DE3

und BL21-RIL besser fur die Expression geeignet ist, wurde der in Abb. 4.14

gezeigte Western-Blot der beiden Rohlysate gemacht.
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——188 kB
—— 98 kB
—— 62 kB
L 49kB 1 BL21-DE3
—— 38kB 2 BL21-RIL

—— 28 kB
M Marker
—— 17 kB

—— 14 kB

—— 6kB
—— 3 kB

Abb. 4.14: Western Blot der Rohlysate, die aus der Uberexpression mit den E. coli Stammen
BL21-DE3 und BL21-RIL erhalten wurden.
Auf Grund des vorhandenen Strep-Tags wurde ein entsprechender Antikorper
verwendet. Im Rohlysat aus BL21-DE3 ist keine Bande zu erkennen, es liegt also
kein Protein mit einem Strep-Tag vor. Das Rohlysat aus BL21-RIL zeigt eine Bande
im Bereich um 24 kDa, die einem Tetramer des D. gigas Ferredoxins zugeordnet

werden kann.

Anhand der Abb. 4.14 ist gut zu erkennen, dass flr das Rohlysat aus BL21-DE3
keine Bande sichtbar ist. Das Protein, das auf dem Gel im gewlinschten
GrolRenbereich als Bande zu erkennen war, kann somit nicht mit einem Strep-
Tag versehen sein. Da das Ferredoxin aus dem Vektor sowohl mit einem His-
Tag als auch mit einem Strep-Tag exprimiert wird, kann es sich bei diesem
Protein nicht um das gewlnschte Ferredoxin handeln. Der Blot des Materials
aus dem Stamm BL21-RIL hingegen weist eine Bande im Bereich um 24 kDa
auf. Dies entspricht der Grél3e eines Tetramers, dessen Isolierung bereits in der
Literatur beschrieben ist [8], jedoch scheint es sich bei der biologisch aktiven
Form um das Monomer zu handeln. Im weiteren Verlauf der Proben-
vorbereitung wurde der nach der Expression gebundene Cluster unter reduzie-
renden Bedingungen durch Fallung vom Protein abgetrennt (vgl. Kapitel 4.8.6
und 8.5). Hierdurch wurden die Bindungen der Proteinstrange an den Cluster
und eventuell gebildete Cystinbindungen gebrochen, sodass man vor der

Clusterrekonstitution das Monomer des Proteins erhalt. Da der Blot flir den
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Strep-Tag spezifisch ist, kann es sich bei dem im Blot zu sehenden Protein nur
um das gewulnschte D. gigas Ferredoxin handeln. Fur die Expression des
Ferredoxins scheint somit der £. co/i Stamm BL21-RIL optimal zu sein, sodass

dieser in allen weiteren Versuchen verwendet wurde.

4.8.4 Punktmutationen der Ferredoxin Sequenz

Um den Einbau eines [Fe3S4]-Clusters in das Protein zu begunstigen, wurden
Punktmutationen am Cystein in Position 12 der Sequenz durchgefihrt. Als
Basis flir die Mutationen C12S, C12Y, C12F und C12W diente das Plasmid,

das fiir die Uberexpression des Wildtyp-Ferredoxins hergestellt wurde.

Fur die EinfUhrung der Punktmutationen erwies sich das folgende PCR-

Programm als optimal:

Initialisierung 95 °C 0,5 Min
Denaturierung 95 °C 0,5 Min
Annealing 73 °C 1 Min 18 Zyklen
Elongation 72 °C 6 Min
finale Elongation 72 °C 1 Min

Auch hier ist zu beobachten, dass nur eine ungewohnlich hohe Annealing-

Temperatur zu einem definierten PCR-Produkt fuhrt.

Die Amplifizierung der DNA wurde mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese

Uberpruft.

63



4 Ergebnisse und Diskussion

1 Plasmid fur Dg FdIl C12S
2 Plasmid fur Dg Fd Il C12Y
—— 13'8 ';g 3 Plasmid fir Dg FdIl C12F
— %O kB | 4 Plasmid fur DgFdll C12W
—— 4.0kB
— 3:0 kB M 1 kB Marker
—— 2,0kB
—— 1,5kB
—— 1,0kB
—— 0,5kB

Abb. 4.15: Agarose-Gel der Plasmide, die nach den mittels PCR durchgefiihrten Punkt-
mutationen erhalten wurden
Zu erkennen sind die Plasmide der Punktmutationen C12S, C12Y und C12F in
einem Grofenbereich von 6 kB, basierend auf der Sequenz des Desulfovibrio gigas

Ferredoxin Il.

Das in Abb. 4.15 abgebildete Agarose-Gel zeigt, dass fur die Mutationen Dg
Fd Il C12S, C12Y und C12F jeweils ein Plasmid amplifiziert werden konnte.
Das gewinschte Plasmid fur Dg FDIl C12W konnte nicht gewonnen werden,
auch weitere Modifikationen der Bedingungen ergaben kein PCR-Produkt. Die
drei erhaltenen Plasmide zeigen eine Bande im Bereich von 6 kBasen (kB). Da
dies im erwarteten Grolenbereich liegt, scheint es sich um die angestrebten
Plasmide zu handeln. Um zu verifizieren, dass die gewinschten Mutationen
erreicht wurden, wurde die DNA aus dem Gel extrahiert und extern sequenziert.

Die Sequenzierung hat bestatigt, dass die Mutationen erfolgreich waren.

4.8.5 Aufreinigung des Proteins

Zunachst wurde versucht, das jeweilige mutierte Protein mit Hilfe des His-Tags

Uber eine His-Trap Saule aufzureinigen. Das Protein konnte jedoch in keiner
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der Wasch- oder Elutionsfraktionen gefunden werden. Das Protein scheint sich
also irreversibel an das Saulenmaterial zu binden. Wahrscheinlich binden die
Cysteinreste, die im Protein fir die Koordinierung des Clusters verantwortlich
sind, an das Nickel-enthaltende Saulenmaterial, sodass das Protein nicht mehr

eluiert werden kann.

Da der His-Tag zur Aufreinigung ungeeignet ist und deshalb nicht mehr bendtigt
wurde, wurde durch Punktmutation ein Stop-Codon zwischen die Sequenz des
Ferredoxins und den His-Tag eingefligt, sodass im Folgenden das Protein ohne
His-Tag exprimiert wurde. Die Aufreinigung erfolgte nun mit Hilfe des Strep-
Tags Uber eine Strep-Tactin-Saule. Da hier unterschiedliche Arten von Saulen-
material zur Verfligung stehen, die in ihren Trennungseigenschaften stark
voneinander abweichen, wurden Tests fiur die Auftrennung mit unterschied-
lichen Saulenmaterialien gemacht. Geprift wurde die Aufreinigung mit einem
Superflow Resin, einem Sepharose Resin und einem MacroPrep Resin. Die
Gele der erhaltenen Elutionsfraktionen sind in Abb. 4.16 gezeigt.

1 Waschfraktion 1
2 Waschfraktion 2
1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11

188 kB 3 Waschfraktion 3
—— 98 kB .

4 Waschfraktion 4
—— 62 kB
L 49KB 5 Waschfraktion 5
—— 38 kB 6 Waschfraktion 6
—— 28 kB M Marker
—— 17 kB 7 Elutionsfraktion 1
—— 14 kB

8 Elutionsfraktion 2
—— 6kB . .

9 Elutionsfraktion 3
— 3kB 10 Elutionsfraktion 4

11 Elutionsfraktion 5
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1 Waschfraktion 1
1 2 3 4 56 M7 8 9 10 11 2 Waschfraktion 2

— 188kB 3 Waschfraktion 3
— 98kB 4 Waschfraktion 4
—— 62 kB .
L 0B 5 Waschfraktion 5
| 3gkB 6 Waschfraktion 6
L 58kB M Marker
L 47kB 7 Elutionsfraktion 1
— 14kB 8 Elutionsfraktion 2
— 6kB 9 Elutionsfraktion 3
—— 3kB 10 Elutionsfraktion 4

11 Elutionsfraktion 5

b)
1 Waschfraktion 1
1 2 34 5 6 M7 8 9 10 11 2 Waschfraktion 2

—— 188 kB

3 Waschfraktion 3
—— 98 kB

4 Waschfraktion 4
—— 62 kB
L 49KkB 5 Waschfraktion 5
—— 38 kB 6 Waschfraktion 6

A — 28kB M Marker

— 17kB 7 Elutionsfraktion 1
—— 14 kB

8 Elutionsfraktion 2
—— 6kB

9 Elutionsfraktion 3
—  3kB ) .

10 Elutionsfraktion 4

11 Elutionsfraktion 5

c)

Abb. 4.16: Gele der Wasch- und Elutionsfraktionen nach der Aufreinigung mit
unterschiedlichen Strep-Tactin-Saulen
a) Saule mit Superflow Resin, b) Saule mit Sepharose Resin, c¢) Saule mit
MacroPrep Resin. Saule c¢) separiert am besten zwischen den Proteinen der
Waschfraktionen und dem gewiinschten Protein, auch die schmale Bandenform

deutet auf die besten Trennbedingungen
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Die Gele zeigen, dass es mit allen Saulen mdglich ist, das gewlnschte Produkt
aufzureinigen. Jedoch findet sich bei der Saule mit MacroPrep Resin kein
Protein mehr in der letzten Elutionsfraktion und die erhaltenen Banden sind
wesentlich schmaler. Aus diesem Grund wurde fir weitere Aufreinigungen mit
der AKTA eine Saule mit MacroPrep Resin verwendet. Die Reinheit des
Proteins wurde nach der Aufreinigung mit Hilfe der Gelelektrophorese Uberpruft.
Die erhaltenen Gele, die denen in Abb. 4.16 entsprechen, zeigen, dass die
Aufreinigung des Proteins mit dieser Methode erfolgreich ist. Die Konzentration
¢ des Proteins nach der Aufreinigung wurde mit Hilfe der Absorption bei

415 nm und des Extinktionskoeffizienten anhand der Gleichung 4.1 bestimmt.

AbS 45
c= :
15,7 M~'ecm™
(d = Schichtdicke der Kiivette)

Gleichung 4.1

Die Konzentration der Proben lag in einem Bereich von 10-15 pM.

