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1. Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die NADH:Ubichinon Oxidoreduktase, der sogenannte Atmungsketten-Komplex |,
koppelt die Elektronentbertragung von NADH auf Ubichinon reversibel mit der
Translokation von Protonen tber die Membran. Der Komplex aus dem Bakterium
Escherichia coli besteht aus den 13 verschiedenen Proteinuntereinheiten, NuoA bis
NuoN, die dem Komplex eine molekulare Masse von 535kDa geben.
Sequenzvergleiche zeigen, dal? der Komplex modular aus Teilen fiir den Elektronen-
und den Protonentransport aufgebaut ist. Ein Flavinmononukleotid und eine
unbekannte Anzahl Eisen-Schwefel (FeS) Zentren dienen als interne Redoxgruppen.
In dem Komplex | aus E. coli wurden bislang 5 FeS Zentren (N1b, N1c, N2, N3 und
N4) ESR-spektroskopisch nachgewiesen. Der Elektronenweg des Komplex | ist nicht
vollstandig bekannt. In dem Komplex | aus dem Pilz Neurospora crassa wurden in
unserem Institut erstmalig Hinweise auf zwei weitere Redoxgruppen gefunden. Die
Kopplung des Elektronentransports mit der Protonentranslokation ist nicht

verstanden.

Phylogenetische Sequenzanalysen zeigen, dal3 der Komplex | aus drei grof3en
Proteinmodulen, dem NADH Dehydrogenase Modul, dem Hydrogenase Modul und
dem Translokase Modul aufgebaut ist. In dieser Arbeit wurde der isolierte Komplex |
aus E. coli in zwei Fragmente gespalten, die in ihrer Untereinheiten-Zusammen-
setzung dem NADH Dehydrogenase Modul und dem Hydrogenase Modul zusammen
mit dem Translokase Modul entsprechen. Sie wurden NADH Dehydrogenase
Fragment bzw. Chinon Reduktase Fragment genannt. Die Redoxgruppen der
Fragmente und des Komplex | wurden UV/Vis-, ESR- und FTIR-spektroskopisch

charakterisiert.

Es wurde gezeigt, dal3 das Chinon Reduktase Fragment zwei FeS Zentren enthalt,
die bislang ESR-spektroskopisch nicht nachgewiesen wurden. Sie wurden durch
UV/Vis-Redox-Differenzspektroskopie nachgewiesen und durch Vergleich mit
Differenzspektren der Fragmente und verwandter Enzyme der Untereinheit Nuol
zugeordnet. Diese FeS Zentren wurden N6a und N6b genannt und entsprechen

einer der beiden Redoxgruppen, die erstmalig im N. crassa Komplex | gefunden



1. Zusammenfassung

wurden. Die andere unbekannte Redoxgruppe wurde ebenfalls in dem Chinon
Reduktase Fragment nachgewiesen. Mit einer elektrochemischen Titration wurde ihr
Mittenpotential zu — 80 mV bestimmt. Der Redoxwechsel ist mit der Ubertragung von
zwei Elektronen gekoppelt. Die FTIR-Differenzspektren dieser Gruppe zeigen, daf3
es sich nicht um ein proteingebundenes Ubichinon handelt, sondern eher um eine
modifizierte Aminosaure. Die Lokalisation dieser Gruppe auf einer Untereinheit ist

weiterhin ungeklart.

Die FTIR-Spektren von elektrochemisch eingestellten Redoxzustanden des
Komplex | zeigen, dal? die Oxidation des FeS Zentrums N2 auf der Untereinheit
NuoB mit der Protonierung eines Aspartats oder Glutamats gekoppelt ist. Auf diese
Weise wurde erstmalig eine redoxgetriebene Protonierung in Komplex | direkt
gezeigt. Die Rolle des FeS Zentrums N2 als Redox-Bohrgruppe fir den

Mechanismus wird diskutiert.

Die FTIR-Differenzspektren zeigen weiterhin, daf? die Redoxreaktion von Komplex |
mit groRen konformativen Anderungen einhergeht. Dieses Ergebnis wird durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen von Komplex | — Einzelpartikeln bei einer
mittleren Auflosung von 19 A bestatigt. Bei dieser Auflosung ist der Aufbau des
Komplexes aus den drei Modulen gut zu erkennen. Durch Vergleich mit
elektronenmikroskopischen Bildern der Fragmente wurden die Module erkannt.
Modelle des oxidierten und des NADH-reduzierten Komplexes zeigen, dal’ sich mit
der Reduktion der Abstand zwischen Translokase und Hydrogenase Modul
vergroBert. Ob dieser Prozeld mit einer Protonentranslokation gekoppelt ist, ist
unklar. Es wird diskutiert, da3 dem Komplex | in Analogie zu seinem modularen
Aufbau ein modularer Mechanismus aus redoxgetriebener Protonentransloaktion im
Hydrogenase Modul und konformativ getriebener Protonentranslokation im
Translokase Modul zugrunde liegt.
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2 Einleitung

2.1 Die protonenpumpende NADH:Ubichinon Oxidoreduktase

Homologe Formen der protonenpumpenden NADH:Ubichinon Oxidoreduktase, dem
sogenannten Komplex | der Atmungskette, kommen in allen Domé&nen des Lebens,
den Eukaryonten, den Bakterien und den Archden vor (Friedrich et al., 1995;
Friedrich & Weiss, 1997; Friedrich & Scheide, 2000). Der Enzymkomplex ist in der
inneren Membran der Mitochondrien, in der Thylakoidmembran der Chloroplasten
bzw. in der Cytoplasmamembran der Prokaryonten lokalisiert.

Der ,klassische* Komplex | der Eukaryonten und Eubakterien koppelt die reversible
Elektronenibertragung von NADH auf Ubichinon mit dem Transport von Protonen
Uber die Membran nach folgender Reaktionsgleichung:

NADH +Q +5H", « NAD"+ QH,+ 4 H, (2)

In dieser Gleichung steht Q fur Ubichinon und H*, und H*, fiir Protonen auf der
negativen inneren bzw. positiven &uf3eren Seite der Membran. Als Elektronendonor
des archdalen Komplexes wurde reduziertes F40 nachgewiesen (Baumer et al.,
2000). Der Elektronendonor des Komplex | der Cyanobakterien und Chloroplasten ist
noch unbekannt (Friedrich et al., 1995). Als Elektronenakzeptoren dienen in
Bakterien neben Ubichinon auch Menachinon und Demethylmenachinon und in
Chloroplasten Plastochinon (Tran et al., 1997; Unden & Bongaerts, 1997; Friedrich et
al., 1995). Im Gegensatz zu diesen para-Chinonen verwenden methanogene
Archden einen Phenazinalkylether, Methanophenazin, als Elektronenakzeptor
(Baumer et al., 2000). Es wurde gezeigt, da? Komplex | aus Klebsiella pneumoniae
und Escherichia coli mit bislang unbekannter Stochiometrie auch Natriumionen
pumpen kann (Dimroth & Thomer, 1989; Krebs et al., 1999; Steuber et al., 2000).
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Elektronenmikroskopische Aufnahmen von zweidimensionalen Membrankristallen
des mitochondrialen Komplex | aus dem Schimmelpilz Neurospora crassa zeigen,
dalR etwa die Halfte der Proteinmasse in der Membran liegt, wahrend die andere
Halfte in die mitochondriale Matrix ragt (Hofhaus et al., 1991). Der bakterielle
Komplex | besitzt nur die halbe Masse des mitochondrialen und wird daher als
strukturelle Minimalform einer NADH:Ubichinon Oxidoreduktase angesehen. Der
eukaryontische Komplex | besitzt neben den Homologen der 14 bakteriellen
Untereinheiten bis zu 28 zusatzliche Untereinheiten (Schulte & Weiss, 1995;
Friedrich et al., 1995). Aus der Einzelpartikelanalyse von negativ kontrastierten
Komplex | Praparationen aus N. crassa und E. coli geht hervor, da? sowohl der
mitochondriale Komplex aus 42 verschiedenen Untereinheiten, als auch der
bakterielle Komplex aus 14 verschiedenen Untereinheiten eine L-formige Uberalles-
Struktur aufweisen (Guénebaut et al., 1997; Guénebaut et al., 1998). Die offenbar
typische L-Form des isolierten Enzyms wurde auch fiir den mitochondrialen
Komplex | aus Rinderherz und Yarrowia lipolytica nachgewiesen (Grigorieff, 1999;
Djafarzadeh et al., 2000). Abb. 1-1 zeigt die Uberlagerung der dreidimensionalen
Modelle des mitochondrialen und des bakteriellen Komplex I, mit einem peripheren
Arm, der in das Cytosol bzw. die Matrix ragt, und einem in die Phospholipidschicht
eingebetteten Membranarm. Beide Arme des bakteriellen und des mitochondrialen
Komplexes sind jeweils 23 nm lang.

Der Winkel zwischen den Armen des E. coli Komplex | ist variabel, was auf eine
gewisse Flexibilitat der L-férmigen Struktur hinweist. Die zusétzlichen Untereinheiten
des mitochondrialen Komplexes, die gleichmaf3ig um die bakterielle Minimalstruktur
angeordnet sind, dienen vermutlich der Stabilisierung des Enzyms. Sie verhindern,
daR hochenergetische Elektronen das Enzym verlassen. Der Vergleich mit der
Succinat Dehydrogenase, der Cytochrom ¢ Reduktase und der Cytochrom ¢ Oxidase
zeigt, dal? auch die Ubrigen Atmungskettenkomplexe im Verlauf der Evolution mit
einer Vielzahl weiterer Untereinheiten ausgestattet wurden (Engel et al., 1983; Yang
& Trumpower, 1986; Saraste, 1990). Im Gegensatz zu den Ubrigen Atmungsketten-
komplexen existiert fur Komplex | keine hochaufgeldste dreidimensionale Struktur.
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Abbildung 1-1: Uberlagerung der dreidimensionalen Modelle des bakteriellen
Komplex | aus E. coli und des mitochondrialen Komplex | aus
N. crassa. Der N.crassa Komplex | ist durch das Drahtmodell
dargestellt, das den ausgefullt dargestellten E. coli Komplex
umgibt. Der Membranarm ist schwarz, der periphere Arm grau
dargestellt.

Der isolierte Komplex | enthélt ein Flavinmononukleotid (FMN) und eine noch nicht
genau bestimmte Anzahl Eisen-Schwefel (FeS) Zentren als Redoxgruppen. Der
genaue Elektronenweg und der Mechanismus der redoxgetriebenen
Protonentranslokation sind aufgrund seines komplexen Aufbaus noch weitgehend
unbekannt. Im Gegensatz zu den Ubrigen Atmungskettenkomplexen sind alle
bekannten Redoxgruppen von Komplex | im peripheren Arm des Enzyms lokalisiert.
Daher ist ein besonderer Mechanismus fir die Protonentranslokation im

membranintrinsischen Teil von Komplex | zu erwarten.
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2.2 Komplex | aus Escherichia coli

Der bakterielle Komplex | besteht im Allgemeinen aus 14 Untereinheiten, von denen
7 peripher gelegen und 7 membranstéandig sind. Zusammen geben sie dem Komplex
eine molekulare Masse von etwa 535 kDa (Friedrich et al., 1995). Die Homologen
der 7 membranstandigen Untereinheiten des bakteriellen Komplexes sind in
Eukaryonten mitochondrial kodiert. Die Gene des Komplex | von E. coli sind in dem
sogenannten nuo-Operon (von NADH:Ubichinon Oxidoreduktase) organisiert. Die
davon abgeleiteten Proteine werden mit NuoA-N bezeichnet (Weidner et al., 1993).
In E. coli sind die Gene nuoC und nuoD zu einem Gen nuoCD fusioniert (Braun et
al., 1998); der Komplex besteht entsprechend aus 13 Untereinheiten. Er wurde
zuerst in einem technischen Alkylglukosid-Detergenz bei pH 6,0 isoliert. In dieser
Praparation wurden ein FMN und 5 FeS Zentren ESR-spektroskopisch
nachgewiesen (Leif et al., 1995). Aufgrund der Anzahl der konservierten
Sequenzmotive zur Bindung von FeS Zentren und dem hohen Gehalt an Nicht-Ham-
Eisen und séaurelabilem Sulfid aller Komplex | Praparationen ist es mdglich, dal3
Komplex | neben den bislang ESR-spektroskopisch nachgewiesenen Zentren noch
bis zu vier weitere Zentren enthalt. Die Eigenschaften der FeS Zentren werden in
einem folgenden Kapitel beschrieben.

Der isolierte Komplex | zerfallt bei Austausch des Detergenz gegen Triton X-100 bei
pH 7,5 in drei Fragmente (Leif et al., 1995). Abb. 1-2 zeigt das aus dem
Zerfallsmuster und elektronenmikroskopischen Daten abgeleitete topologische
Modell des E. coli Komplex | zusammen mit einem Schema des nuo-Operons. Die
Lage der Untereinheiten in den Fragmenten spiegelt sich grol3tenteils in der
Anordnung ihrer Gene im Operon wider (Friedrich et al., 1995). Die durch Spaltung
erhaltenen Fragmente wurden als NADH Dehydrogenase Fragment, verbindendes

Fragment und Membranfragment bezeichnet.
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Abbildung 1-2: Modell des E. coli Komplex | und des nuo-Operons. A-N bezeichnen
die Gene des Operons mit den vorhergesagten Bindemotiven fur die
Substrate und Kofaktoren. N1b, N1c, N2, N3 und N4 stehen fiur die
ESR-spektroskopisch nachgewiesenen FeS Zentren und Q fur
Ubichinon. Das NADH Dehydrogenase Fragment und die zuge-
horigen Gene sind weil3, das verbindende Fragment und dessen
Gene hellgrau und das Membranfragment mit Genen dunkelgrau
dargestellt.

Das losliche NADH Dehydrogenase Fragment besteht aus den Untereinheiten NuoE,
F und G und besitzt eine molekulare Masse von 170 kDa. Es enthélt die NADH-
Bindestelle, das FMN und die ESR-spektroskopisch nachweisbaren FeS Zentren
N1b, N1c, N3 und N4. Das amphipatische Fragment aus den Untereinheiten NuoB,
CD und | verbindet das NADH Dehydrogenase Fragment mit dem Membranfragment
und wird deshalb verbindendes Fragment genannt. Es besitzt eine molekulare Masse
von 125 kDa und enthalt das ESR-spektroskopisch nachweisbare FeS Zentrum N2.
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Die sieben hydrophoben Untereinheiten, NuoA, H und J-N, bilden das nur in
Detergenz |6sliche Membranfragment mit einer molekularen Masse von 240 kDa.
Nach Vorhersage der Sekundarstruktur bilden sie zusammen 54 transmembrane
Helices aus (Weidner et al., 1993). Sie sind vermutlich an der Protonentranslokation
beteiligt, bislang konnte jedoch kein Kofaktor in diesem Fragment nachgewiesen

werden.

Fur weitergehende biochemische Untersuchungen wurde der E. coli Komplex |
homolog Uberproduziert und in Dodecylmaltosid als Detergenz isoliert (Schlitt, 1998;
Spehr et al., 1999). Diese Préparation ist wesentlich stabiler als in dem technischen
Detergenz. Auch das NADH Dehydrogenase Fragment wird durch Uberproduktion
erhalten (Braun et al., 1998; Bungert et al.,, 1999). Die Praparationen der
Uberproduzierten Enzyme entsprechen in ihrer Untereinheiten-Zusammensetzung,
ihrem Kofaktorgehalt und ihren kinetischen Eigenschaften den Préparationen aus
dem Wildtyp, zeichnen sich aber durch ihre groRere Stabilitat aus (Spehr et al., 1999;
Braun et al., 1998). Das verbindende Fragment und das Membranfragment werden
bislang nicht als stabile Praparationen in grof3eren Mengen erhalten.

2.3 Verwandtschaft zu anderen prokaryontischen Enzymen

Komplex | ist durch die Fusion bereits existierender Proteine fir den
Elektronentransport und die Protonentranslokation entstanden (Friedrich et al.,
1995). Die Module des Komplex | werden durch Homologie von Teilen des
Komplexes zu anderen bakteriellen Enzymen definiert. Die Sequenzanalysen zeigen
homologe Module in léslichen und membranstandigen [NiFe] Hydrogenasen, in
NAD"-abhangigen Dehydrogenasen und Hydrogenasen und in Na® bzw. K'/H*
Antiportern. Die Verwandtschaft von Teilen des Komplex | zu anderen
Elektronentransferenzymen oder Transportern ist schematisch in Abb. 1-3

dargestellt.
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Aus der phylogenetischen Sequenzanalyse laf3t sich die modulare Evolution des
Komplex | ableiten (Friedrich & Weiss, 1997; Friedrich & Scheide, 2000). Der
Ursprung des Komplexes lal3t sich auf ein Elektronentransportmodul zurtickfiihren,
aus dem die heutigen, l6slichen [NiFe] Hydrogenasen aufgebaut sind (Abb. 1-4).
Durch Vereinigung mit einem Ferredoxin (dem Vorganger von Nuol), einem chinon-
bindenden Protein (dem Vorlaufer von NuoH), einem lonentransport Protein (dem
Vorlaufer von NuoL) und einem Protein noch unbekannter Funktion (dem Vorlaufer
von NuoC) entstand ein gemeinsamer Vorlaufer von Komplex | und einer Familie
membranstandiger [NiFe] Hydrogenasen (Tersteegen & Hedderich, 1999; Friedrich &
Scheide, 2000). Im Laufe der evolutionaren Diversifizierung verlor der Vorlaufer des
Komplex | das [NiFe] Zentrum und wurde unter anderem durch die Triplikation des
Gens flr das lonentransporterprotein mit weiteren membranstandigen Untereinheiten
(den Vorlaufern von NuoA, J, K, M und N) ausgestattet. Dadurch erwarb er die
Fahigkeit, mit Chinonen zu reagieren. Der so entstandene Komplex aus 11
Untereinheiten ist der direkte Vorlaufer des heutigen Komplex | der Bakterien,
Archden und Cyanobakterien. Durch Aufnahme des NADH Dehydrogenase Moduls
aus den Untereinheiten NuoE, F und G entstand der bakterielle Komplex I. Ein
homologes Modul wurde im Laufe der Evolution zum Beispiel auch von den oben
den erwahnten I6slichen [NiFe] Hydrogenasen aufgenommen. Dies fuhrte zur
Entwicklung der in Abb. 1-3 gezeigten NAD'-reduzierende Hydrogenase aus
Ralstonia eutropha (Tran-Betcke et al., 1990). Der Komplex | der Archden erwarb
das FsoH2 Dehydrogenase Modul, das eine dem NADH Dehydrogenase Modul
analoge Reaktion ausfuhrt. Das Elektroneneingangsmodul des Komplex 1 in
Cyanobakterien ist bislang unbekannt. Es wird diskutiert, dal3 dieser Komplex ein
Modul fur die Elektronenaufnahme von NADPH oder reduziertem Ferredoxin besitzt,
oder dal} eine der 11 Untereinheiten des direkten Vorlaufers als Elektronenakzeptor
fungiert (Friedrich & Weiss, 1997; Friedrich & Scheide, 2000). Einem generellen
Phanomen folgend, entstand der mitochondriale Komplex | aus dem
prokaryontischen Komplex, indem sich viele zusatzliche Untereinheiten um dessen

Minimalstruktur anlagerten.

10
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Komplex | ist also im Laufe der Evolution durch den Zusammenschlul3 von drei
groBen Modulen entstanden (Abb. 1-4): einem Hydrogenase Modul aus 6
Untereinheiten, die auch Bestandteil der membranstandigen [NiFe] Hydrogenasen
sind, einem Translokase Modul aus 5 membranstandigen Untereinheiten, von denen
zwei homolog zu bakteriellen Antiportern sind und einem NADH Dehydrogenase
Modul aus 3 Untereinheiten, das als reversibles Elektroneneingangsmodul auch in
vielen l6slichen Enzymen vorkommt. Die Untereinheiten-Zusammensetzungen des
Komplex | und der homologen Enzyme sind in Tab. 1-1 zusammengefafit. Bislang
gibt es noch keine Pré&parationen von Fragmenten des Komplex |, die in ihrer
Untereinheiten-Zusammensetzung dem Hydrogenase oder Translokase Modul
entsprechen.

Tabelle 1-1: Homologie von Komplex | Untereinheiten zu Untereinheiten bakterieller

Enzyme

E. coli M. barkeri R. eutropha D. gigas S. meliloti

Modul Komplex | Ech NAD" - l6sliche K"/ Na*

Hydro—  reduzierende [NiFe] Antiporter
genase  Hydrogenase Hydrogenase

NuoE HoxF"

NADH c

Dehydrogenase ~ NUoF HoxF

Modul NuoG HoxU

NuoB EchC HoxY Hyn B
NuoCD" EchD
Hydrogenase = NuoCD® EchE HoxH HynA

Modul NuoH EchB
Nuol EchF
NuoL EchA PhaA
NuoA
NuoJ

Translokase

NuoK

Modul
NuoM PhaD
NuoN

Die Indizes stehen fiur den N-terminalen bzw. C-terminalen Teil des jeweiligen
Proteins.
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2. Einleitung

2.4 Spektroskopische Untersuchungen an Komplex |

In den letzten Jahrzehnten wurde die Funktion des Komplex | durch verschiedene
spektroskopische Techniken untersucht. Alle bekannten FeS Zentren in Komplex |
wurden bislang ESR-spektroskopisch nachgewiesen und charakterisiert. Tab. 1-2
fal3t die strukturellen und thermodynamischen Eigenschaften der FeS Zentren sowie

deren Zuordnung zu einzelnen Untereinheiten von Komplex | zusammen.

Tabelle 1-2: Charakterisierung der FeS Zentren des Komplex | (nach: Ingledew &
Ohnishi, 1980; Friedrich, 1998; Ohnishi, 1998)

Zentrum Typ Lokalisation Emz [MmV] pH-Abhangigkeit
N1la’ 2Fe2S NuoE -330 +
N1b 2Fe2S NuoG -230 -
N1c”™ 2Fe2S NuoG -250 -
N2 4FedS NuoB -220 +
N3 4FedS NuoF -270 -
N4 4FedS NuoG -270 -
N5~ 4Fe4S NuoG -270 -

nur in Rinderherz und Paracoccus denitrificans nachgewiesen
nur in E. coli nachgewiesen
nur in Rinderherz und P. denitrificans nachgewiesen; T. Ohnishi, pers. Mitteilung

Der Elektronenweg innerhalb des Komplexes konnte mit Hilfe der ESR-
Spektroskopie jedoch nicht aufgeklart werden, da diese Methode nicht schnell genug
ist, um die Reduktion der FeS Zentren durch NADH, die nach 5 ms abgeschlossen
ist, zeitlich aufzulésen (van Belzen & Albracht, 1989). Aufgrund der Abfolge der
Mittenpotentiale der Kofaktoren und verschiedener biochemischer Untersuchungen
lasst sich folgender Elektronenweg in Komplex | formulieren. Das NADH bindet an
die Untereinheit NuoF, die eine typische Rossman-Faltung aufweist, und Ubertragt
zwei Elektronen auf FMN (Dooijewaard et al., 1978; Fecke et al.,, 1994). Das
gebildete FMNH, gibt die Elektronen dann in zwei Einzelschritten an die FeS
Zentren N1b, N1c, N3 und N4 weiter, die einen isopotentiellen Elektronenspeicher
bilden (Tab. 1-2; Krishnamoorthy & Hinkle, 1988). Von den isopotentiellen FeS
Zentren werden die Elektronen auf das FeS Zentrum N2 ibertragen, das ein pH-

abhangiges Mittenpotential besitzt, welches positiver ist als das aller anderen
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2. Einleitung

bekannten Redoxgruppen in Komplex I. Von N2 gelangen die Elektronen auf noch
unbekanntem Weg Uber zwei ESR-spektroskopisch unterscheidbare Semichinon-
radikale zum Substrat Ubichinon, das zum Ubichinol reduziert wird (Vinogradov et
al., 1995). Bis auf die pH-Abhangigkeit des Mittenpotentials von N2 gibt es keine
Hinweise darauf, welche Elektronenibertragung mit einer Protonentranslokation
gekoppelt ist. Anhand der Potentialdifferenzen wird lediglich vorhergesagt, dal3 die
bei der Elektronenibertragung freiwerdende Energie aus thermodynamischen
Grinden zur Translokation von 4 Protonen pro 2 Elektronen ausreicht.