4.8.6 Rekonstitution des Clusters in das Protein

Im Anschluss an die Aufreinigung wurde der noch im Protein vorhandene
Cluster vom Protein getrennt, da dieser durch die Aufarbeitung unter aeroben
Bedingungen vollstandig oxidiert war. Hierzu wurde die von Hong und
Rabinowitz entwickelte [93] und von Moura ef al [8] optimierte Methode
angewendet. Zunachst wurde das Protein mit Trichloressigsaure gefallt,
abzentrifugiert und resuspendiert (vgl. Kapitel 8.5). Nach zweifacher Wieder-
holung wurde unter anaeroben Bedingungen durch Zugabe von Eisenchlorid-

und Natriumsulfididsung der Cluster neu rekonstituiert.
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Absorption

T T T T T T T T T T T T 1
450 500 550 600 650 700 750
Wellenlange / nm

Abb. 4.17: UV/Vis-Spektrum des D.gjgas Ferredoxin Il nach der Rekonstitution des Clusters

Das in Abb. 4.17 gezeigte Spektrum ist typisch fur einen Eisen-Schwefel-
Cluster, sodass die Rekonstitution des Eisen-Schwefel-Clusters demonstriert
werden konnte. FUr eine genauere ldentifizierung und Charakterisierung des

Clusters missten Proben mit einer héheren Konzentration gewonnen werden.
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5 Ausblick

Im Verlaufe dieser Arbeit wurde die Grundlage zur Rekonstitution und zur
Charakterisierung von [FesS4]-Clustern in Maquetfes geschaffen. Besonderes
Augenmerk wurde auf die Klarung der Bindungsvoraussetzungen flir den
Cluster und auf die Einflisse der Proteinumgebung fur den gebildeten Cluster
gerichtet. Hierzu wurde von der EPR- und der UV/Vis-Spektroskopie sowie von
der Zyklovoltammetrie Gebrauch gemacht. Eine weitere Charakterisierung des
auf dem Bindungsmotiv der Untereinheit B der Dimethylsulfoxidreduktase
basierenden Peptids DmsB-P sowie seiner Mutanten sollte mit Hilfe der
Resonanz Raman Spektroskopie und mit Hilfe der Mdssbauer Spektroskopie
erfolgen, da mit beiden Methoden Aussagen Uber die Koordinationsgeometrie
und die Oxidationszustande der im Cluster enthaltenen Eisenatome gemacht

werden kann.

Um Uber die erhaltenen Ergebnisse hinaus eine weiterfihrende Charakte-
risierung des [Fe3S4]-Clusters zu ermdglichen, ist es erforderlich, mit einem
Maquette zu arbeiten, das eine langere Lebensdauer des Clusters
gewabhrleistet. Dazu scheint das in dieser Arbeit bereits fur die Cluster-
Koordinierung isolierte, 58 Aminosauren umfassende Protein Ferredoxin Il aus

Desulfovibrio gigas geeignet zu sein.

Da die Koordinierung des Clusters mit Hilfe der UV/Vis-Spektroskopie bestatigt
wurde, sollte fur eine genauere Charakterisierung die Ausbeute optimiert
werden. Aufgrund der geringen GroRe des Ferredoxins bietet es sich an,
sowohl den Protein-Wildtyp als auch die hier auf biologischem Wege
gewonnenen Mutationen mit Hilfe der Festphasenpeptidsynthese chemisch zu
synthetisieren. Fur die anschliellende Koordinierung des Clusters kdnnte das
gleiche Protokoll angewendet werden, das zur erfolgreichen Bindung des
[FesS4]-Clusters an das Protein gefuhrt hat. Mit Hilfe dieses stabileren Clusters

kénnten weitere spektroskopische und elektrochemische Analysen durchgeflihrt
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werden, deren Signale ausschlieBlich vom [Fes3S4]-Cluster verursacht werden.
Des Weiteren ware es bei der zu erwartenden Stabilitat des Clusters maoglich,
zusatzlich zur bekannten Struktur des Wildtyp-Proteins auch die Mutanten zu
kristallisieren, um so deren Struktur zu bestimmen und mit der des Wildtyps zu
vergleichen. Hiermit kdnnten direkte Aussagen Uber den Einfluss der einzelnen

Aminosauren auf die Struktur des Proteins gemacht werden.

Bei Einsatz spektroskopischer und elektrochemischer Methoden lielen sich
Aussagen Uuber den direkten Einfluss der Struktur der Proteinmatrix auf die
Eigenschaften des Clusters treffen. Zusatzliche Mutationen wirden es dann
auch erlauben, den bereits oben beschriebenen Zusammenhang zwischen
Proteinstruktur und Clustereigenschaften in weiterem Rahmen zu beschreiben.
Fur diese Mutationen empfiehlt es sich zunachst, die den Cluster koordinieren
Cysteine zu variieren, da bei diesen der zu erwartende Effekt auf die Cluster-
eigenschaften am gréften ist. Des Weiteren ware es von Interesse, Mutationen
an den Aminosauren, die neben den koordinierenden Cysteinen liegen, durch-
zufuhren. Bereits bei den flur die [FesSs]-Cluster Koordinierung entworfenen
Maquettes zeigten diese Mutationen einen gro3en Effekt auf das Cluster-
potential, so dass sich hier die Moglichkeit bietet zu untersuchen, ob
[FesSs]-Cluster und [FesS4]-Cluster vergleichbar auf diese Mutationen
reagieren.

Mit Hilfe dieser Informationen sollte es moglich sein, noch genauere Aussagen
Uber die Bindungsvoraussetzungen und die Funktion von [Fe3S4]-Clustern in

nativen Systemen zu machen.
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6 Zusammenfassung

Eisen-Schwefel-Cluster sind in Proteinen omniprasente prosthetische Gruppen,
die als [Fe2S2]-, [FesSs]- oder [FesS4]-Cluster vorliegen und meist an
Elektronentransfer-Reaktionen beteiligt sind. Da der [FesSs]-Cluster am
weitesten verbreitet ist, ist dieser auch am besten charakterisiert. Die
Charakterisierung der diversen spektroskopischen und elektrochemischen
Eigenschaften erfolgte sowohl Uber native Systeme als auch Uber
Modellpeptide, die das native System imitieren, sog. Maquettes. Im Verlauf der
Arbeit sollten Maquettes fur [FesSs]-Cluster gefunden werden, die eine
genauere Charakterisierung dieses Clusters und einen Vergleich mit dem
[FesS4]-Cluster erlauben. Des Weiteren sollten Informationen Uber die
Voraussetzungen erhalten werden, die die Bildung des einen oder anderen
Clustertyps begulnstigen. Hierzu wurden zwei Ansatze fur ein Modell zur

Bindung eines [Fe3S4]-Clusters verfolgt.

Im ersten Arbeitsansatz wurde die Bindungssequenz eines Eisen-Schwefel-
Clusters aus der Dimethylsulfoxidreduktase (DmsB) von E. coli synthetisiert.
Bereits durch Rothery und Weiner [72] beschriebene Punktmutationen an der
Proteinsequenz flhrten zur Bindung eines [Fe3Ss]-Clusters anstelle des nativen
[FesS4]-Clusters. Deshalb sollte tberprift werden, ob auch ein 33 Aminosauren
langes, den Koordinationsbereich umfassendes Peptid, DmsB-P, an dem die
gleichen Mutationen durchgefuhrt werden sollten, einen [Fe3S4]-Cluster

koordinieren kann und sich somit als Maquette eignet.

Mit Hilfe der Festphasenpeptidsynthese konnten die gewiinschten DmsB-P
Maquettes, die an verschiedenen Cystein-Positionen andere Aminosauren
trugen, mit einer Ausbeute von 3 bis 10 % hergestellt werden. Die Identitat und
die Reinheit der erhaltenen Peptide wurden mit Hilfe von HPLC und MALDI-
TOF MS bestatigt.
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Nach der erfolgreichen Synthese der Peptide wurde das Rekonstitutions-
protokoll so optimiert, dass [Fes3S4]-Cluster und [FesS4]-Cluster in einem
Verhaltnis von bis zu 57 % zu 43 % gebildet wurden. Es zeigte sich, dass der
drei Eisenatome enthaltende Cluster innerhalb kurzer Zeit in den stabileren
[FesS4]-Cluster Ubergeht. Da nachgewiesen werden konnte, dass der
[FesSs]-Cluster vom Peptid gebunden wurde, und da eine nachtragliche
Abstraktion des vierten Eisenatoms nicht zu realisieren ist, ohne den Cluster zu
zerstdren, kann davon ausgegangen werden, dass zumindest die Koordinierung
des vierte Eisenatoms erst nach der Bindung des Clusters an das Peptid
erfolgt. Die Rekonstitution des [Fe3Ss]-Clusters deutet deshalb darauf hin, dass
nicht wie meist angenommen, zunachst der vollstandige [FesSs]-Cluster von
B-Mercaptoethanol koordiniert vorliegt, bevor das Protein oder Peptid das
Mercaptoethanol verdrangt, sondern dass offensichtlich eine sukzessive
Koordinierung der Eisenatome stattfindet; hierauf deuten auch andere
Experimente mit den verschiedenen Cysteinmutanten hin (s.u.). Der Einbau
eines Clusters in das jeweilige Peptid wurde nach Anwendung des optimierten
Rekonstitutionsprotokolls durch UV/Vis-Spektroskopie bestatigt. Die Proben
zeigten eine typische Absorptionsbande im Bereich um 415 nm, deren Intensitat
sich, wie es flur Eisen-Schwefel-Cluster zu erwarten war, nach Reduktion mit

Dithionit um 90 % reduzierte.