Die UV/Vis-Spektroskopie ist im Allgemeinen fir die Beschreibung von FeS Zentren
weit weniger geeignet. Mit dieser Methode werden sowohl das Protein, als auch die
Kofaktoren erfaldt. Fur interpretierbare Spektren sind optisch klare, monodisperse
Praparationen erforderlich. Daher wurden bei ersten UV/Vis-spektroskopischen
Charakterisierungen vorallem |6sliche Fragmente des Komplex | untersucht, die in
der Regel proteinchemisch nicht definiert waren (Hatefi & Stempel, 1969). Spektren
von Triton-solubilisiertem Komplex | werden durch Streueffekte und Absorptionen
des Detergenz Uberlagert. In den letzten Jahren gelang es durch die Wahl geeigneter
Detergenzien, den Gesamtkomplex bis in den UV-Bereich hinein spektroskopisch zu
charakterisieren (Schulte et al., 1998). Fur kinetische Messungen konnte durch die
Diodenarray Technologie das Spektrum von 200 bis 600 nm im ms-Bereich registriert

werden.

Das UV/Vis-Spektrum von Komplex | in Dodecylmaltosid (Abb. 1-5) besteht aus
einem grofRen Absorptionsgipfel bei 280 nm, der vorallem durch aromatische
Aminosauren hervorgerufen wird (Whitaker & Granum, 1980), und einer breiten
Schulter von 300 bis 600 nm. In diesem Bereich absorbieren die Redoxgruppen von
Komplex I. Die Reduktion des Enzyms (Abb. 1-5, Einschub) fuihrt zu einer geringen
Bleichung der Absorption in diesem Bereich (Schulte et al., 1998; Friedrich et al.,
1998). Die Beitrage zu den Absorptionen zwischen 300 und 600 nm wurden den
bekannten Redoxgruppen durch Vergleich mit Modellverbindungen zugeordnet.
Durch Spektroskopie an Komplex | Fragmenten mit verschiedenen Gehalten an FeS
Zentren und durch selektive Zerstérung der FeS Zentren wurden die spektralen
Anteile von FMN und FeS Zentren separiert (King et al., 1966; Hatefi & Stempel,
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1969). Die Zuordnungen der Absorptionsmaxima zu den einzelnen Kofaktoren aus

Literaturdaten faf3t Tabelle 1-3 zusammen.

2,0 -
0,2

o
= reduziert
o]
o
0 1,0 -
0
< I 1
400 500 600
—

O I I 1 1 I I
250 300 350 400 450 500 5560 600

Wellenlange [nm]

Abbildung 1-5: UV/Vis-Spektren von 2 uM N. crassa Komplex | im oxidierten und im
reduzierten Zustand. Der Einschub zeigt eine Ausschnittsvergrof3e-
rung von 300 bis 600 nm (nach Schulte et al., 1998).

Tabelle 1-3: Absorptionsmaxima von Komplex | und deren Zuordnung anhand von

Literaturdaten
Redoxgruppe | max [nm] Literatur
FMN 373, 445 Gishla, 1980
[2Fe2S] 330, 420, 463, 550 Malkin, 1973
332, 422, 466 Cheng et al., 1994
330, 460, 550 Dailey et al., 1994
423, 550 Khoroshilova et al., 1997
[AFe4S] 380 — 400 Malkin, 1973
410 Johnson et al., 1982
409 Khoroshilova et al., 1997
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2. Einleitung

Die Absorptionsdnderungen bei Reduktion lassen sich besser in Differenzspektren
darstellen. Ublicherweise werden Spektren des oxidierten Komplex | von denen des
reduzierten abgezogen. Abb. 1-6 zeigt ein typisches Differenzspektrum des isolierten
Komplex | aus N. crassa, mit Minima bei 330, 420 und 440 nm. Man erkennt, daf3

sich die einzelnen Komponenten vollstandig tberlagern.

\ 5
07

C
2 .0,005
o
(@]
2
< -0,01-
<

-0,015 4

250 300 350 400 450 500 550 600

Wellenlange [nm]

Abbildung 1-6: UV/Vis-(reduziert minus oxidiert)-Differenzspektrum von 1 pM
N. crassa Komplex I.

Die Absorptionen der einzelnen Komponenten des Komplex | lassen sich kinetisch
trennen, wenn die Spektren wahrend der Reaktion zeitaufgelOst registriert werden.
Da Komplex | durch einen Uberschuf NADH in weniger als 3 ms reduziert ist, kann
diese Reaktion selbst mit stopped-flow Methoden nicht aufgelost werden (Schulte et
al., 1998). Daher wurde die langsamere Reoxidation von reduziertem Komplex |
durch NAD" untersucht. Komplex | aus N. crassa wurde zunédchst mit einem 3- bis 5-
fachen NADH UberschuB3 reduziert und dann mit Hilfe der Laktat Dehydrogenase
(LDH) Reaktion reoxidiert. Die Laktat Dehydrogenase reduziert Pyruvat unter
Verbrauch von NADH zu Laktat. Ein groRer Uberschul® an Pyruvat fiihrt daher zu
einer Oxidation von NADH zu NAD". NAD" wiederum oxidiert Komplex | {iber den
physiologischen Elektroneneingang. Es zeigt sich, da? die Redoxgruppen mit
unterschiedlichen Geschwindigkeiten reoxidieren, was zu ersten Hinweisen auf die
Existenz zweier neuer Redoxgruppen fihrte (Amling, 1996; Schulte et al., 1998;
Friedrich et al., 1998). Zu einem frihen Zeitpunkt der Reoxidation wurde eine
Komponente mit negativen Differenzabsorptionen bei 320 und 425 nm beobachtet
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2. Einleitung

(Abb. 1-7). Da die chemische Struktur dieser Gruppe unbekannt war, wurde sie als Y
bezeichnet (Schulte et al., 1998). Am Ende der Reoxidation bleibt eine Komponente
mit einer breiten, negativen Differenzabsorption um 430 nm und positiver
Differenzabsorption bei 300 nm sichtbar (Abb. 1-7). Sie wurde als Gruppe X
bezeichnet (Schulte et al., 1998).

0,01 +

\ ; Gruppe X

.,

D Absorption
o
|

A

Gruppe Y

-0,01 -

300 400 500 600

Wellenlange [nm]

Abbildung 1-7: UV/Vis-(reduziert minus oxidiert)-Differenzspektren der unbekannten
Redoxgruppen X (grau) und Y (schwarz) in 1 pM N. crassa
Komplex I.

Die Gruppe Y wurde im isoliertem Komplex | aus N. crassa charakterisiert. Sie besitzt
ein pH-unabhangiges Mittenpotential von —270 mV und Ubertragt zwei Elektronen
(Brors, 1999; Rasmussen, 1999; Rasmussen et al., eingereicht). Die Gruppe befindet
sich im peripheren Arm von Komplex I, eine genaue Zuordnung zu einer Untereinheit

war aber nicht moglich.

Die Gruppe X wurde im N. crassa Komplex | als Zweielektronen-Ubertrager mit
einem ungeféahren Mittenpotential von —120 mV charakterisiert (Abelmann, 1999). Ihr
Potential liegt damit zwischen dem Potential des FeS Zentrums N2 und dem von
Ubichinon. Eine solche Gruppe wurde aus thermodynamischen Grinden postuliert
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(Guénebaut et al., 1998), da sonst die Elektroneniibertragung von N2 auf Ubichinon
aufgrund der grol3en Potentialdifferenz irreversibel wéare. Es wurde jedoch
experimentell gezeigt, da? Komplex | reversibel arbeitet (Gutman et al., 1972).
Aufgrund vielféltiger Untersuchungen in unserem Institut wurde vorgeschlagen, dafl3
die Gruppe X eine chinoide Struktur aufweist und mdglicherweise an der
Protonentranslokation beteiligt ist. Weder die chemische Struktur der Gruppe X, noch
ihre Lokalisation im Gesamtkomplex ist bekannt.

AuBBer ESR- und UV/Vis-Spektroskopie wurden noch Resonanz-Raman-
Spektroskopie und magnetischer Zirkulardichroismus zur Untersuchung von Iéslichen
Fragmenten des Komplex | aus Rinderherz und von einzelnen, tUberproduzierten
Komplex | Untereinheiten aus P. denitrificans verwendet (Kowal et al., 1986; Crouse
et al., 1994). Diese Untersuchungen tragen allerdings nicht zu dem weiteren
Verstandnis des Komplex | bei. Die FTIR-Spektroskopie wurde bislang noch nicht auf
Komplex | angewendet. Mit Hilfe dieser Methode werden Anderungen sowohl der
Kofaktoren als auch des Proteins erfal3t. In Kombination mit elektrochemischen
Methoden werden Konformationsdnderungen und Protonierungen einzelner
Aminosaureseitenketten in Abhangigkeit des Redoxpotentials verfolgt (Mantele,
1993; Hellwig et al, 1998). Dazu wird das Redoxpotential in einer
spektroelektrochemischen Zelle Uber einen Potentiostaten eingestellt (Baymann et
al., 1991). Die geringe Schichtdicke dieser Mel3zelle von etwa 10 pm gestattet eine
schnelle Einstellung des Potentials, erfordert aber auch eine hohe
Proteinkonzentration von tber 100 pM.
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2.5 Thema der Arbeit

Wie oben beschrieben, gibt es spektroskopische Hinweise, dal3 der mitochondriale
Komplex | zusatzlich zu den bekannten Redoxgruppen, FMN und den ESR-
spektroskopisch nachgewiesenen FeS Zentren, noch weitere Redoxgruppen, X und
Y, enthélt. Die Eigenschaften dieser Gruppen in Komplex | aus N. crassa wurden in
anderen Doktorarbeiten in unserem Institut erstmalig beschrieben (Amling, 1996;
Abelmann, 1999; Rasmussen, 1999; Brors, 1999). lhre chemische Struktur, ihre
thermodynamischen Eigenschaften und ihre Lokalisation in Komplex | blieben jedoch
bislang unbekannt. Weiterhin ist unbekannt, ob diese Gruppen auch in der

bakteriellen Minimalform des Komplex | vorkommen.

Ziel dieser Arbeit ist es, mit verschiedenen spektroskopischen Methoden die Art und
die Anzahl der Redoxgruppen in dem bakteriellen Komplex | aus E. coli zu
bestimmen. Die Zahl der Untereinheiten, auf denen die unbekannten Redoxgruppen
lokalisiert sein kénnten, ist dadurch auf 13 reduziert. Die Redoxgruppen sollten
UV/Vis-, ESR- und FTIR-spektroskopisch detektiert und charakterisiert werden.
Durch UV/Vis-Spektroskopie werden alle Redoxgruppen beschrieben, wahrend die
ESR-Spektroskopie selektiv die FeS Zentren des Komplex | erfal3t. Mit Hilfe der
FTIR-Spektroskopie sollten die Anderungen des Proteins und der Kofaktoren bei
elektrochemisch induzierten Potentialwechseln und somit eine mdgliche Beteiligung
einzelner Kofaktoren an der Protonentranslokation nachgewiesen werden. Dazu
sollte zum einen versucht werden, die Absorptionen der einzelnen Kofaktoren wie im
Komplex | aus N. crassa kinetisch zu trennen. Zum anderen sollte versucht werden,
den Komplex | in stabile Fragmente zu spalten, die proteinchemisch handhabbar
sind. Die Kofaktoren der Fragmente sollten ebenfalls, wie oben beschrieben,
spektroskopisch charakterisiert werden.

Daruberhinaus wurde versucht, die bereits beschriebene Homologie von Teilen des
Komplex | zu Hydrogenasen und Ferredoxinen auszunutzen. Da diese Enzyme zu
Komplex | homologe Untereinheiten enthalten, kdnnten sie auch die gleichen
Redoxgruppen tragen. Um dies zu untersuchen, sollten die Spektren des E. coli

Komplex | mit denen anderer bakterieller Enzyme verglichen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Anzucht von E. coli

Der E. coli Stamm ANNO003/pAR1219, ein Komplex | - Uberproduzent (Spehr et al.,
1999), wurde aerob bei 37 °C im Auftrag bei der Gesellschaft fir Biotechnologische
Forschung, Braunschweig, angezogen. Ein 1000 | Fermenter mit LB-Medium (10 g/l
Caseinhydrolysat, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) und 0,005 g/l Eisenammoniumcitrat,
0,002 g/I Natriumsulfid und 0,01 g/l Riboflavin wurde mit 10 | Vorkultur in LB-Medium
mit 0,11 g/l Ampicillin angeimpft. Bei einer ODgy von 0,5 wurden die Zellen mit
0,1 g/l IPTG induziert und abermals 0,005 g/l Eisenammoniumcitrat zugesetzt. Die
Zellen wurden in der spéten exponentiellen Wachstumsphase geerntet. Aus 1000 |
Kultur wurden zwischen 2,5 und 3,0 kg Zellen (Feuchtmasse) erhalten und bei —70°C
gelagert.

3.2 Isolierung von Komplex |

Komplex | wurde aus dem E. coli Stamm ANNOO03/pAR1219 isoliert. Alle
Préparationsschritte wurden bei 4°C und mit einer Endkonzentration von 200 pM
Phenylmethylsulfonylfluorid (Sigma) in allen L&sungen durchgefuhrt. 100 g
tiefgefrorene Zellen wurden in 180 ml 50 mM 2-(N-Morpholino-) ethansulfonsaure
(MES, Gerbu)/NaOH, 50 mM NacCl, pH 6,0 unter Zusatz von 0,6 g Lysozym (Fluka),
einer Spatelspitze DNAse | (Boehringer) und 250 pl Antischaum-Emulsion (Sigma) in
einem Labormixer (Waring) zerkleinert und anschlieend in einem Teflon-in-Glas-
Homogenisator homogenisiert. Die Zellen wurden in einer French Pressure Cell
(SLM Aminco) bei 110 MPa aufgeschlossen. Zelltrimmer und nicht aufgeschlossene
Zellen wurden anschlief3end durch 30 min Zentrifugation bei 36.000 g (16.000 Upm,
Rotor A 8.24, Centrikon Kuhlzentrifuge H-401, Kontron) abgetrennt. Aus dem
Uberstand wurden die Plasmamembranen durch 90 min Zentrifugation bei 250.000 g
(50.000 Upm, Rotor 60Ti, Ultrazentrifuge L7-65, Beckman) erhalten. Sie wurden in
soviel 50 mM MES/NaOH, 1,8 M NaBr, pH 6,0 aufgenommen, dafl} die
Endkonzentration 1,4 M NaBr betrug und erneut wie oben beschrieben bei 250.000 g
fur 1 h zentrifugiert. Das Sediment wurde in 50 mM MES/NaOH, pH 6,0
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resuspendiert und erneut fur 1 h zentrifugiert. AnschlielRend wurden die Membranen
mit 50 mM MES/NaOH, pH 6,0 auf 20 ml gebracht, unter Rihren mit 3,53 ml einer
20 %igen Losung von n-Dodecyl-b-D-maltopyranosid (Dodecylmaltosid, Calbiochem)
versetzt und homogenisiert. Die 3 %ige Dodecylmaltosid-Suspension wurde 10 min
inkubiert, mit weiteren 10 ml 50 mM MES/NaOH, pH 6,0 versetzt, erneut
homogenisiert und schlieRlich 1 h wie oben beschrieben zentrifugiert. Der Uberstand
wurde mit dem gleichen Volumen 50 mM MES/NaOH, pH 6,0 verdinnt und auf eine
40 ml Anionenaustausch-Chromatographiesaule (Source 15Q, 26 mm x 7,5 mm, XK
26, Pharmacia Biotech) aufgetragen, die mit 50 mM MES/NaOH, 50 mM NacCl,
0,15 % Dodecylmaltosid, pH 6,0 aquilibriert war. Die gebundenen Proteine wurden
mit einem linearen 350 ml Gradienten von 50 bis 350 mM NaCl in 50 mM
MES/NaOH, 0,15 % Dodecylmaltosid, pH 6,0 bei einer FluRgeschwindigkeit von
3 ml/min eluiert. Fraktionen mit NADH/Ferricyanid Reduktaseaktivitat wurden
vereinigt und auf eine Endkonzentration von 9 % (w/v) Polyethylenglykol 4000
(Boehringer) gebracht. Nach 5 min Inkubation wurde das ausgeféllte Protein durch
5 min Zentrifugation bei 69.000 g (20.000 Upm, Rotor A 8.24, Centrikon
Kihlzentrifuge H-401, Kontron) sedimentiert und anschlielend in 1,4 ml 50 mM
MES/NaOH, 50 mM NacCl, 0,15 % Dodecylmaltosid, pH 6,0 geldst. Die konzentrierte
Proteinldsung wurde auf eine mit 50 mM MES/NaOH, 50 mM NaCl, 0,15 %
Dodecylmaltosid, pH 6,0  aquilibrierte 180 mi Grolenausschluf3-
Chromatographiesaule (Ultrogel AcA 34, 15 mm x 1000 mm, Serva) aufgetragen und
im selben Puffer mit einer FluRgeschwindigkeit von 7,2 mi/h eluiert. Durch UV/Vis-
Spektroskopie (Diodenarray-Spektrometer, Specord S10 UV-VIS, Zeiss) wurde der
Gehalt an Cytochrom-Verunreinigungen anhand der g-Absorptionsbande bei 412 nm
abgeschatzt. Cytochromfreie Fraktionen mit NADH/Ferricyanid Reduktaseaktivitat
wurden bis zur weiteren Verwendung bei —70 °C gelagert. Fur spektroskopische
Untersuchungen wurden die Fraktionen durch eine weitere Anionenaustausch-
Chromatographie (1 ml MonoQ, HR 5/5, Pharmacia Biotech) nachgereinigt. Die
gebundenen Proteine wurden mit einem linearen 20 ml Gradienten von 50 bis
350 mM NaCl in 50 mM MES/NaOH, 0,15 % Dodecylmaltosid, pH 6,0 bei einer
FluRgeschwindigkeit von 0,6 ml/min eluiert. Cytochromfreie Fraktionen mit
NADH/Ferricyanid Reduktaseaktivitat wurden fur die UV/Vis- und FTIR-
Differenzspektroskopie verwendet.
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3.3 Stabilitat des Komplex |

Die Stabilitdit des Uberproduzierten Komplex | in Dodecylmaltosid wurde wie
beschrieben untersucht (Leif et al., 1995). Cytoplasmamembranen wurden auf
definierte Salz- und pH-Bedingungen eingestellt und 15 min bei 4 °C inkubiert. Die
Membransuspension wurde auf eine Dodecylmaltosid-Konzentration von 3% (w/v)
gebracht und 20 min bei 69.000 g (20.000 Upm, Rotor A 8.24, Centrikon
Kuhlzentrifuge H-401, Kontron) zentrifugiert. Die extrahierten Proteine wurden durch
16 h Zentrifugation bei 180.000 g (36.000 Upm, Rotor SW40Ti, Ultrazentrifuge L7-65,
Beckman) in 12 ml Gradienten aus 5 bis 25% (w/v) Saccharose im jeweiligen Puffer
getrennt. In den Fraktionen der Zuckergradienten wurde die NADH/Ferricyanid
Reduktaseaktivitat bestimmt.

3.4 Spaltung des isolierten Komplex |

Zur Spaltung wurde der isolierte Komplex | in Zentrifugen-Ultrafiltrationseinheiten
(Ultrafree-15 mit Biomax-100-Membran, Millipore) bei 2300 g ca. 30-fach
aufkonzentriert (3000 Upm, Tischzentrifuge GS-6R, Rotor GH 3.7, Beckman), auf
das Ausgangsvolumen mit 50 mM Tris-(hydroxymethyl-) aminomethan/HCI (TrisCl),
50 mM NacCl, 0,15 % Dodecylmaltosid, pH 9,0 aufgefillt und erneut aufkonzentriert.
Die so erhaltenen Komplex | - Fragmente wurden auf einer in 50 mM TrisCl, 50 mM
NaCl, 0,15 % Dodecylmaltosid, pH 9,0 aquilibrierten 108 ml Grolenauschlul3-
Chromatographiesaule (BioSep-Sec-4000, Phenomenex) bei einer
FluRgeschwindigkeit von 2,5 ml/min im selben Puffer voneinander getrennt. Die
Spektren der Proteine wurden kontinuierlich in einer DurchfluBkivette (1 cm
Schichtdicke, J&M) mit einem Diodenarray-Spektrometer mit Lichtleiter-Optik (TIDAS
UVI/1001-1, J&M) aufgenommen.
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3.5 Andere verwendete Enzyme

Die isolierte Ech Hydrogenase aus M. barkeri (Kinkel et al., 1998) wurde freundli-
cherweise von Dr. Reiner Hedderich, Max-Planck-Institut fir terrestrische
Mikrobiologie, Marburg, die isolierte NAD® - reduzierende Hydrogenase aus
R. eutropha (Schneider et al., 1979) von Prof. Barbel Friedrich, Humboldt Universitat,
Berlin zur Verfugung gestellt. Dr. Jacques Meyer und Dr. Jean-Marc Moulis,
Departement de Biologie Moleculaire et Structurale, CEA-Grenoble, stellten freundli-
cherweise UV/Vis-Spektren des elektrochemisch oxidierten und reduzierten 8Fe
Ferredoxins aus Clostridium pasteurianum zur Verfigung (Moulis & Meyer, 1982).

3.6 UV/Vis-Spektroskopie

UV/Vis-Spektren im Bereich von 200 bis 600 nm wurden mit einem TIDAS
UVI/1001-1 Diodenarray-Spektrometer mit 512 Dioden (J&M, Aalen) aufgenommen.
Typischerweise wurden in Intervallen von 0,5 Sekunden 25 Spektren mit einer
Integrationszeit von je 20 ms akkumuliert. Die Mel3daten wurden mit dem Programm
~Spektrachrom* (J&M, Aalen) ausgewertet. Alle Puffer, die fur die UV/Vis-
Spektroskopie verwendet wurden, wurden filtriert (Flachmembran mit 0,1 pm
Porengrol3e, Millipore) und im Wasserstrahlpumpen-Vakuum entgast.