Die Charakterisierung der Proben mit Hilfe der EPR-Spektroskopie zeigte, dass
die Rekonstitution des [FesS4]-Clusters gelungen ist. Es konnte ein Einfluss der
mutierten Aminosaure auf die Clusterrekonstitution beobachtet werden. Es
wurde deutlich, dass die Mutation des Cysteins in Position 27, das Teil des
Bindungsmotivs ist, einen wesentlich groReren Einfluss auf die Cluster-
rekonstitution hat, als die Mutation des Cysteins in Position 4, das zwar
ebenfalls den Cluster koordiniert, jedoch nicht zum Bindungsmotiv gehdrt.
Hierbei zeigte sich, dass die Grolle der Aminosaure, durch die das Cystein 27
ersetzt wurde, keinen Einfluss auf die Clusterrekonstitution hatte. Im Gegensatz
dazu wurde jedoch gefunden, dass nur durch das Einsetzten einer polaren

Aminosaure eine Clusterrekonstitution erreicht werden konnte. Durch Mutation
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des Cysteins in Position 4 wurden Varianzen im Verhaltnis von gebildetem
[FesS4]- zu [FesSs]- Cluster beobachtet, wobei die Einfihrung einer polaren
Aminosaure an dieser Stelle offensichtlich die Bindung des vierten Eisenatoms
in den Cluster begunstigt. Die elektrochemische Charakterisierung des
Maquettes DmsB-P C27S ergab fir das Peptid bei pH 8,3 ein Potential
von -334 mV: Die Daten der Messungen bei unterschiedlichem pH-Wert weisen
darauf hin, dass es sich bei der Reduktion um einen irreversiblen Prozess
handelt. Auflerdem konnten nach Veranderung des pH-Werts im Zyklovoltam-
mogramm Effekte beobachtet werden, die auf einen Protonentransfer
hindeuten, wie er in der Literatur fur [FesS4]-Cluster des Ferredoxin | aus

Azotobacter vinlandii bereits durch Camba ef a/. [99] beschrieben ist.

Der zweite Arbeitsansatz basiert auf dem Ferredoxin Il von Desulfovibrio gigas.
Hierbei handelt es sich um ein 58 Aminosauren umfassendes Protein, das in
der Lage ist, als Mediator beim Elektronentransfer zwischen Cytochrom ¢3 und
dem Sulfitreduktasesystem zu dienen [48]. Da es sich bei diesem Ferredoxin
um ein bereits ausgiebig charakterisiertes Protein handelt, kann der Effekt von
Mutationen auf Clusterbindungseigenschaften und spektroskopische sowie
elektrochemische Eigenschaften gut beurteilt werden. Des Weiteren ist das
Protein so klein, dass es als Modellsystem fir komplexere Proteine dienen kann
und so zur Aufklarung sowohl der Bindungsvoraussetzungen des Clusters als
auch der Einflisse der Mutationen am Bindungsmotiv beitragt. Es ist im
Verlaufe der Arbeit gelungen, eine Methode am Institut zu etablieren, mit der
Desulfovibrio gigas Ferredoxin Il durch Uberexpression in E. coli gewonnen
werden kann. Durch Punktmutationen am Ferredoxin-Wildtyp konnten die
Mutanten FdIl C12S, C12Y und C12F hergestellt werden. Mit Hilfe der UV/Vis-
Spektroskopie wurde nachgewiesen, dass ein Eisen-Schwefel-Cluster in das
jeweilige Protein rekonstituiert werden konnte, allerdings waren fur die Weiter-

fuhrung dieses Projektteils deutlich umfangreichere Arbeiten nétig.

In Zukunft ware es von Interesse, eine weiterfihrende Charakterisierung des

DmsB-P und seiner Mutanten mit Hilfe von Resonanz Raman und Mossbauer
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6 Zusammenfassung

Spektroskopie durchzufiihren, um Informationen Uber die Koordinations-
geometrie und die Oxidationszustéande der im Cluster enthaltenen Eisenatome

zu erhalten.

Das Ferredoxin Il aus Desulfovibrio gigas sowie dessen Mutanten sollten hierzu
durch chemische Synthese hergestellt werden, so dass durch die hohere
Ausbeute eine genauere Charakterisierung des Clusters erfolgen kann. Da
davon auszugehen ist, dass dieses System den Cluster besser stabilisieren
kann als die DmsB-P Peptide, sollte es mdglich sein, sowohl den Wildtyp des
Ferredoxins als auch seine Mutanten zu kristallisieren und weitere Unter-
suchungen an diesen Kristallen durchzufihren. Durch Vergleich des
Ferredoxin-Wildtyps mit den Mutanten lassen sich dann Aussagen Uber den
Einfluss der verschiedenen Aminosauren auf die Struktur des Proteins machen.
In Kombination mit spektroskopischen und elektrochemischen Untersuchungen
bestiinde dann die Mdglichkeit, den direkten Einfluss der Proteinmatrix auf die
Eigenschaften des Clusters zu untersuchen. Durch weitere Mutationen am
Bindungsmotiv selbst oder in der Umgebung des Bindungsmotivs kdnnen
weitere Vergleiche mit [FesS4]-Clustern durchgeflihrt und eine genauere

Charakterisierung ermdglicht werden.
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7 Summary

Iron sulfur clusters are omnipresent prosthetic groups in proteins. They occur as
[Fe2S2]-, [FesSa]- and [FesSs]-clusters and are predominantly found as part of
electron transfer processes. The [FesS4]-cluster is the most prevalent in nature
and is thus best characterized. The characterization was based on both native
systems and peptide mimicks; the so called Maqueftes. In the course of this
study, Maquettes should be designed and generated that were suitable for the
incorporation of [FesS4]-clusters in order to enable a more detailed
characterization and a comparison to [FesSs]-clusters. Furthermore, information
about factors that dictate the formation of one cluster or the other should be

gained. In order to arrive at this goal, two strategies were employed.

The first strategy is based on the synthesis of the iron sulfur cluster binding
sequence of Dimethyl sulfoxide reductase subunit B (DmsB) of E. coli. As
already described by Rothery and Weiner [72], point mutations in the protein
sequence allowed the formation of a [FesSas]-cluster in preference to the native
[FesS4]-cluster. Therefore, the cluster binding ability of the 33 amino acid
peptide DmsB-P, which is containing the binding site of DmsB, was tested. The
same mutations as described for the DmsB protein should then be performed
with the Maqueftte in order to check whether the peptide can serve as a model

for [FesSa]-clusters.

The desired Maquettes based on DmsB-P, which contained mutations in
various cysteine positions, were successfully synthesized by solid phase
peptide synthesis with a yield of 3 to 10 %. Their identity and purity were
verified by HPLC and MALDI-TOF MS.

After successful synthesis of the peptide, the reconstitution protocol was
optimized, to give the [FesSa]-cluster and [FesSas]-cluster in a ratio of up to 57 %
to 43 %. In all cases, a conversion of the [FesS4]-cluster into the more stable

[FesS4]-cluster took place in a short time. Still, the incorporation of
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7 Summary

[FesS4]-cluster into the peptide could be proven, but a subsequent abstraction
of the fourth iron could not be performed without cluster decomposition. This
allows the conclusion that at least the fourth iron atom is incorporated after the
cluster has been bound to the peptide. The reconstitution of the [Fe3Sas]-cluster
indicates that a successive coordination of the iron atoms is taking place, in
contrast to the common presumption of a complete formation of a
mercaptoethanol-coordinated [FesSa4]-cluster before incorporation to the protein
or peptide. This proposal is supported by additional experiments performed on
various cysteine mutants (as described below). The incorporation of an iron
sulfur cluster into the synthesized peptides by application of the optimized
reconstitution protocol was confirmed by UV/Vis spectroscopy. The samples
show a distinctive absorption band at around 415 nm, whose intensity
decreases 90 % upon reduction with dithionite, which is typical for iron sulfur
clusters. Characterization of samples by EPR spectroscopy proved the
successful reconstitution of the desired [FesS4]-cluster and an influence of the
mutated amino acid to the cluster reconstitution was observed. A considerable
influence of the mutation on cysteine 27, located in the binding motif on cluster
reconstitution was observed, whereas the influence of the mutations on cysteine
4 is considerably less since it is located outside the binding motif. Mutation of
cysteine 27 revealed that the size of the amino acid did not affect the cluster
reconstitution, whereas polarity of the amino acid played a key role, as only
peptides with polar amino acids at position 27 showed cluster incorporation.
Mutations of cysteine 4 altered the [FesS4]- to [FesSs]-cluster ratio,
demonstrating that a polar amino acid in this position promoted the

incorporation of the fourth iron into the cluster.

The electrochemical characterization of DmsB-P C12S Maquettes identified an
irreversible reduction process at of -334 mV at pH 8.3. Additional effects were
seen - in particular by changing the pH value of the sample - which indicate
concomitant proton transfer, as described previously for [FesSas]-clusters by
Camba et a/. [99].
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The second strategy is based on the Ferredoxin Il of Desulfovibrio gigas. This
protein consists of 58 amino acids and serves as a mediator in the electron
transfer between cytochrome ¢3 and the sulfite reductase system [48]. Since
this Ferredoxin has been thoroughly characterized by spectroscopic and
electrochemical techniques, effects of mutations can be conveniently assessed.
Furthermore, the protein’s small size enables it to be used to model more
complex systems, thus giving an insight into binding conditions for clusters and
influences of mutations at the binding motif. In the course of this study a
protocol was established at the institute that allowed overexpression of the
Ferredoxin in E. coli. Moreover, isolation of the Desulfovibrio gigas Ferredoxin
mutants Fdll C12S, C12Y und C12F was successful by point mutation.
Incorporation of an iron sulfur cluster into the protein and these mutants was

confirmed by UV/Vis spectroscopy.

For further characterization of the DmsB-P and its mutants, Resonance Raman
and Mossbauer spectroscopy is of future interest because both methods can
give additional information about the coordination geometry and the iron

oxidation states in the cluster.

Chemical synthesis of Ferredoxin Il from D. gigas (wild type protein and
mutants) should be performed enabling by the higher vyields a further
characterization of the cluster. As this system is able to stabilize the cluster
better than DmsB-P peptides, crystallization of the wildtype protein and its
mutants should be feasible, so that further examination on crystals can be done.
Furthermore, by comparing the wild type Ferredoxin with its mutants,
information about the influence of a single amino acid at a given position for the
protein structure can be gained. In combination with spectroscopic and
electrochemical investigations the direct effect of the protein matrix to the
diverse properties of the cluster can be studied. Additional mutations beyond
the here discussed ones, either at the binding motif or in the cluster binding site
proximity would add valuable information for the phenomenon of iron sulfur

cluster incorporation by peptides and proteins.
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8 Material und Methoden

8 Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die in dieser Arbeit verwendeten Materialien und

Methoden erlautert.

8.1 Geriate

Im Verlauf der praktisch durchgefiihrten Arbeiten wurden die folgenden Gerate

verwendet:

AKTA

Gerat: GE Healthcare, Akta prime plus

Saule: IBA, Strep-Tactin Superflow high capacity Cartridge
H-PR 5 mL

EPR

Gerat: Bruker, E 500

Kryostat: Oxford, ESR continuous flow

Temperatursteuerung: Oxford, ITC 503

Glove-box
Glove-box: Coy Laboratory Products Inc., Modell A
Wasserstoff-/Sauerstoffdetektor: Coy Laboratory Products Inc., Modell 10

HPLC

HPLC-System: Gilson-Abimed, Gradientenpumpen Typ 331 und 332
Detektor: Gilson-Abimed, UV/Vis-456

Analytische Saule: Phenomenex, Gemini 5 ym C18 4,6 x 250 mm
Praparative Saule: Phenomenex, Genini 5 um C18 22 x 250 mm
Gefriertrocknung

Fa. Martin Christ, ALPHA 1-4 mit Anlagensteuerung LDC-1M
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8 Material und Methoden

MALDI-TOF MS
Gerat: Voyager-DE PRO Workstation
Laser: Stickstofflaser (337 nm)
Pulsenergie bei 10 Hz: 324 +6 pJoules
PCR

Eppendorf, Mastercycler ep gradient

Peptid Synthesizer
Advanced Chemtech, Model 348Q

pH-Meter
Hanna Instruments, pH 211 Microprocessor pH Meter

Mettler Toledo, Seven Easy pH Meter

UV-Spektrometer
Shimadzu, UV-2401 PC

Zellaufschluss
Dispergiergerat:  Art, MICCRA D-9 mit Schnellrihrwerkzeug DS-20-PF-MIR

Zentrifugen

Mikrozentrifuge: Heraeus, Biofuge primo R
Klhlzentrifuge: Beckman Coulter, Avanti J20XP
Ultrazentrifuge: Beckman Coulter, Optima L-80XP

Zyklovoltammetrie

Potentiostat: Princeton Applied Research, Versastat 4 400
Princeton Applied Research, Potentiostat/Galvanostat
Model 283

Referenzelektrode: Radiometer Analytical, Saturated Calomel Electrode (SCE)
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8.2 Chemikalien

Die zur Peptidsynthese verwendeten Aminosauren wurden von Iris-Biotech und
die Kopplungsreagenzien von Novabiochem bezogen. Das verwendete
PAL-PEG-PS - Harz wurde von der Firma Applied Biosystems geliefert. Die fur
die Peptidsynthese verwendeten Chemikalien lagen alle mindestens im

Reinheitsgrad ,zur Peptidsynthese® vor.

Die verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma Metabion (Martinsried)

und die Vektoren bei Novagen (Darmstadt) bestellt.

Die fiur die Aufreinigungen und Extraktionen wahrend der molekularbiologischen
Arbeiten verwendeten Kits wurden von der Firma Qiagen (Hilden) bezogen.
Eine Ausnahme bildet das Kit zur Extraktion der Plasmid DNA, das bei der

Firma GE Healthcare (Mianchen) bestellt wurde.

Alle weiteren von den Firmen Acros Organics (Geel, Belgien), Fluka (Seelze),
Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) gelieferten Chemikalien
lagen in der hochst moglichen Reinheit und mindestens vom Reinheitsrad ,zur

Synthese” vor.

Losemittel, die mit dem Reinheitsgrad ,technisch® bezogen wurden, sind vor

Gebrauch destilliert worden.

8.3 Medien und Lésungen

Alle Medien wurden vor Gebrauch durch Autoklavieren sterilisiert. Zur
Herstellung der Medien wurde ausschliel3lich Wasser aus einer Millipore-Anlage
verwendet, dessen spezifische Leitfahigkeit in einem Bereich von ca.
18,2 MQ-'cm-! lag.
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8.3.1 Medien zur Anzucht von Desulfovibrio gigas

Zur Anzucht und Lagerung der Zellkultur wurden die folgenden Medien

eingesetzt:
DSG (Wachstumsmedium) [100]: 4,0 g/L NaxSO4
pH 7,2 0,6 g/L MgSO4-7H20

04 g/L KH2PO4
3,0 g/L Trypton
0,8 g/L Hefe-Extrakt
10,0 mL/L Na-L- Lactat
(60 Gew.% in H20)
Nach dem Autoklavieren wurden 1,5 mL/L einer 10 g/L FeSOs-Losung steril
hinzufiltriert.

Das Medium wurde zur Anzucht von D. gigas verwendet.

PB (Stammmedium) [101]: 0,5 g/L KH2PO4
pH 7,5 0,5 g/L NH4CI

1,3 g/L CaS04-:2H20

20 g/L MgS0O4-7H20

4,0 g/L Na-L- Lactat

(60 Gew. % in H20)

1,0 g/L Hefe-Extrakt

0,1 g/L Na-Ascorbat

0,5 g/L FeSO4-7H20

0,1 g/L Thioglycolsaure
Das Medium wurde zur Herstellung einer Stammkultur verwendet, die bis zu

drei Monate bei 4 °C gelagert werden konnte.
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8.3.2 Medien zur Anzucht von E. colf
SOC-Medium [102]: 0,5 g/L NaCl
pH 7,0 20,0 g/L Trypton
50 g/L Hefe-Extrakt
10,0 mL 250 mM KCI Lésung
kurz vor Gebrauch zugeben: 3,6 mL 20 % Glucose Lésung
50 mL 2 M MgCl2 Lésung

Das Medium wurde wahrend der Transformation bendtigt.

LB-Medium [102]: 10 gL NaCl
pH 7,4 10 gL Trypton
5 gL Hefe-Extrakt
Nach dem Autoklavieren wurden bei Bedarf 100 mg/L Penicillin zugegeben.
Das Medium wurde zur Anzucht des E£. coli Stammes Nova Blue bendtigt, der

fur die Amplifizierung des Plasmids verwendet wurde.

2xYT-Medium [102]: 5 glL NaCl

16 g/L Trypton

10 g/L Hefe-Extrakt
Der pH-Wert liegt bei 7,3 und musste daher nicht eingestellt werden. Nach
Autoklavieren werden auch hier bei Bedarf 100 mg/L Penicillin zugegeben.
Das Medium wurde zur Uberexpression des nativen Proteins und der Mutanten
in £. coliBL21 (DE3) verwendet.
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8.4 Anzucht von Desulfovibrio gigas und Gewinnung des rekom-
binanten D. gigas Ferredoxin |l

Die Arbeiten mit Desulfovibrio gigas wurden ausschliel3lich in einer anaeroben
Glovebox  durchgefihrt, in der eine  Stickstoff-Atmosphare  mit
2-5 % Wasserstoff-Anteil herrscht. Sowohl der Wasserstoff- als auch der
Sauerstoff-Gehalt wurden kontinuierlich mit Hilfe eines Detektors kontrolliert.
Eventuell in die Box eindringender Sauerstoff wurde durch einen Palladium-
katalysator mit Hilfe des Wasserstoffs zu Wasser umgesetzt, so dass der

Sauerstoff-Gehalt unter 1 ppm lag.

Um das rekombinante D. gigas Ferredoxin Il (Fd II) zu gewinnen, musste
zunachst die genomische DNA aus den angezuchteten D. gigas Zellen isoliert
und aufgereinigt werden. Anschlielend wurde das gewiinschte DNA-Fragment
mit Hilfe der PCR-Technik amplifiziert. Die auf diese Weise erhaltene DNA-
Sequenz wurde in einen E. coli -Expressionsvektor (pET-52b(+) 3C/LIC)
kloniert und anschlielend amplifiziert. Nach Hitzeschock-Transformation der
kompetenten E. coli Zellen mit dem gewonnenen Plasmid (Vektor mit DNA-
Fragment) wurde eine Zellkultur in groRerem Malstab erzeugt, aus der das

rekombinante Ferredoxin isoliert werden konnte.

Die angewendeten Methoden sind im Folgenden detailliert beschrieben.

8.4.1 Extraktion der genomischen DNA

Die genomische DNA wurde mit Hilfe eines Qiagen Kits (Genomic DNA Buffer
Set Cat. No. 190 60) aus D. gigas Zellen gewonnen. Aus einem Liter Zellkultur
konnten ca. 5 g Zellen fUr die Extraktion geerntet werden. Zur Extraktion der
DNA wurde das vom Hersteller beschriebene Standardverfahren fur die DNA-
Extraktion aus Bakterien angewendet (Handbuch Qiagen Genomic DNA Hand-
book 08/2001, S. 44). Die Qualitat der extrahierten DNA wurde anschlieRend

mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese Uberprift.
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8.4.2 Agarose - Gelelektrophorese

Die Agarose — Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Nukleinsauren und
der Abschatzung der Konzentration einer vorliegenden DNA-L&sung durch
Vergleich mit gleichzeitig aufgebrachten Referenzsubstanzen. Hierzu wurden
6 L der DNA-LOsung mit 4 pL Ladepuffer (15 % Glycerin, 100 mM EDTA,
0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 0,1 % (w/v) Xylenblau) gemischt und auf das Gel
(1% Agarose in 1x TAE — Puffer / 7 cm x 10 cm) aufgebracht. Die 50 Minuten
dauernde Elektrophorese fand in 1x TAE-Puffer bei 110 V statt. Im Anschluss
wurde das Gel in einem Ethidiumbromid-Bad (1 pg/mL) ca. 15 Minuten
eingefarbt. Unter UV-Licht wurden die DNA-Banden sichtbar und kdénnen
anhand ihrer GréRe identifiziert werden. Die Konzentration der DNA-LAsung
liel sich durch Vergleich der Intensitat der gewinschten Bande mit der Inten-
sitdt einer Referenzbande des Markers (NEB QuickLoad 100 bp/1kb DNA

Ladder) abschatzen.