3.6.1 Anaerobe Messungen

Anaerobe Messungen wurden bei Raumtemperatur in einem Anaerobenzelt (COY,
Grass Lake, USA) in einer Atmosphére aus 95% Stickstoff und 5% Wasserstoff
durchgefiihrt. Restsauerstoff wurde durch Platinkatalysatoren mit Wasserstoff zu
Wasser umgesetzt. Alle verwendeten Puffer wurden vor Gebrauch funfmal unter
Ruhren im Wasserstrahlpumpen-Vakuum entgast und mit Stickstoff begast. Die
verwendeten Ldsungen wurden mit diesen Puffern unmittelbar vor Gebrauch im
Anaerobenzelt angesetzt. Die untersuchten Proteine wurden mindestens 20-fach in
Zentrifugen-Ultrafiltrationseinheiten  (Ultrafree-15 mit  Biomax-100-Membran,
Millipore) aufkonzentriert und mit entgasten Puffern im Anaerobenzelt auf die
jeweilige Endkonzentration gebracht.
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3.6.2 Die Laktat Dehydrogenase Reaktion

Die Laktat Dehydrogenase katalysiert folgende Reaktion:

Pyruvat + NADH + H" « Laktat + NAD" Em7=-190mV  (2)
(ox) (red)

Sie wurde mit einem UberschuR an Pyruvat zur Oxidation von NADH verwendet.
Unter anaeroben Bedingungen wurden 600 pl Komplex | oder NADH Dehydrogenase
Fragment in 50 mM MES/NaOH, 50 mM NacCl, 0,15 % Dodecylmaltosid, pH 6,0 und
0,5 mM Natriumpyruvat in einer Rudhrkivette vorgelegt. Das UV/Vis-
Absorptionsspektrum wurde gegen Puffer als Referenz registriert und anhand der
Absorption bei 280 nm die Proteinkonzentration — typischerweise etwa 2 pM —
bestimmt. Das Spektrum des oxidierten Enzyms diente als Referenz fir die
folgenden Messungen, so dall automatisch (reduziert minus oxidiert)-
Differenzspektren registriert wurden. Dazu wurde wahrend der Messung zun&chst
ein 5-fach molarer UberschuR an NADH (grade |, Boehringer), dann 0,2 U Laktat
Dehydrogenase (LDH, Typ Il aus Kaninchenmuskel, Sigma) zugegeben. Das

zugegebene Gesamtvolumen betrug maximal 2 pl.

3.6.3 Die Hydroxybutyrat Dehydrogenase Reaktion

Die Hydroxybutyrat Dehydrogenase katalysiert folgende Reaktion:

Acetoacetat + NADH + H* « Hydroxybutyrat + NAD®  Epn7=-290mV  (3)
(ox) (red)

Sie wurde hier verwendet, um langsam NADH zu bilden, das sofort mit Komplex |
reagiert. Analog zur beschriebenen LDH-Reaktion wurden 600 pl Komplex | in Puffer
mit 2 mM Acetoacetat, 5 pM NAD" und 0,3 U Hydroxybutyrat Dehydrogenase (HDH,
aus Pseudomonas lemoignei, Sigma) unter anaeroben Bedingungen vorgelegt.
Wahrend der Messung wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 py 1 M
Hydroxybutyrat gestartet.
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3.6.4 Reduktion mit Natriumdithionit und Reoxidation mit Sauerstoff

In einer Rihrkivette wurden 600 pul Komplex I, NADH Dehydrogenase Fragment,
Chinon Reduktase Fragment, Ech Hydrogenase oder NAD'-reduzierende Hydro-
genase in 50 mM MES/NaOH, 50 mM NaCl, 0,15 % Dodecylmaltosid, pH 6,0
vorgelegt. Die Konzentrationen der Enzyme sind jeweils im Ergebnisteil angegeben.
Nach Zugabe einiger Kornchen Dithionit wurde die langsame Reoxidation durch

Luftsauerstoff kontinuierlich bei 315 nm verfolgt (Mayhew & Massey, 1973).

3.7 Elektrochemisch induzierte Redox-Differenzspektroskopie

Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Petra Hellwig am Institut fr
Biophysik der Universitat Frankfurt/Main durchgefihrt. FTIR- und Vis-Differenz-
spektren wurden simultan als Funktion des angelegten Potentials im Bereich von
4000 bis 1000 cm™ bzw. 400 bis 900 nm von der selben Probe registriert (Moss et
al.,, 1990; Mantele, 1993). Typischerweise wurden fir jedes IR-Spektrum 128

Interferogramme bei einer Auflésung von 4 cm™ addiert.

Es wurde eine optisch transparente elektrochemische Dunnschichtzelle mit
Dreielektrodenanordnung und Ag/AgCl/3 M KCI Referenzelektrode verwendet (Moss
et al., 1990). Die Goldnetz-Arbeitselektrode wurde mit 2 mM Cysteamin modifiziert
um die Denaturierung des Proteins an der Elektrodenoberflache zu verhindern
(Hellwig et al., 1998). Die Redoxreaktion wurde durch Zusatz von Mediatoren
beschleunigt (Baymann, 1995). Die in Tabelle 3-1 aufgefiihrten Mediatoren wurden in
einer Endkonzentration von je 42 pM eingesetzt (Hellwig, 1998). Etwa 7 pl 250 uM
Komplex | in 50 mM MES/NaOH, 200 mM KCI, 0,15 % Dodecylmaltosid, pH 6,0 bzw.
250 uM NADH Dehydrogenase Fragment in 50 mM MES/NaOH, 200 mM KCI,
pH 6,0 reichten fir FTIR-Messungen bei einer Schichtdicke von 6 bis 8 um aus. Fir
die Vis-spektroskopische Redoxtitration betrug die Schichtdicke 40 pum.
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Tabelle 3—-1: Eingesetzte Mediatoren und ihre Mittenpotentiale (nach Hellwig et al.,
1998; Hellwig et al., 2000)

Mediator Emz [MmV]
Ferrocenyl-trimethylammoniumiodid 645
Ferrocen-1,1"-dicarbonséaure 644
Kaliumhexacyanoferrat (11) 424
Dimethyl-paraphenylendiamin 371
Diethyl-3-methyl-paraphenylendiamin 367
1,1"-Dimethyl-ferrocen 341
Tetrachlor-benzochinon 280
Tetramethyl-paraphenylendiamin 270
2,6-Dichlorphenol-indophenol 217
Rutheniumhexaminchlorid 200
1,2-Naphthochinon 145
Trimethyl-hydrochinon 100
Menadion -12
2-Hydroxy-1,4-Naphthochinon -125
Anthrachinon-2-sulfonat -225
Neutralrot -307
Benzylviologen -360
Methylviologen -446

Die Aquilibrierungszeit des Proteins wurde wie folgt bestimmt. Bei einem vollstandig
reduzierenden Potential von =500 mV wurden solange Spektren registriert, bis diese
konstant waren. Dann wurde ein vollstdndig oxidierendes Potential von +400 mV
angelegt und die Zeit bis zur vollstdndigen Gleichgewichtseinstellung bestimmit.
Differenzspektren wurden erhalten, indem das Einzelspektrum der reduzierten Probe
vom Spektrum der oxidierten Probe abgezogen wurde. 10 bis 15 dieser

Differenzspektren wurden gemittelt.
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Zur Potentialtitration wurden ein Spektrum der Probe bei einem bestimmten Potential
im Gleichgewichtszustand und anschlieBend alternierend Referenzspektren der
vollreduzierten und der volloxidierten Probe aufgenommen. Die typische Abfolge der
Potentialschritte einer Titration ware zum Beispiel: =500 mV, —-450 mV, +400 mV,
+350 mV, -500 mV, -400 mV ... u.s.w., wobei die Potentiale bei —500 und +400 mV
die Referenzspektren liefern. Auf diese Weise werden Basislinienschwankungen
eliminiert. Die Potentialtitrationen wurden mit dem Programm E,-TIT (Baymann et al.,
1991) ausgewertet. Die Differenzabsorption bei 420 nm wurde gegen das angelegte
Potential aufgetragen. An diese Punkte wurden Nernst-Kurven interaktiv angepal3t.
Das Mittenpotential, die Anzahl der Ubertragenen Elektronen und der Differenz-
Extinktionskoeffizient wurden variiert, bis die berechnete Kurve méglichst gut mit den

gemessenen Daten ubereinstimmte.

3.8 ESR-Spektroskopie

ESR-spektroskopische Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Thorsten
Friedrich durchgefuhrt. Komplex | bzw. Fragmente des Komplexes wurden durch
Ultrafiltration (Ultrafree-15 mit Biomax-100-Membran, Millipore) bei 2300 ¢
aufkonzentriert (3000 Upm, Tischzentrifuge GS-6R, Rotor GH 3.7, Beckman) und mit
einem 1000-fach molaren UberschuR an NADH oder mit Natriumdithionit reduziert.
Die Proben wurden zunéchst in einer 1.5 Isopentan/Methylcyclohexan
Kaltemischung bei 150 K, dann in flissigem Stickstoff gefroren und bis zur Messung
bei —70 °C gelagert. Die Spektren wurden bei 40 K bzw. 13 K mit einem Bruker EMX
6/1 ESR Spektrometer mit einem ESR-9 Kryostaten (Oxford Instruments)
aufgenommen. Die Mikrowellenfrequenz betrug 9,461 GHz, die Modulations-
amplitude 6 G, die Modulationsfrequenz 100 kHz, die Zeitkonstante 164 ms, die
Mikrowellenleistung 2 mW und die Aufnahmegeschwindigkeit 17,9 mT/min.
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3.9 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopische Untersuchung und die Rekonstruktion der drei-
dimensionalen Struktur des E. coli Komplex | wurde von Dr. Bettina Bottcher am
EMBL in Heidelberg durchgefiihrt. Komplex | oder Fragmente des Komplexes
wurden an einem mit Kohlenstoff Glberzogenen Gitter adsorbiert, durch Waschen mit
50 mM MES/NaOH, pH 6,0 von uberschiissigem Detergenz befreit und mit 1 % (w/v)
Uranylacetat oder Goldthioglukose negativ kontrastiert. Der Waschpuffer enthielt fir
Aufnahmen des reduzierten Zustands der Enzyme 0,2 mM NADH und 5 mM
Dithiothreitol (ICN). Die Probe wurde mit einem Philips Biotwin Elektronenmikroskop
(100 kV) mit 52.000-facher VergréRerung aufgenommen. Durch Analyse von bis zu
60.000 Einzelpartikeln wurde die dreidimensionale Struktur mit dem Programmpaket
IMAGIC (van Heel et al., 1979; van Heel & Keegstra, 1981; van Heel et al., 1996)
berechnet.

3.10 Verschiedene analytische Methoden

NADH/Ferricyanid Reduktaseaktivitat: Die NADH/Ferricyanid Reduktaseaktivitat

wurde photometrisch bei Raumtemperatur gemessen (Shimadzu UV102-02 Spektral-
photometer). Die zeitliche Extinktionsdnderung bei 410 nm nach Zugabe von 2-5 pl
Probe zum Testpuffer (50 mM MES/NaOH, pH 6,0, 50 mM NaCl, 1 mM Kj[Fe(CN)g],
0,1 mM NADH) wurde registriert. Der molare Extinktionskoeffizient von Ks[Fe(CN)g]
betragt e= 1 mM™*cm™ (Friedrich et al., 1989).

SDS-Gelelektrophorese: Proben von 45 pl wurden mit 15 pl 4xProbenpuffer (8 %
SDS, 20 % Glycerin, 0,4 % Bromphenolblau, 0,4 M Trisacetat, 3,5 mM Dithiothreitol)
versetzt, 30 min bei Raumtemperatur geschiittelt und auf ein diskontinuierliches Gel

aus einem 3 %-igen Sammel- und einem 16 %-igen Trenngel (Laemmli, 1970)
aufgetragen. Die Proteine wurden bei 180 V und 35 mA Uber 16 h aufgetrennt. Der
Kammerpuffer bestand aus 0,4 M Glycin, 0,05 M Tris, pH 8,3, 0,1 % SDS. Um die
Proteinbanden sichtbar zu machen, wurde das Gel 2 h in 0,1 % Coomassie-Blue
R 250, 25 % Isopropanol und 10 % Essigsaure gefarbt und anschliel3end in 12,5 %
Isopropanol und 10 % Essigsaure Uber mehrere Stunden entfarbt. Fir eine
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Silberfarbung wurden die Gele mindestens 1 h in 10 % Essigsaure und 30 % Ethanol
fixiert und dreimal 15 min in 30 % Ethanol gewaschen. Nach 1 min Inkubation in
0,8 mM Natriumthiosulfat wurde das Gel zweimal 30 s mit Wasser gewaschen und in
einer Losung aus 0,6 M Natriumcarbonat, 16 uM Natriumthiosulfat und 0,02 %
Formaldehyd entwickelt. Die Entwicklung wurde durch Zugabe von 10 ml

konzentrierter Essigsaure gestoppt (Dunbar, 1987).