8.4.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die gewunschten DNA-Fragmente konnten mit Hilfe der PCR in vitro amplifiziert
werden. Fur die im Laufe der Arbeit durchgefuhrten Mutationen wurden die

folgenden Primer verwendet:

D. gigas Fdll Wildtyp

Vorwartsprimer: 5’-CAGGGACCCGGTATGCCTATCGAAGTC-3 Tn=73,0°C
Rickwartsprimer:  5’-GGCACCAGAGCGTTGGACCGAATGAT-3’ Tmn=71,0°C

Primer fUr die im Laufe der Arbeit durchgeflhrten Mutationen:

D. gigas Fdll C12F

Vorwartsprimer: 5-TGACGATTGCATGGCCTTTGAAGCCTGTGTGG-3' Tm=75,0°C
Rickwartsprimer:  5-CCACACAGGCTTCAAAGGCCATGCAATCGTCA-3 Tm=75,0°C

D. gigas Fdll C12S

Vorwartsprimer: 5’-GACGATTGCATGGCCAGTGAAGCCTGTGTGG-3 Tm=76,0"°C
Rickwartsprimer:  5-CCACACAGGCTTCACTGGCCATGCAATCGTC-3’ Tm=76,0"°C
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D. gigas Fdll C12W
Vorwartsprimer: 5-CGATTGCATGGCCTGGGAAGCCTGTGTGGAA-3 Tm=76,0"°C
Ruckwartsprimer: 5-TTCCACACAGGCTTCCCAGGCCATGCAATCG-3 Tm=76,0"°C

D. gigas Fdll C12Y
Vorwartsprimer: 5-CGATTGCATGGCCTGGGAAGCCTGTGTGGAA-3’ Tm=75,0°C
Ruckwartsprimer: 5-TTCCACACAGGCTTCCCAGGCCATGCAATCG-3 Tm=75,0°C

Die Schmelztemperatur (Tm) des jeweiligen Primers wurde den Angaben des

Herstellers entsprechend Ubernommen.

Fur die Amplifizierung des gewinschten DNA-Fragments kam der folgende

Ansatz mit optimiertem PCR-Programm zur Anwendung:

Ansatz:

50 L 10 x MgCl> PCR-Puffer

1,5 uL 50 mM/L MgCl>

50 puL 2 mM/L dNTP

2,0 L 25 uM Forwartsprimer

2,0 L 25 uM Ruckwartsprimer

0,5 uL 5000 Units/mL Taqg-Polymerase

27,5 L D. gigas genomische DNA

50 L 10 x PCR Enhancer

1,5 L Wasser (steril / tri-dest.)
PCR:
Initialisierung 95°C 5 Min
Denaturierung 95°C 0,5 Min
Annealing 73°C 0,5 Min 30 Zyklen
Elongation 72°C 2 Min

finale Elongation 72°C 5 Min
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Das folgende optimierte PCR-Programm kam fur Einflhrung der Punkt-

mutationen zur Anwendung:

Ansatz:
50 uL 10 x MgCl> PCR-Puffer
50 L 2 mM/L dNTP
2,0 uL 25 uM Forwartsprimer
2,0 L 25 uM Ruckwartsprimer
1,0 L 2500 Units/mL Pfu-Polymerase
2,0 L Plasmid fur WildtypUberexpression (siehe 8.4.4)
33,0 L Wasser (steril / tri-dest.)
PCR:
Initialisierung 95°C 0,5 Min
Denaturierung 95°C 0,5 Min
Annealing 73°C 1 Min 18 Zyklen
Elongation 72°C 6 Min

finale Elongation 72°C 1 Min

Die Annealing-Temperatur musste so ungewohnlich hoch gewahlt werden, da
die Versuche zur Optimierung der Methode zeigten, dass bei einer niedrigeren
Temperatur die DNA-Amplifizierung nicht ausreichend spezifisch war. Die
Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe einer Agarose - Gel-
elektrophorese, bei der zunachst etwaige Verunreinigungen abgetrennt wurden.
Das gewunschte amplifizierte DNA-Fragment wurde aus dem Gel ausge-
schnitten und mit Hilfe eines Extraktions-Kits (QIAquick Gel Extraction Kit,
Qiagen) entsprechend des im Handbuch (QIlAquick Spin Handbook 03/2001, S.

23) beschriebenen Standardverfahrens isoliert.

8.4.4 Herstellung, Extraktion und Amplifizierung der Plasmid-DNA

Entsprechend der Hersteller-Vorschrift (Novagen, Userprotokoll TB453 Rev. B
0107) wurde das amplifizierte DNA-Fragment zunachst mit T4 DNA Polymerase
behandelt, bevor es mit dem Vektor pET-52b(+) 3C/LIC inkubiert wurde, um

das gewunschte Plasmid zu erhalten. Bei dem hier gewahlten Vektor handelte
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es sich um einen ligationsunabhangigen Vektor, dessen Vorteil darin besteht,
dass er mit nicht-komplementaren Einzelstrangtiberhangen linearisiert vorliegt,
so dass die Vorbereitung des Vektors vor Einfligen des zu amplifizierenden
DNA-Fragments durch Restriktionsverdau entfiel (genauere Vektor-
informationen siehe Kapitel 10.1). Anschlieend erfolgte die Transformation der

zur Amplifizierung im Kit enthaltenen Nova Blue E. coli Zellen.

Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe eines Extraktions-Kits (GE Healthcare, illustra
plasmidPrep Mini Spin) aus den Nova Blue Zellen gemall dem beigefligten
Handbuch (Userprotokoll TB453 Rev. B 0107) gewonnen. Die Qualitat des
extrahierten Plasmids wurde auch hier anschlieRend durch Agarose-
Gelelektrophorese uberprift (siehe 8.4.2). Mit der genauen Sequenzanalyse

wurde die Firma Sequiserve GmbH (Vaterstetten) beauftragt.

8.4.5 Herstellung kompetenter Zellen

Zunachst wurden die CaCl, kompetenten Zellen nach der von Mandel und Higa

beschriebenen Methode [103] hergestellt:

Uber Nacht wurde eine 30 mL Vorkultur des gewiinschten Zellstammes in LB-
Medium unter Schitteln und bei 37 °C angezichtet. Anschlielfend wurden
500 mL LB-Medium mit 500 yL der Vorkultur inokuliert. Erreichte die ODseoo
einen Wert von 0,6, wurde die Kultur auf Eis gestellt. Die Zellen wurden nun
abzentrifugiert (4000 rpm, 4 °C, 10 Min) und danach in 15 mL einer eis-
gekuhlten 100 mM MgCl>-Lésung resuspendiert. Nach Zugabe von 45 mL einer
eisgekihlten 100 mM CaCl>-Lésung wurde erneut abzentrifugiert. Das
Resuspendieren und Abzentrifugieren wurde nun viermal wiederholt. Nach dem
letzten Resuspendieren wurde die Suspension flr 1 Stunde auf Eis inkubiert,
bevor erneut abzentrifugiert wurde. Es war darauf zu achten, dass die Zellen
nie langer als 2 Minuten ungekuinhlt blieben. Das Pellet wurde nun in ca. 3 mL
einer 100 mM CaClz-Lésung resuspendiert, die 15 % Glycerol enthielt. Die
kompetenten Zellen wurden entweder sofort verwendet oder bis zur Benutzung

in 100 pL Portionen abgefillt und bei — 80 °C eingefroren.

87



8 Material und Methoden

8.4.6 Transformation und Uberexpression in E. coli

CaCly-kompetente Zellen des E. coli Stammes BL21 (DE3) wurden mit der
extrahierten und durch Gelelektrophorese (siehe 8.4.2) aufgereinigten Plasmid-
DNA transformiert. Hierzu wurden zu 50 pL der kompetenten Zellen 5 L des
Plasmids gegeben und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen fir 20 Sekunden einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt, bevor sie
erneut fur 2 Minuten im Eisbad inkubiert wurden. Nach der Zugabe von 950 uL
vorgewarmtem SOC-Medium wurde fir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach
wurden die Zellen ausplattiert. Von einzelnen Kolonien wurden Kulturen
angezogen, das Plasmid wurde isoliert und erneut sequenziert. Von den
Kulturen, die das gewlinschte Plasmid enthielten, wurden Gefrierkulturen
hergestellt. AnschlieRend wurde das Protein dem folgenden Protokoll

entsprechend Uberexprimiert:

2 pL der angelegten Gefrierkultur wurden in 10 mL 2xYT-Medium gegeben und
fur 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Mit 5 mL dieser Vorkultur wurden nun 2 L
Medium inokuliert und unter Schitteln und Sauerstoffoegasung bei 37 °C
inkubiert, bis die ODeoo = 1 erreichte. Daraufhin wurde die Temperatur auf 28 °C
gesenkt und die Kultur wurde mit 0,5 mM IPTG induziert. Am nachsten Tag (ca.
18 Stunden spater) wurden die Zellen mit Hilfe einer Kihlzentrifuge (15 Min,
7500 rpm, 4 °C) geerntet und bei -80 °C eingefroren. Pro Liter Medium wurden
ca. 6,5 g Zellpellet erhalten.

8.4.7 Mutationen

Im Verlauf der Arbeit wurden die Punktmutationen an der Sequenz des D. gigas
Ferredoxin 1l entsprechend des vom Hersteller Stratagene bereitgestellten
Skripts (QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit) durchgefihrt.

Die folgenden Mutanten wurden hergestellt:

D. gigas Fdll C12F
MPIEVNDDCMAFEACVEICPDVFEMNEEGDKAVVINPDSDLDCVEEAIDSCPAEAIIRS
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D. gigas Fdll C12S
MPIEVNDDCMASEACVEICPDVFEMNEEGDKAVVINPDSDLDCVEEAIDSCPAEAIIRS

D. gigas Fdll C12W
MPIEVNDDCMAWEACVEICPDVFEMNEEGDKAVVINPDSDLDCVEEAIDSCPAEAIIRS

D. gigas Fdll C12Y
MPIEVNDDCMAYEACVEICPDVFEMNEEGDKAVVINPDSDLDCVEEAIDSCPAEAIIRS

Die mutierte Aminosaure ist jeweils in rot dargestellt.

Es wurden das im Kapitel 8.4.3 bereits beschriebene PCR-Programm und die
dort aufgeflhrten Primer verwendet. Als Templat fur die PCR wurde das
Plasmid, das fiir die Uberexpression des Wildtyp-Proteins verwendet wurde,
eingesetzt. Nach der Uberpriifung der PCR-Produkte durch Sequenzierung
wurden Transformation und Uberexpression wie in Kapitel 8.4.5 beschrieben
durchgefuhrt.