Analytische GroRenausschluRchromatographie: Die molekulare Masse von

Komplex | und seinen Fragmenten wurde durch das Elutionsverhalten von einer in
50 mM MES/NaOH, 50 mM NacCl, 0,15 % Dodecylmaltosid, pH 6,0 &quilibrierten TSK
Fractogel G4000 S&aule (TosoHaas) bestimmt. Als Referenz wurden Conalbumin (81
kDa), g-Globulin (160 kDa), Katalase (232 kDa), Ferritin (440 kDa) und Thyroglobulin
(669 kDa) verwendet.

Proteinbestimmung: Die Proteinmenge wurde nach der Biuret-Methode (Gornall et

al., 1949) oder nach der Lowry-Methode (Lowry et al., 1951) mit Rinderserumalbumin
als Standard bestimmt. Alle Werte wurden doppelt bestimmt. Dartberhinaus wurde
die Proteinkonzentration UV/Vis-spektroskopisch bestimmt. Dazu wurden die
Extinktionskoeffizienten der Proteine bei 280 nm aus der Aminosauresequenz mit
Inkrementen fir Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin und Cystein berechnet (Gill & von
Hippel, 1989).

Flavinbestimmung: Aliquots einer 10 pM Proteinldsung wurden mit bidestilliertem

Wasser auf 1 ml aufgefullt und in lichtgeschitzten Einmalreaktionsgefaf3en 5 min bei
100 °C inkubiert. Danach wurden die Proben sofort fur 5 min in Eis abgekihlt und
5 min bei 14.000 Upm (Eppendorf Zentrifuge) bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde bei einer Excitationswellenl&ange von 449 nm und einer Emissionswellenl&ange
von 530 nm fluorimetrisch vermessen (Koziol, 1971). Als Standard wurde FMN
(Boehringer) verwendet. Alle Werte wurden doppelt bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Isolierung und Charakterisierung von Komplex |

Der Komplex | aus E. coli wurde durch Waschen der Cytoplasmamembran mit
Natriumbromid, Extraktion der Membranproteine mit Dodecylmaltosid, Anionen-
austausch-Chromatographie an Source 15Q und  GroRenausschlu3-Chroma-
tographie auf Ultrogel AcA 34 isoliert. Fur UV/Vis-spektroskopische Untersuchungen
wurde der isolierte Komplex | durch eine zweite Anionenaustausch-Chromatographie
an Mono Q nachgereinigt. Komplex | eluierte bei beiden Anionenaustausch-
Chromatographien bei 280 mM NaCl und bei der Gr6RRenausschlul3-
Chromatographie nach 66 ml. Tabelle 4-1 und Abb. 4-1 geben einen Uberblick uber

den Verlauf einer typischen Praparation.

Tabelle 4-1: Isolierung von Komplex | aus 100 g Bakterienzellen (Feuchtmasse)

Reinigungs-  Volumen Protein— NADH/Ferricyanid Ausbeute
schritt menge Reduktaseaktivitat
gesamt spezifisch

[ml] [mg] [umol*min™]  [umol*min™*mg™] [%]

Membranen 60 3710 12240 3,3 100

g,v‘f(‘a"’rﬁz‘r::ﬁé‘ﬁ 30 1320 4490 3,4 37

Extrakt 24 430 3740 8,7 31

Source 15Q 21 60 1370 24 11
Ultrogel AcA 34 11 14 750 54

Mono Q* 3 9 610 68 5

* nur als Nachreinigung fir spektroskopische Untersuchungen
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Abbildung 4-1: Reinigung von Komplex | durch erste Anionenaustausch-
Chromatographie (a), GrofRenausschluf3-Chromatographie (b) und
zweite Anionenaustausch-Chromatographie (c). Die durch-
gezogene Linie gibt die Extinktion bei 280 nm wieder, die
Punktstrich Linie die NADH/Ferricyanid Reduktaseaktivitat und die
gestrichelte Linie die Lage des NaCl-Gradienten. Die Polypeptid-
zusammensetzung der Gipfelfraktionen nach SDS-PAGE zeigt (d).
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Der in Dodecylmaltosid isolierte Komplex | sedimentiert bei Zuckergradienten-
Zentrifugation im pH-Bereich zwischen 5,0 und 7,5 und bis zu einer
Salzkonzentration von 1,0 M immer im zweiten Drittel des Gradienten (Daten nicht
gezeigt, Spehr et al., 1999). Er eluiert bei analytischer GréRenausschlul3-
Chromatographie wie ein Protein mit einer Masse von 670 kDa. Dies stimmt gut mit
der aus der Sequenz abgeleiteten Masse von 535 kDa Uberein, wenn man die Masse
der gebundenen Detergenzmicelle von etwa 100 kDa berucksichtigt. Die Praparation
enthalt 0,9 bis 1,0 mol FMN pro mol Komplex I|. Alle bekannten, ESR-
spektroskopisch nachweisbaren FeS Zentren des E. coli Komplex | sind in der
Préparation enthalten (Abb. 4-2).
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Abbildung 4-2: ESR-Spektren von 100 uM E. coli Komplex | bei 40 K (a) und 13 K (b).
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Abb. 4-3 zeigt das UV/Vis-Absorptionsspektrum des E. coli Komplex I. Die Absorp-
tion bei 280 nm wird hauptsachlich durch die aromatischen Aminosauren und Cys-
teine des Proteins hervorgerufen. Der Einschub in Abb. 4-3 zeigt die breiten, weniger

intensiven Absorptionen der Kofaktoren des Enzyms zwischen 300 und 600 nm.
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Abbildung 4-3: UV/Vis-Absorptionsspektrum von 1 uM Komplex I. Der Einschub zeigt
den vergré3erten Bereich von 300 bis 600 nm.

Abb. 4-4 zeigt UV/Vis-(reduziert minus oxidiert)-Differenzspektren von isoliertem
Komplex I. Die GroRRe der Differenzabsorption héangt von dem Reduktionsgrad des
Enzyms und damit von dem verwendeten Reduktionsmittel ab. Mit einem Uberschul
an Natriumdithionit (Em=-420mV in wassriger Losung; Dutton, 1978) als
Reduktionsmittel ergibt sich eine maximale Differenzabsorption (Abb. 4-4 a). Das
Spektrum ist allerdings im nahen UV-Bereich durch die Absorption von
Natriumdithionit bei 315 nm gestért (Mayhew & Massey, 1973). Nach Oxidation des
Uberschissigen Reduktionsmittels durch Luftsauerstoff ist die stérende Absorption
bei 315 nm nicht mehr vorhanden, die Redoxgruppen des Komplex | liegen jedoch zu

diesem Zeitpunkt bereits partiell reoxidiert vor.
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Abbildung 4-4: UV/Vis-(reduziert minus oxidiert)-Differenzspektren von 1 puM
isoliertem Komplex | mit Uberschiussigem Natriumdithionit (a) bzw.
NADH (b). Ein typisches Spektrum unmittelbar nach Oxidation des
Uberschissigen NADH zeigt (c).

Zur spezifischen Reduktion von Komplex | wurde ein 5-fach molarer Uberschuf? an
NADH verwendet (Abb. 4-4 b). In diesem Fall Uberlagert die Absorption von NADH
bei 340 nm das Differenzspektrum. Die maximale Differenzabsorption der
Redoxgruppen ist aufgrund des positiveren Redoxpotentials von NADH (En, =
—320 mV) geringer als bei der Reduktion durch Natriumdithionit. Durch Oxidation des
Uberschissigen NADH mit Hilfe der Laktat Dehydrogenase Reaktion verschwindet
die stoérende Absorption bei 340 nm (Abb. 4-4 c). Auch in diesem Fall liegen die
Redoxgruppen je nach eingestelltem Redoxpotential nur noch partiell reduziert vor.
Tab. 4-2 fal3t die typischen Differenz-Extinktionskoeffizienten bei unterschiedlichen

Reduktionszustanden von Komplex | zusammen.
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Tabelle 4-2: Differenz-Extinktionskoeffizienten aus UV/Vis-Spektren des reduzierten
minus oxidierten Komplex | bei unterschiedlichen Reduktions-
bedingungen

Reduktionszustand De 450 nm [UM™-cm™]
Reduktion durch Natriumdithionit 0,027
Reduktion durch NADH 0,016
partielle Reoxidation nach Reduktion durch NADH 0,009

Mit Natriumdithionit als Reduktionsmittel wird eine grél3ere maximale Differenz-
absorption erreicht, als mit einem 5-fach molaren UberschuR an NADH. Dies ist
keine Folge einer unspezifischen Reduktion von zum Beispiel geschadigtem
Komplex I, denn die maximale Differenzabsorption bei 450 nm nimmt bei spezifischer
Reduktion durch einen gréReren NADH Uberschuf® weiter zu. Die Absorption des
NADH bei 340 nm uberlappt dann jedoch die Absorptionen der Redoxgruppen bis
420 nm zu stark, um noch Aussagen Uber die Redoxgruppen des Komplex | zu

machen.

4.2 Spaltung des isolierten Komplex | und Charakterisierung der

Fragmente

Das NADH Dehydrogenase Fragment wird bei pH 9,0 von dem E. coli Komplex I in
der Cytoplasmamembran abgespalten (T. Ohnishi, pers. Mitteilung). Um zu
Uberprifen, ob dies auch fir den isolierten Komplex | zutrifft, und ob das restliche
Enzym als ein weiteres Fragment erhalten bleibt, wurde der isolierte Komplex | mit
Tris-Puffer auf pH 9,0 gebracht. Auf einer Grél3enauschluf3-Chromatographie-Saule
wurden die Fragmente in Tris-Puffer bei pH 9,0 getrennt (Abb. 4-5).
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Abbildung 4-5: Spaltung von Komplex | durch Grdl3enausschluf3-Chromatographie
bei pH 9,0. Die durchgezogene Linie zeigt das Elutionsprofil bei 280
nm, die Punktstrich Linie den Verlauf der NADH/Ferricyanid
Reduktaseaktivitdt in den einzelnen Fraktionen (a). Die Poly-
peptidzusammensetzung der Fragmente nach SDS-PAGE zeigt (b).
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Der Elutionsgipfel bei etwa 65 ml entspricht einem Protein mit einer Masse von
170 kDa. Dies stimmt mit der molekularen Masse des NADH Dehydrogenase
Fragments Uberein. Die Fraktionen zeigen NADH/Ferricyanid Reduktaseaktiviat und
enthalten die Untereinheiten NuoE, F und G. ESR-Spektren zeigen, dal’3 dieses
Fragment die FeS Zentren N1b, N1c, N3 und N4 enthalt (Abb. 4-6). Es handelt sich

somit um das NADH Dehydrogenase Fragment des Komplex |.
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Abbildung 4-6: ESR-Spektren des NADH Dehydrogenase Fragments, erhalten aus
der basischen Spaltung des Komplex I. Die Konzentration der Probe
betragt 150 uM, gezeigt sind die Spektren bei 40 K (a) und 13 K (b).
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Die Fraktionen des Proteins, das bei etwa 57 ml eluiert, zeigen keine nachweisbare
NADH/Ferricyanid Reduktaseaktiviat. Sie enthalten die Untereinheiten NuoA, B, CD
und H-N und eluieren einheitlich wie ein Protein mit einer Masse von uber 700 kDa.
Die aus der Sequenz abgeleitete Masse dieser Untereinheiten summiert sich zu
365 kDa, was dafir spricht, daRR dieses Fragment als Dimer vorliegt. Dies wird
dadurch unterstitzt, dafl es ein geringeres Elutionsvolumen als der gesamte
Komplex | (etwa 59 ml, allerdings in MES-Puffer bei pH 6,0) aufweist. Dieses durch
basische Spaltung des Komplex | erhaltene Fragment wird als Chinon Reduktase
Fragment bezeichnet und in den folgenden Kapiteln spektroskopisch beschrieben.
Komplex | wurde unter den gewéhlten Bedingungen quantitativ gespalten. Aus 21 mg
Komplex | wurden 13 mg Chinon Reduktase Fragment und 8 mg NADH
Dehydrogenase Fragment erhalten.
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4.3 Charakterisierung von zwei bislang unbekannten [4Fe4S]
Zentren in Komplex |

Die Reoxidation des NADH-reduzierten Komplex | durch NAD* wurde mit Hilfe der
Laktat Dehydrogenase Reaktion untersucht (Abb. 4-7). In Gegenwart von Pyruvat
bildet die Laktat Dehydrogenase NAD®, welches als spezifisches Oxidationsmittel
von Komplex | wirkt. Abb. 4-7 zeigt den typischen Verlauf einer Laktat
Dehydrogenase Reaktion mit isoliertem Komplex | aus E. coli. Die Absorption bei
340 nm zeigt die Konzentration des NADH an, die bei 450 nm den Reduktionsgrad
des Komplex I. Ab dem Zeitpunkt | (Abb. 4-7 a) kann die Reoxidation von Komplex |
ohne Uberlagerung durch Beitrage des NADH beobachtet werden. Das Spektrum
des oxidierten Enzyms dient als Referenz fur die gesamte Messung, so daf3
automatisch (reduziert minus oxidiert)-Differenzspektren registriert werden. Die
Differenzspektren zu den gekennzeichneten Zeitpunkten zeigt Abb. 4-7 b. Man
erkennt Beitrage mehrerer Komponenten, vor allem jedoch die des FMN mit
Differenzabsorptionen bei 375 und 450 nm (Gishla, 1980). Abb. 4-7 ¢ zeigt die
Anderung zwischen den in Abb. 4-7 a gekennzeichneten Zeitpunkten Il und V. Es
entspricht dem Differenzspektrum eines partiell reduzierten minus einem fast
vollstandig reoxidierten Komplex |. Das Differenzspektrum entspricht qualitativ dem
der Gruppe Y in Komplex | aus N. crassa, mit negativen Absorptionen bei 320 und
425 nm, allerdings mit spektralen Beitragen des FMN bei 450 und 375 nm. Die
Differenzabsorptionen sind sehr gering, da die gewahlten Zeitpunkte dicht
zusammenliegen. Wahlt man einen friheren Zeitpunkt der Reoxidations-Kinetik,
Uberlagern die Absorptionen des FMN das Differenzspektrum vollstandig. Im
Unterschied zu dem Komplex | aus N. crassa lassen sich die Absorptionen des FMN
im E. coli Komplex | kinetisch nicht vollstdndig von denen der Gruppe Y trennen.
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Abbildung 4-7: LDH-Experiment mit 2,6 uM isoliertem Komplex I. (a) Zeitverlauf der
Absorptionen bei 340 und 450 nm. (b) Differenzspektren wéhrend der
Reoxidation bezogen auf das Spektrum des oxidierten Komplex | und
(c) Differenzspektrum des Zeitpunkts 11l minus dem Zeitpunkt V.
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Abb. 4-8 a zeigt den typischen Zeitverlauf eines LDH-Experiments mit dem isolierten
NADH Dehydrogenase Fragment. Die Differenzspektren werden von den FMN-
Absorptionsbanden bei 375 und 450 nm dominiert (Abb. 4-8 b), die Beitrage der
zweikernigen FeS Zentren bei 330 und 550 nm (Dailey et al., 1994; siehe Tab. 1-3)
und die der vierkernigen FeS Zentren bei 410 nm (Johnson et al., 1982) sind
deutlich geringer. Die Differenzspektren zeigen im Verlauf der Reoxidation
isobestische Punkte bei 288 und 360 nm, d.h. alle Redoxgruppen des Fragments
reoxidieren mit der gleichen Geschwindigkeit. Absorptionen, die denen der Gruppe Y

ahnlich sind, sind zu keinem Zeitpunkt zu erkennen.

0,064 2 m
\+LDH

0,04

0,02 ~

340 nm

v Vv I
II||| 450 nm
-0,02 -

2 4 6
Zeit [min]

D Absorption

0,01

D Absorption
o
|

-0,01

300 400 500 600

Wellenlange [nm]

Abbildung 4-8: LDH - Experiment mit 2,6 uM NADH Dehydrogenase Fragment.
(a) Zeitverlauf der Absorptionen bei 340 und 450 nm, (b) Differenz-
spektren zu den angegebenen Zeitpunkten wéhrend der Reoxidation
bezogen auf das Spektrum des oxidierten Fragments.
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Das isolierte Chinon Reduktase Fragment kann nur noch unspezifisch, z.B. durch
Natriumdithionit reduziert werden, da ihm das Elektroneneingangsmodul des
Komplex |, das NADH Dehydrogenase Fragment, fehlt. Die Spektren dieses
Fragmentes enthalten deswegen aber keine Beitrdge des FMN. In Gegenwart von
Luftsauerstoff wird das Dithionit-reduzierte Fragment langsam reoxidiert. Abb. 4-9 a
zeigt den typischen Verlauf der Reoxidationskinetik. Die Absorption bei 315 nm gibt
die Konzentration des Dithionits, der Verlauf bei 425 nm den Reduktionsgrad des
Chinon Reduktase Fragments wieder. Unmittelbar nach dem Verbrauch des
Uberschissigen Dithionits werden Uberlagerungsfreie Differenzspektren aufge-
nommen. Die Differenzspektren des partiell reduzierten minus dem fast vollstandig
reoxidierten Fragment (Abb. 4-9 b) zeigen eine Gruppe mit negativen Absorptionen
bei 320 und 425 nm und stimmen mit denen der Gruppe Y in Komplex | aus E. coli
(Abb. 4-7 c) und N. crassa (Abb. 1-7) Gberein. Die Gruppe Y ist im Chinon Reduktase
Fragment des E. coli Komplex I und im peripheren Arm des N. crassa Komplex | ent-
halten. Nur die Homologen der Untereinheiten NuoCD und | sind in beiden Pra-
parationen enthalten und kommen somit fiir die Bindung der Gruppe Y in Betracht.
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Abbildung 4-9: Reoxidation von 3,5 pM Dithionit-reduziertem Chinon Reduktase
Fragment durch Luftsauerstoff. (a) Zeitverlauf der Absorptionen bei
315 (100-fach verkleinert) und 425 nm. (b) Differenzspektren im
Verlauf der Reoxidation bezogen auf den Zeitpunkt V.
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Die Untereinheit NuoCD besitzt kein bekanntes Sequenzmotiv zur Bindung eines
Kofaktors, wéhrend die Untereinheit Nuol zu einer Familie von 8Fe-Ferredoxinen
gehort und ein typisches Sequenzmotiv fur die Bindung von zwei vierkernigen FeS
Zentren besitzt. Die Ech Hydrogenase aus M. barkeri enthélt die zu Nuol und NuoCD
homologen Untereinheiten (Tab. 1-1). Die isolierte Ech Hydrogenase wurde voll-
standig mit Dithionit reduziert und langsam durch Luftsauerstoff reoxidiert. Das
UV/Vis-(reduziert minus reoxidiert)-Differenzspektrum entspricht dem der Gruppe Y
(Abb. 4-10 b). Die lésliche NAD*-reduzierende Hydrogenase aus R. eutropha enthélt
homologe Untereinheiten zu NuoB, E, F und G sowie zu dem N-Terminus von
NuoCD, aber keine zu Nuol homologe Untereinheit (Tab. 1-1). Die I6sliche NAD"-
reduzierende Hydrogenase wurde durch einen 5-fach molaren UberschuR NADH
reduziert und durch Luftsauerstoff reoxidiert. Das (reduziert minus reoxidiert)-
Differenzspektrum (Abb. 4-10 c) gleicht dem des NADH Dehydrogenase Fragments
(Abb. 4-8 b). Es enthalt aber keine spektralen Anteile der Gruppe Y. Das [NiFe]
Zentrum beider Hydrogenasen scheint nicht zu den UV/Vis-Redox-Differenzspektren
beizutragen, da es in beiden Préaparationen in der gleichen Stéchiometrie vorhanden
ist, die Differenzspektren aber vollig unterschiedlich sind (Abb. 4-10).

Das 8Fe-Ferredoxin aus C. pasteurianum ist homolog zu Nuol. UV/Vis-Absolut-
spektren des elektrochemisch oxidierten und reduzierten Ferredoxins wurden
freundlicherweise von Dr. Jacques Meyer und Dr. Jean-Marc Moulis, CEA-Grenoble
zur Verfugung gestellt. Das daraus berechnete UV/Vis-(reduziert minus oxidiert)-
Differenzspektrum entspricht dem der Gruppe Y (Abb. 4-10 d). Da es sich bei diesem
Protein um ein einzelnes Polypeptid handelt, das 2 vierkernige FeS Zentren als
einzige Redoxgruppen enthélt (Moulis & Meyer, 1982), wird das beobachtete
Differenzspektrum von dem Redoxwechsel dieser FeS Zentren hervorgerufen.
Daraus folgt, da’ auch in Komplex | und in der Ech Hydrogenase 2 vierkernige FeS
Zentren auf der Untereinheit Nuol bzw. EchF lokalisiert sind. Das Redox-
Differenzspektrum der FeS Zentren auf dieser Untereinheit wurde der Gruppe Y
zugeordnet. In Fortsetzung der Nomenklatur nach Ohnishi (Ohnishi et al., 1971) wird
die Bezeichnung N6a/N6b fir diese FeS Zentren in Komplex | vorgeschlagen
(Rasmussen et al., eingereicht). Die Differenzabsorption von N6a/N6b ist in dem
Chinon Reduktase Fragment mit 5 mM™*cm™ geringer als die Differenzabsorptionen
der entsprechenden FeS Zentren in dem Komplex | aus N. crassa (8 mM™*cm™), in
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der Ech Hydrogenase (10 mM**cm™) und in dem Ferredoxin (12 mM™*cm™). Es ist
maoglich, dafld das Chinon Reduktase Fragment durch die Spaltung einen Teil dieser
FeS Zentren verloren hat. Der molare Gehalt an N6a/N6b kann nicht quantifiziert
werden, da unklar ist, ob diese FeS Zentren in allen untersuchten Enzymen den
gleichen Extinktionskoeffizienten besitzen. Das Verhaltnis der Extinktionskoeffi-

zienten bei 320 und 425 nm zueinander ist jedoch in allen Fallen Desyo : Desos = 3 : 8.
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Abbildung 4-10: UV/Vis-(reduziert minus reoxidiert)-Differenzspektren von 3,5 uM
Chinon Reduktase Fragment (a), 0,8 uM Ech Hydrogenase (b),
0,6 UM NAD'-reduzierender Hydrogenase (c) und 0,7 uM 8Fe-
Ferredoxin (d). Die Differenzabsorption wurde bei 600 nm gleich
Null gesetzt. Die Konzentrationen wurden so gewahlt, dal3 die
Differenzabsorption bei 425 nm 0,008 betragt.
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Es stellt sich die Frage, warum N6a und N6b als FeS Zentren bislang ESR-
spektroskopisch nicht nachgewiesen wurden. Abb. 4-11 zeigt die ESR-Spektren
einer 80 uM Probe des Chinon Reduktase Fragments. Bei 40 K sind keine Signale zu
erkennen (Daten nicht gezeigt). Dies ist zu erwarten, da die Untereinheiten, die in
Komplex | die [2Fe2S] Zentren binden, in diesem Fragment fehlen. Das 13 K ESR-
Spektrum wird von den Signalen des FeS Zentrums N2 (go = 2,04; g~ = 1,92)
dominiert. Im Vergleich zu dem Gesamtkomplex sind die Signale etwas verschoben
(go = 2,05; g~ = 1,91). Diese Positionen stimmen aber mit der Lage der Signale von
N2 in dem isolierten verbindenden Fragment Uberein (Leif et al., 1995). Die
Quantifizierung der Signale Uber ihre Amplitude ergab, dal? das isolierte Chinon
Reduktase Fragment etwa 0,5 mol N2 pro mol Protein enthalt. Durch die Spaltung
oder im Verlauf der Praparation geht also etwa die Hélfte des Zentrums N2 verloren.
Die Untereinheit NuoB, die dieses Zentrum bindet, liegt im Vergleich zu dem
Gesamtkomplex in etwa gleicher Stéchiometrie vor (Abb. 4-12).