8.4.8 Proteinaufreinigung

Das gewonnene Zellpellet (Abschnitt 8.4.6) wurde in Puffer resuspendiert und
mit Hilfe eines Dispergiergerates in flissigem Stickstoff aufgebrochen. Nach
anschlielRendem Zentrifugieren in der Kihlzentrifuge (45 Min, 1500 rpm, 4 °C)
und der Ultrazentrifuge (1 Stunde, 50000 rpm, 4 °C) wurde das gewilnschte
Protein mit Hilfe einer AKTA aus dem Rohlysat isoliert. Da das gewiinschte
Protein nach der Expression mit einem N-terminalen Strep-Tag versehen ist,
wurde die Aufreinigung Uber eine Strep-Tactin Saule vorgenommen. Der
genaue Verlauf des Gradienten ist in Abb. 8.1 dargestellt. Verwendet wurden
als Waschpuffer 1 M Tris, pH 8, mit 1,5 M NaCl und als Elutionspuffer diente

der Waschpuffer, dem 25 mM D-Desthiobiotin zugesetzt wurden.
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Abb. 8.1: Programm, das fiir die Aufreinigung der Proteine mit Hilfe der AKTA verwendet wurde

Die erhaltenen Elutionsfraktionen wurden mit Hilfe der Gelelektrophorese auf
ihre Proteinzusammensetzung getestet und die Fraktionen, die das gewunschte
Protein enthielten, wurden vereinigt. Flur die Gelelektrophorese wurden ca.
10 yL der Probe und 2 yL SDS-Gel Ladepuffer (nach Maniatis [102]) flr
10 Minuten auf 90 °C erhitzt und anschlieRend auf ein NUPAGE 4-12 % TRIS
Gel (Invitrogen) gegeben. Als Laufpuffer wurde MES verwendet und der See-
Blue Plus 2 Prestained Standard von Invitrogen diente als Marker. Nach der

Auftrennung wurde das Gel mit PhastGel Blue R (Pharmacia) gefarbt.

MES-Puffer: 50,0 mM MES
pH 7,3 50,0 mM TRIS
3,5 mM SDS

1,0 mM EDTA
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8.4.9 Western Blotting

Das Protein wurde mit Hilfe des Halb-Trocken-Blotverfahrens (semi-dry-blot)
vom Gel auf eine 0,2 ym PVDF — Membran (BIO RAD) Ubertragen. Vor dem
Transfer wurde die Membran in Methanol getrankt. Der Transfer wurde mit
einer fir 3 Stunden angelegten Spannung von 25V bei 4°C durchgefihrt. Im
Anschluss wurden die folgenden Waschschritte bei Raumtemperatur und unter

standigem Schitteln durchgefihrt:

2x 10 Min Waschpuffer

1x 1h Blockpuffer

2x 10 Min Tween-Puffer

2x 10 Min Waschpuffer

1x 1h Anti Strep-Puffer bzw. Anti His-Puffer
2x 10 Min Tween-Puffer

2x 10 Min Waschpuffer

1Xx 1h Anti mouse-Puffer

2x 10 Min Tween-Puffer

4x 10 Min Waschpuffer

AnschlieBend wurde die Membran gefarbt. War die Farbung ausreichend,
wurde der Prozess durch kurzes Abspulen mit Wasser gestoppt. Parallel hierzu
wurde das Ursprungsgel gefarbt (siehe 8.4.8), um zu garantieren, dass der

Transport vom Gel auf die Membran stattgefunden hatte.

Verwendete Puffer:
Transferpuffer: 20 % (v/v) Methanol in MES-Puffer (siehe 8.4.8)

Waschpuffer: 10 % (v/v) Glycerin, 100 mM Tris, 600 mM NacCl,
0,4 mM Pefabloc, 0,5 %o (v/v) B-Mercaptoethanol
Blockpuffer: 13 uM Bovines Serumalbumin (BSA) in Waschpuffer

Tween-Puffer: 0,5 %o (v/v) Tween20 in Waschpuffer

Anti Strep-Puffer: 0,2 %o (v/v) Anti-Strep-Tag Il (Novagen) in Blockpuffer

Anti Rabbit-Puffer: 0,2 %o (v/v) Anti Mouse (Invitrogen) in Blockpuffer
Farbepuffer: 1 NBT/BCIP Ready-to-Use Tablet (Roche) in 10 mL Wasser
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8.5 Clusterrekonstitution der Proteine

Die aus der Aufreinigung (siehe Kapitel 8.4.8) gewonnenen Fraktionen, die das
gewlnschte D. gigas Ferredoxin enthielten, wurden in eine Glovebox mit
anaerober Atmosphare gebracht. Da die Aufreinigung des Proteins aerob
erfolgte, war auch der eventuell noch im Protein gebundene Cluster vollstédndig
oxidiert. Um diesen Cluster von dem Protein zu trennen, wurde das Protein
dreimal mit 5 % Trichloressigsaure gefallt. Durch Zusatz von Mercaptoethanol
wahrend der Fallung wurde die Bildung von Cystinbriicken verhindert. Nach der
Fallung wurde der Niederschlag in 50 mM Tris Puffer mit 60 mM Mercapto-

ethanol resuspendiert.

Um den Cluster zu rekonstituieren, wurde zunachst eine 60 mM FeCls-Lésung
zugegeben. Nach ca. 30 Minuten wurde eine 60 mM NazS-Ldsung zugegeben.
Eisen und Sulfid wurden im Verhaltnis 1:1 eingesetzt. Das Verhaltnis der
Eisen- bzw. Sulfidionen zum Protein betrug 3:1. Nach einer Inkubationszeit von

ca. 30 Minuten wurde die Losung Uber eine PD-10 Saule entsalzt.

8.6 Festphasen Peptidsynthese (SPPS)

Die Festphasen Peptidsynthese wurde mit Hilfe eines Synthesizers durch-
geflhrt, der mit der Fmoc/#Bu-Methode arbeitet. Hierbei wurde ein PAL-PEG-
PS — Harz verwendet, auf dem die gewlinschte Sequenz aufgebaut wurde. Die
Verwendung dieses Harzes filhrte dazu, dass die synthetisierte Sequenz nach
der Abspaltung vom Harz am C-Terminus als Saureamid vorlag. Die zum
Aufbau der Sequenz verwendeten Aminosauren waren am N-Terminus
zunachst durch eine Fmoc-Gruppe geschutzt, die mit Hilfe von 25 % Piperidin in
DMF abgespalten werden konnte. Des Weiteren waren die Aminosauren mit

den folgenden Seitenketten-Schutzgruppen versehen (vgl. Tabelle 3.1):

£Bu (fertButyl): Asp, Glu, Ser, Thr,
Tyr

Boc (fert-Butyloxycarbonyl): Lys, Trp

Trt (Trityl): Asn, GIn, His, Cys

Pbf (2,2,4,6,7-pentamethyl-dihydrobenzofuran-5-sulfonyl): Arg
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Die Aminosauren Ala, Gly, lle, Leu, Met, Phe, Pro, und Val wurden ohne

Seitenketten-Schutzgruppe verwendet.

Die Systemflussigkeit, im folgenden DMF-DE genannt, bestand aus Dimethyl-
formamid (DMF), das mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) und 25 % Diethylether
versetzt wurde. Die fur die Kopplung noétigen Reagenzien DIPEA, Collidin,
PyBOP und HATU, sowie die Aminosauren wurden fir die Synthese in N-
Methyl-2-pyrrolidon (NMP) mit 20 % Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6ést und im
folgenden molaren Verhaltnis zueinander eingesetzt:
Harz : PyBOP/HATU : DIPEA/Collidin : Aminosaure

1 : 5 : 10 : 5
Das folgende Beispiel zeigt den schrittweisen Ablauf der Peptidsynthese:
Zu Beginn der Synthese wurden 227 mg Harz (0,22 mmol/g = 0,05 mM) in
DMF-DE gequollen. Um anschlielend das Harz zu entschitzen, wurde drei Mal
eine 25 % Piperidinlésung in hundert-fachem Uberschuss zugegeben. Nach
sechsmaligem Waschen mit DMF-DE, wurde die Kopplung der Aminosaure
durchgefuhrt. Hierzu wurden in einem ersten Kopplungsschritt die Aminosaure
und das Kopplungsreagenz PyBOP in fiinf-fachem Uberschuss, die Base
DIPEA in zehn-fachem Uberschuss zugegeben. Der zweite Kopplungsschritt
erfolgte dem ersten Kopplungsschritt entsprechend, jedoch wurde das
Kopplungsreagenz HATU verwendet. Diese Kopplungszeiten betrugen je nach
Aminosaure eine bis drei Stunden. Erwies sich eine Kopplung als unzureichend,

wurde die Kopplung wiederholt.

Die Entschitzungs- und Kopplungsschritte wurden wiederholt, bis die
vollstdndige Sequenz aufgebaut war. Im Anschluss an die Kopplung wurde
erneut eine Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Gruppe mit Piperidin durch-
gefuhrt. Das Harz wurde daraufhin sechs Mal mit DMF-DE, zwei Mal mit
Methanol und finf Mal mit Dichlormethan gewaschen. Nach zweistlindigem
Trocknen des Harzes unter Argon wurden durch Zugabe der Abspaltlésung,
bestehend aus 30 mL Trifluoressigsaure (TFA), 0,75 mL Anisol, 1,75 mL

Thioanisol und 1,0 mL Ethandithiol, alle Seitenkettenschutzgruppen entfernt
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und das fertige Peptid vom Harz abgespalten. Die vereinigten Abspaltlésungen
wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend im

Olpumpenvakuum stark eingeengt.

Um eventuell oxidierte Methionin-Seitenketten zu reduzieren, wurde der
Ruckstand mit 150 mL Dichlormethan aufgenommen, mit 2,4 mL Ethandithiol
und 2,1 mL Chlortrimethylsilan versetzt und 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach erneutem Einengen im Olpumpenvakuum wurde der Riickstand
mit Ether/Pentan verrieben, abgesaugt und 5 x mit Diethylether gewaschen.
Danach wurde der erhaltene Feststoff mit Essigsaure / Wasser aufgenommen,
lyophilisiert und mit Hilfe der HPLC aufgereinigt (siehe 8.7). Da im Verlauf
dieser Arbeit ein PAL-PEG-PS Harz verwendet wurde, waren die synthetisierten

Peptide am C-Terminus amidiert.
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Es wurden die folgenden Sequenzen hergestellt:

DmsB-P
TKVCPSGAMHKREDGFVVVDEDVCIGCRYCHMA

DmsB-P C27T
TKVCPSGAMHKREDGFVVVDEDVCIGTRYCHMA

DmsB-P C27S
TKVCPSGAMHKREDGFVVVDEDVCIGSRYCHMA

DmsB-P C27F
TKVCPSGAMHKREDGFVVVDEDVCIGFRYCHMA

DmsB-P C27Y
TKVCPSGAMHKREDGFVVVDEDVCIGYRYCHMA

DmsB-P C27V
TKVCPSGAMHKREDGFVVVDEDVCIGVRYCHMA

C-Terminus

DmsB-P C27W
TKVCPSGAMHKREDGFVVVDEDVCIGWRYCHMA

DmsB-P C4F
TKVFPSGAMHKREDGFVVVDEDVCIGCRYCHMA

=\l ="

DmsB-P C4Y
TKVYPSGAMHKREDGFVVVDEDVCIGCRYCHMA

Die gelb markierte Aminosaure ist im nativen System ein Cystein und koor-

diniert einen [Fes4S4]-Cluster.
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8.7 Aufreinigung und Charakterisierung der Peptide

Die durch Festphasen-Peptidsynthese gewonnenen Peptide wurden mit Hilfe
der HPLC entsprechend der in Tabelle 8.1 aufgeflhrten Gradienten gereinigt.
Als Gradient wurde ein Gemisch aus Wasser und Acetonitril verwendet, denen
0,1 % TFA zugesetzt wurde. Die verwendeten Losemittel wurden vor Gebrauch

entgast und unter Argon gehalten.

Tabelle 8.1:  Zur Peptidaufreinigung verwendete Gradienten

Mutante Gradient Dauer des Gradienten

[% Acetonitril] [min]
DmsB 20,7 - 20,7 23
DmsB C27T 23,0 - 25,0 55
DmsB C27S 22,0 - 23,0 41
DmsB C27F 27,0 - 27,0 25
DmsB C27Y 25,0 - 25,0 40
DmsB C27V 26,0 - 26,0 45
DmsB C27W 26,5 - 26,5 35
DmsB C4F 26,0 - 30,0 30
DmsB C4Y 24,0 - 26,7 20

Im Anschluss an die praparative HPLC wurde die Homogenitat der aufge-
reinigten Probe durch analytische HPLC mit Hilfe der oben aufgefihrten
Gradienten erneut Uberprift. Des Weiteren wurden die Massenspektren der
Peptide durch MALDI-TOF Massenspektrometrie aufgenommen. Als Matrices
wurden a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CHCA), 2,5-Dihydroxybenzoesaure
(DHB) und frans-3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsaure (Sinapinsaure) verwendet,
die Messgenauigkeit betrug +0,1 % des Molekulargewichtes. Gemessen wurde
mit einer Beschleunigungsspannung von 20000 V. Durch Vergleich der
berechneten Masse mit der tatsachlich gefundenen Masse wurden die HPLC-

Fraktionen identifiziert, die das gewtinschte Peptid enthalten.
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8.8 Ellman-Test

Um die Peptidkonzentration einer Probe vor der Clusterrekonstitution zu
bestimmen und so eine optimale Clusterrekonstitution zu gewahrleisten, konnte
nicht die im Allgemeinen vorhandene Eigenabsorption von Proteinen oder
Peptiden bei 280 nm, verursacht durch Tryptophan, bestimmt werden. Da die
hier synthetisierten Peptide kein Tryptophan enthalten, musste auf den Eliman-
Test zurlckgegriffen werden, mit dessen Hilfe sich die Konzentration der freien

Cysteine und daraus folgend auch die Peptidkonzentration bestimmen lief3.

Fir die Messung wurden in zwei Kivetten je 50 pL 5,5-Dithiobis(2-
nitrobenzoésaure)-Lésung (DTNB-LOsung), 100 yL 1 M Tris, pH 8,0, und
840 uL Wasser gegeben. In eine der beiden Kivetten (Referenz) wurden 10 uL
Wasser gegeben, in die andere Klvette 10 yL der Peptidlésung. Die Losungen
wurden vorsichtig gemischt und anschliefend 5 Minuten inkubiert. Anhand der
anschlieBend gemessenen Absorption der Probe gegen die Referenz bei

412 nm konnte anhand der Gleichung 8.1 die Konzentration der Probe ermittelt

werden.
OD oD
13600 A‘;—21cm—1 10074 = 544M—ﬂ(23m"1 Gleichung 8.1
DTNB-Losung: 50 mM Natriumacetat
2 mM DTNB

8.9 Clusterrekonstitution der Peptide

Fur die Rekonstitution der Cluster wurde ein Verfahren gewanhlt, das bereits flr
die Rekonstitution von [FesS4]-Clustern verwendet wurde [104, 105]. Alle
Arbeiten werden in einer Glovebox durchgefiihrt, in der der Sauerstoff-Gehalt
unter 1 ppm liegt (siehe auch 8.4). Bei diesem Verfahren wurde das
gewinschte Peptid in 50 mM Tris-Puffer pH 8,3 (50 mL / g Peptid) gelost. Zu
der Lésung wurden pro mg Peptid 0,4 mL B-Mercaptoethanol, 150 yL einer
60 mM FeCls-Losung und 150 uyL einer 60 mM NaxS-Ldsung zugetropft.
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Zwischen der Zugabe der Lésungen wurde jeweils fur 20 Minuten inkubiert. Um
die Bildung von Eisensulfid zu vermeiden, musste darauf geachtet werden,
dass die Natriumsulfidlésung erst dann langsam zugetropft wurde, nachdem die

Lésung ihre tiefrote Farbung verloren hatte und hellgelb geworden war.

Abweichend von dem in der Literatur beschriebenen Verfahren wurde nicht
uber Nacht inkubiert, sondern sofort mit der Aufkonzentrierung der Probe
begonnen, da gefunden wurde, dass eine langere Inkubationszeit sowohl die
Bildung von [FesS4]-Cluster zu ungunsten des [FesSs]-Clusters als auch die

Bildung von Eisensulfid begunstigte.

Nachdem die Lésung mit einer Amicon Zelle auf ca. 1,5 mL aufkonzentriert
wurde, wurde das Uberschiussige Eisenchlorid und Natriumsulfid Uber zwei
aufeinander folgende Entsalzungssaulen (Sephadex G-25 / PD-10) abgetrennt.
Nach weiterem Aufkonzentrieren auf ca. 600 yL wurden 200 yL der Probe zur
UV-Messung in eine gasdichte Klvette gegeben. Weitere 200 yL wurden in ein
EPR-RAhrchen gegeben und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die restlichen
200 pyL wurden durch Zugabe von 25 pL einer 1 M Glycinlésung (pH 10) und
25 pL 0,35 mM Na2S204 in 1 M Glycinldsung reduziert. Auch diese Probe wurde
in ein EPR-R&hrchen gegeben und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die EPR

Proben wurden bis zur Messung aulerhalb der Glovebox bei -80 °C gelagert.

8.10 Koordinierung eines synthetisch hergestellten Clusters

Um den von Frau Dr. Kinga Kulon am Institut chemisch synthetisierten Cluster
(EtaN)s[FesS4(SEt)s] mit Hilfe eines der Maquettes zu koordinieren, wurde
zunachst das Peptid, das als Maquette dienen sollte, in Tris-Puffer (50 mM /
pH 8,3) geldst. AnschlieBend wurde ein Aquivalent des Clusters in so wenig
Acetonitril wie mdglich gelést. Da der Cluster sehr empfindlich gegeniber
Sauerstoff reagiert, wurden nur sorgfaltig entgaste Losemittel verwendet. Nach
einer bzw. drei Stunden wurden die Proben wie in 8.8 bereits beschrieben

aufgearbeitet.
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8.11 UV/Vis-Spektroskopie

Alle UV/Vis-Messungen wurden in gasdichten Quarzkivetten mit einer Schicht-
dicke von 0,5 cm unter Verwendung einer Referenzprobe des jeweiligen Puffers
durchgefuhrt.

8.12 Elektron-Paramagnetische Resonanz Spektroskopie

Die EPR-Spektren wurden mit einem X-Band EPR Spektrometer
aufgenommen. Da die Messbedingungen variiert wurden, werden Parameter
wie Temperatur, Mikrowellenfrequenz, Modulationsamplitude, und Mikro-

wellenleistung in den jeweiligen Spektren angegeben.

8.13 Zyklovoltammetrie

Die Messungen wurden in einer Drei-Elektroden-Zelle aus Glas durchgeflihrt.
Als Referenz diente eine gesattigte Kalomelelektrode, die in einem Seitenarm
von der Hauptkammer getrennt positioniert ist und durch eine Luggin-Kapillare
mit dieser verbunden ist. Die Zelltemperatur wurde durch einen Wassermantel
kontrolliert. Als Gegenelektrode diente ein Platindraht. Der Aufbau gewahr-
leistete, dass die Referenzelektrode konstant bei Raumtemperatur arbeitete, so
dass das gemessene Potential durch Addition von 0,241 V in das Potential
gegen die Normalwasserstoffelektrode (NHE) umgerechnet werden konnte. Alle
in der Arbeit angegebenen Redoxpotentiale beziehen sich auf die Normal-

wasserstoffelektrode.

Fur die Messungen in Lésungen wurde eine Elektrode aus Glaskohlenstoff
(Durchmesser 5 mm) verwendet, die mit 0,5 uM Aluminiumoxid (Buehler) poliert

und anschlieRend fur 5 Minuten mit Wasser im Ultraschallbad gereinigt wurde.

Fur die Messungen mit kovalent an die Elektrode gebundenen Proben wurde
eine im |Institut angefertigte Elektrode aus hochorientiertem pyrolytischem
Graphit, dessen Graphitschichten orthogonal zur Elektrodenoberflache

verlaufen, (HOPG edge plane, Durchmesser 2 mm) genutzt. Das Protokoll flr
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die Modifikation der Elektrode wurde durch Ruldiger 2009 beschrieben [106].
Die Elektrode wurde ebenfalls mit 0,5 yM Aluminiumoxid poliert und an-
schlielend fir 5 Minuten mit Wasser im Ultraschallbad gereinigt. Nach dem
Trocknen in einem Stickstoffstrom wurde die Elektrode fir 5 Minuten in eine
10 mM Ldsung von 4-Nitrobenzol-diazoniumsalz (ABCR GmbH & Co,
Germany) in Acetonitril getaucht. AnschlieBend wurde die Elektrode mit
Acetonitril, Ethanol und Wasser gespluilt. Um die nun an der Elektrode befind-
lichen NO2-Gruppen zu NH2-Gruppen zu reduzieren und die Bindung des
Peptids an die Elektrode zu ermdglichen, wurde die Elektrode in eine elektro-
chemische Zelle gebracht. Die Reduktion wurde durch Zyklovoltammetrie in
einem Bereich von 0 bis -1 V bei einer Flussrate von 0,2 V/s in 0,1 M Schwefel-

saure Uberprift.

Um das Peptid an die Elektrode zu binden, wurden 4 yL einer ca. 25 uM
Peptidlosung, 2,3 yL einer 18 pM N-Hydroxysuccinimid-Lésung (NHS) und
2,5 uL einer 38 pM 1-Ethyl-3-(3’-dimethylpropyl)carbodiimid-Lésung (EDC) auf

die Elektrode gegeben. Nach ca. einer Stunde war die Reaktion abgeschlossen.

Die genauen Messparameter sind im jeweiligen Spektrum angegeben.
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10.1 Vektor pET-52b(+) 3C/LIC

In der folgenden Tabelle sind die Restriktionsstellen des Vektors aufgelistet.

Tabelle 10.1: Restriktionsstellen des Vektors pET-52b(+) 3C/LIC

Anzahl

Enzym Restriktionsstellen
Restrikt.

Acd 2 183 | 2733

Aci 5 761 | 2288 | 3971 | 4344 | 4770

Afel 2 504 | 2217

Afll 2 1099 | 2963

Ahadl 1 4573

Alol 1 4951

AlNI 1 3379

Apal 1 1310

Apall 5 232 | 1079 | 2777 | 3277 | 3901

Asel 4 356 | 1784 | 1843 | 4398

Aval 1 206

Avil 1 97

Barnl 10 156 202 421 442 556 | 1019 | 1738 | 1868 | 4620 | 5022

Banll 5 171 483 497 | 1310 | 5060

Bbel 4 425 446 560 | 1742

Bbsl 3 1245 | 1584 | 2081

BeeAl 5 618 958 | 1585 | 3465 | 5010

Begl 4 223 | 1425 | 2540 | 4035

BeNI 3 1556 | 3166 | 3735

Bdl 1 1113

Bgll 1 4455

Bipl 1 80

Bme1580I 6 236 | 1083 | 1310 | 2781 | 3281 | 3905

Bmn 6 628 | 1025 | 1262 | 1902 | 2702 | 4533

Bpml 5 243 937 | 1426 | 2490 | 4504

Bpu 0l 1 2069

BpuEl 6 21 | 1913 | 3054 | 3352 | 3593 | 3969

BsahAl 2 2715 | 4985

BszBl 3 372 382 | 2160
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BsaH| 6 422 443 557 1056 1739 4033

Bsal 1 4507

BsaWwl| 7 2 1418 1921 2152 3169 3316 4277

BsaXl 2 1774 4949

BseY| 3 1498 1633 3267

Bsgl 3 950 1150 2123

BsiEl 6 178 1884 2879 3303 4055 4204

BsHKAI 9 171 236 599 1083 1957 2781 3281 3905 3990

BsmAl 7 796 1201 1327 1714 2604 3730 4507

BsmBI 2 1714 2604

BsmF| 4 196 560 2234 5200

Bsp12861 13 167 232 479 493 595 1079 1306 1953 2777 3277
3901 3986 5056

BspCNI 9 93 1684 2061 2223 2763 3251 3660 4085 4604

BspEl 2 2 2152

BspHI 4 497 3683 3732 3764

BsrBI 5 141 328 2896 3730 5129

BsmDI 4 1146 1512 4339 4513

BsrFl 5 409 418 785 4488 5086

BssHll 1 1510

BssS| 2 3136 3904

BstAPI 1 782

BsBI 1 243

BstEll 1 1280

BsiXI 3 901 1030 1153

BstY| 10 195 663 1875 2155 3604 3615 3926 3943 4711 4723

BstZ171 1 2734

Bigl 2 268 536

Btsl 4 1464 1832 4154 4174

Clal 1 376

Dral 3 3995 4687 4706

Dralll 1 4985

Dral 3 2656 3071 4940

Eael 4 407 539 1773 4180

Ean 3 717 2847 3774

Ecil 4 890 3025 3171 4431

Eco57I 2 3511 3907

Eco5TMI 7 243 937 1426 2490 3511 3907 4504

EcoNlI 2 218 634
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Eco0109 4 53 210 532 | 196

Fspl 1 4350

Haell 13 421 442 502 | 556 | 714 149 | 1738 | 2132 2215 2837
3207 5132 5140

Hindll 2 184 1605

Hpal 1 1605

Kasl 4 421 442 556 | 173

Mid 1 1099

Msll 9 1151 1439 1469 | 195 | 214 | 253 | 3802 | 4161 4320

Nael 2 411 5088

Nar 4 422 443 557 | 173

Neal 1 268

NgoMIV 2 409 5086

Nspl 4 574 2308 2600 | 296

P 1 2963

P 1 681

Prol 2 666 2605

Ppil 3 3678 3945 4951

PouMI 2 210 1969

Psi 1 4857

PspOMI 1 1306

Py 1 4204

Pvudl 3 1699 1792 2554

Sapl 1 2847

Scal 1 4092

Sfd 5 341 3228 3419 | 432 | 520

Sfol 4 423 444 558 | 174

SgrAl 1 418

Smil 6 36 1892 3069 | 333 | 360 394

Sphl 1 574

Sspl 1 4777

St 3 57 97 268

Tagll 5 1898 2865 4041 | 422 | 488

Tal 3 189 2767 4090

TspGWI 4 2088 2406 3792 | 416

Ml 1 2708

Xbal 1 307

Xeml 3 955 1471 1489

Xl 2 2521 3973
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10 Anhang

Enzyme die den Vektor nicht schneiden:

Aan, Aafl, Accb5l, Afll, Agel, Alel, Asd, AsSI|, BamH\, BbVCl, BfBl, Bghl,
BmgBl, BmA, BpA, BseRl, BsWI, Bsml, BspMI, BsrGl, Bsu36l, Eagl, EcdCRl,
EcoRI, EcoRV, Fal, Fsel, FspAl, Hindll, Kpnl, Mfel, Msd, Ndel, Nhel, Noi,
Nrdl, Nsi, Pad, Pmel, PmA, PshAl, Psi, Psi, RsAl, Sad, Sadl, Sal, SanDI,
SbA, SexAl, Sfl, Smal, SnaBl, Spel, S, Stul, Swal, Xhol, Xmal, Zral

His Tag
Strep Tag
T7 promoter

f1 origin

\
5000

1000
—4000

origin

Abb. 10.1: Vektorkarte des 5227 Basenpaare umfassenden Vektors pET-52b(+) 3C/LIC
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10 Anhang

10.2 MALDI-TOF MS Spektren der synthetisierten Peptide

100

3738,55
DmsB-P Wildtyp 056,53 100 DmsB-P C27W MP
80 80
X X
— 60 — 60
3 5
3 3
2 40- 2 40-
- 1829.94 B 1871,36
MP/2 MP/2
204 Matrix 20 1
m Matrix
ol bt s hdid e L. o A)‘/J " L . DMML«.
0 T T T T T 1 0 T T T N 1 1
1000 2000 3000 4000 5000 1000 2000 3000 4000 5000
Masse m/z Masse m/z
Abb. 10.2: MALDI-Spektrum der Peptide DmsB-P Wildtyp (berechnet 3657,3 g/mol) und
DmsB-P C27W (berechnet 3740,4 g/mol)
100 DmsB-P C27F 3700,83 100 DmsB-P C4F &7;)1,64
MP
80 80 |
® S
~ 60 ~ 60
5 5
B 7
é 40 é 40 Matrix
20 1 20 1
1851,61 1852,64 J
MP/2 ) MP/2
0 bt . | . e JJWKT — Lu.l\.ml i " [ N : ,
1000 2000 3000 4000 5000 1000 2000 3000 4000 5000
Masse m/z Masse m/z

Abb. 10.3: MALDI-Spektren der Peptide DmsB-P C27F und DmsB-P C4F (berechnet beide

3701,3 g/mol)
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100 -

100 = 3717,22
DmsB-P C27Y 3717,58 DmsB-P C4Y MP
MP
80 - 80 -
B X
— 60 — 604
5 5
2 2
c c
g 40 - £ 404
20 1 20 9 Matrix
1851,61 J‘J 1855,86
1 MP/2 M\,JL_ 1 J‘I\‘IIP/2 M
O—“"‘m"“““, . - - - . 04 : sl ol .Alll}h ,.»/J - .
1000 2000 3000 4000 5000 1000 2000 3000 4000 5000
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Abb. 10.4: MALDI-Spektren der Peptide DmsB-P C27Y und DmsB-P C4Y (berechnet beide
3717,3 g/mol)
100 - DmMsB-P C27V &652,71 100 - DmsB-P C27T 3655,04
MP
80 80 -
= S
— 60 — 60
© T
= 2
g 5
€ 409 Matrix € 40
1 [Matrix
204 20 1828,54
1827,97 MP/2
MP/2 J
» N ™ Lht il . LA Li "
0- T f f T T 1 0~ T s T T T T 1
1000 2000 3000 4000 5000 1000 2000 3000 4000 5000
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Abb. 10.5: MALDI-Spektren der Peptide DmsB-P C27V (berechnet 3653,3 g/mol) und DmsB-P
C27T (berechnet 3652,7 g/mol)
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