N2

N2

290 310 330 350 370 390

Magnetisches Feld [mT]

Abbildung 4-11: ESR-Spektren von 80 pM Dithionit-reduziertem Chinon Reduktase
Fragment bei 13 K. Die gx- und g,-Werte des rhombischen Signals
sind durch Pfeile markiert.
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Man erkennt in dem 13 K Spektrum ein weiteres, schwécheres Signal. Es scheint
eine rhombische Symmetrie mit gx = 1,88 und g, = 2,086 zu besitzen. Die Absorption
von gy ist vollig durch das Signal von N2 uberlagert. Dieses Signal wurde bislang
weder fir Komplex | oder eines seiner Fragmente beschrieben und kdnnte ein ESR-

spektroskopischer Hinweis auf N6a/N6b sein.

a b c
A e——
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Abbildung 4-12: SDS-PAGE (a) des isolierten Komplex I, (b) des Chinon Reduktase
Fragments und (c) des NADH Dehydrogenase Fragments. Der Pfeil
markiert die Untereinheit NuoB.

Die Gruppe Y lasst sich im Komplex | aus N. crassa nahezu Uberlagerungsfrei
darstellen, da sie sich kinetisch von anderen Kofaktoren abtrennen |af3t. Dies gelingt
mit dem Komplex | aus E. coli nicht. Dies scheint an den unterschiedlichen
Reoxidationsgeschwindigkeiten der einzelnen Kofaktoren zu liegen. Eine mit einem
4-fach molaren UberschuR NADH reduzierte Probe des E. coli Komplex | wurde
durch 20 sek Inkubation an Luft partiell reoxidiert. Das ESR-Spektrum dieser Probe
zeigt die Signale der FeS Zentren N1b, N1c, N2, N3 und N4 (Abb. 4-13 b). Wird
diese Probe zweimal aufgetaut und jeweils fir weitere 60 sek durch Luftsauerstoff
oxidiert, ist zuerst das Signal von N2 nicht mehr nachzuweisen, wahrend die Signale
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4. Ergebnisse

der Ubrigen FeS Zentren nur um 20 bis 30% Kkleiner sind (Abb. 4-13 b, c). Das
Zentrum N2, das das hochste Redoxpotential aller FeS Zentren aufweist, ist bereits
nach 20 sek grof3tenteils und nach 80 sek vollstandig reoxidiert. Im Gegensatz dazu
reoxidieren das FMN und die isopotentiellen FeS Zentren im Komplex | aus
N. crassa innerhalb weniger Sekunden und die Reoxidation des Zentrums N2
beginnt erst nach etwa 3 Minuten (Rasmussen et al., eingereicht). Das
mitochondriale Enzym wird anscheinend durch die Vielzahl der zusatzlichen
Untereinheiten vor der Reaktion mit Sauerstoff geschutzt. Dieser Schutz fehlt dem
bakteriellen Komplex | (Guénebaut et al., 1998).

|
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Abbildung 4-13: ESR-Spektren von 100 pM Komplex | bei 13 K. (a) vollstandig
reduzierter Komplex I, (b) mit 4-fach molarem Uberschul NADH
reduzierter Komplex | nach 20 s Inkubation an Luft und nach
jeweils weiteren 60 s Oxidation durch Luftsauerstoff (c, d). Die
Pfeile kennzeichnen die Signale des FeS Zentrums N2.
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4.4 Charakterisierung einer unbekannten Redoxgruppe im Chinon
Reduktase Fragment

Durch die im vorherigen Kapitel vorgestellte LDH-Reaktion wurde die als Y
bezeichnete Gruppe erstmalig spektroskopisch dargestellt (Schulte et al., 1998). Mit
Hilfe dieser Methode wurden weiterhin Hinweise auf die Existenz einer weiteren
Gruppe X gefunden. Abb. 4-14 a zeigt den typischen Verlauf der LDH-Reaktion mit
Komplex I. Die Absorption bei 450 nm, ein Mal} fur den Reduktionsgrad des
Komplexes, geht im Verlauf der Reoxidation nicht auf den Ursprungswert zurick.
Dies bedeutet, dal3 eine Redoxgruppe im Komplex unter diesen Bedingungen
zumindest teilweise reduziert vorliegt. Durch die LDH-Reaktion wurde ein Potential
von etwa —-200 mV eingestellt. Das (reoxidiert minus oxidiert)-Differenzspektrum
dieses Zustands zeigt eine breite, negative Absorption um 390 nm und eine positive
Absorption unter 300 nm (Abb. 4-14 b). Beide Absorptionen wurden auch fur die
Gruppe X in Komplex | aus N. crassa beschrieben. Die Absorption bei 300 nm muf3
jedoch mit Vorsicht interpretiert werden, da sie in einem Wellenlangenbereich liegt,
den bereits das Proteingertist maR3geblich mitbestimmt. Das Differenzspektrum des
Dithionit-reduzierten und Luft-reoxidierten Chinon Reduktase Fragments liefert ein
ahnliches Bild wie im Fall des Gesamtkomplexes (Abb. 4-14 c, vgl. Abb. 4-9 a,
Zeitpunkt V), die Absorptionen der Redoxgruppe X in dem Fragment scheinen durch
die Spaltung oder die weitere Aufreinigung jedoch leicht verandert zu sein. In dem
Fragment zeigt die Gruppe X eine negative breite Absorption um 410 nm und eine

positive Absorption bei 300 nm.
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Abbildung 4-14:
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Die Redoxgruppe X in 2,6 pM Komplex | und in 1 pM Chinon
Reduktase Fragment. (a) Zeitverlauf der Absorption von NADH bei
340 nm und die Bleichung der Komplex | Absorption bei 450 nm
durch Reduktion. (b) Differenzspektrum nach Einstellung eines
Redoxpotentials > —200 mV zu dem gekennzeichneten Zeitpunkt
4 min. Nach Reoxidation des Dithionit-reduzierten Chinon
Reduktase Fragments (vgl. Abb. 4-9) wird das entsprechende
Spektrum (c) erhalten.
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Mit Hilfe der Hydroxybutyrat Dehydrogenase (HDH) Reaktion wird NAD® durch
Hydroxybutyrat reduziert und NADH und Acetoacetat werden gebildet. Gebildetes
NADH wird im Laufe der Reaktion in wenigen msek fur die Reduktion der Kofaktoren
von Komplex | verbraucht, so dal3 es deren UV/Vis-Differenzabsorptionen nicht stort.
Durch die kontinuierliche Reaktion wird das Redoxpotential auf ein Endpotential
abgesenkt, das durch die Konzentrationen von Hydroxybutyrat und Acetoacetat
bestimmt wird. Mit dieser Methode werden zuerst die Redoxgruppen mit einem
positiveren Mittenpotential reduziert. Abb. 4-15 zeigt den typischen Verlauf einer
HDH-Reaktion, bei der ein Endpotential von —-290 mV eingestellt wurde. Die
Absorption bei 420 nm zeigt den Reduktionsgrad der Gruppe X in Komplex | an (Abb.
4-15 a). Die UV/Vis-(reduziert minus oxidiert)-Differenzspektren zeigen zuerst die
Absorptionen der Gruppe X (Abb. 4-15 b). Die ubrigen Redoxgruppen, vorallem
N6a/N6b und das FMN werden erst im weiteren Verlauf der Reaktion sichtbar. Die
Redoxgruppe X wird demnach sowohl oxidativ (durch die LDH-Reaktion), als auch
reduktiv (durch die HDH-Reaktion) angesprochen. Beide Methoden liefern identische

Differenzspektren.
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Abbildung 4-15: Langsame Reduktion von Komplex | mit Hilfe der HDH-Reaktion.
(a) Zeitverlauf der Absorption bei 420 nm, als Mal3 fur die Reduk-
tion der Redoxgruppen, insbesondere der Gruppe X, in Komplex I.
(b) Differenzspektren zu den gekennzeichneten Zeitpunkten
bezogen auf das Spektrum vor Zugabe von Hydroxybutyrat.
Beobachtet wird die fortschreitende Reduktion des Komplex I.
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Abb. 4-16 zeigt die ESR-Spektren von Komplex I mit tiberschissigem NADH und bei
> —-200 mV. In diesem Zustand liegen alle FeS Zentren oxidiert vor und sind deshalb
ESR-spektroskopisch nicht nachweisbar. Die UV/Vis-Absorption der Gruppe X
stammt also nicht von einem der bekannten FeS Zentren. Die Gruppe X liefert bei
> —-200 mV im isolierten Komplex kein ESR-Signal.

290 310 330 350 370 390

Magnetisches Feld [mT]

Abbildung 4-16: ESR-Spektren bei 13 K von 8 pM Komplex I, mit 4-fach molarem
UberschulR NADH reduziert (schwarz) und bei einem Redox-
potential > —200 mV (grau). Die Proben wurden wahrend der LDH-
Reaktion entnommen und sofort tiefgefroren.

In Zusammenarbeit mit Dr. Petra Hellwig wurden in einer optisch transparenten,
elektrochemischen Dunnschichtzelle parallel Vis- und FTIR-Differenzspektren des
isolierten Komplex | bei elektrochemisch induzierten Potentialen aufgenommen
(Friedrich et al., 2000). Die Vis-Differenzspektren wurden im Bereich von 400 bis
700 nm aufgenommen. Der elektrochemisch induzierte Redoxwechsel des Komplex |
ist vollstandig reversibel und das Enzym kann ohne Verédnderungen im
Differenzspektrum mehrfach reduziert und oxidiert werden (Abb. 4-17 a). Das Vis-
(reduziert minus oxidiert)-Differenzspektrum von —150 mV minus 0 mV stimmt mit
Differenzspektren der Gruppe X, die durch Reduktion mit Dithionit oder NADH

erhalten wurden, Uberein. Abb. 4-17 b zeigt die elektrochemisch induzierte Potential-
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titration von Komplex | im Bereich zwischen —150 und 200 mV. Die gegen das
Potential aufgetragenen Differenzabsorptionen bei 420 nm lassen sich an eine

theoretische Nernst-Kurve fiir eine Zweielektronen-Ubertragung mit einem Mitten-

potential von —80 mV bei pH 6,0 anpassen.
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Abbildung 4-17: Elektrochemische Titration von Komplex I. (a) Vis-Differenzspektren
fur den vollen Potentialschritt von —490 nach +400 mV und von
+400 nach —490 mV. (b) Die (reduziert minus oxidiert)-Differenz-
absorptionen bei 420 nm bei Potentialen von -140, —90, —42, +58,
+108 und +206 mV bezogen auf die Absorption bei einem Potential
von +400 mV sind gegen das Potential aufgetragen. An die
MelRwerte wurden Nernst-Kurven fur Ein- und Zweielektronen-

Ubertragungen angepalit.
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Um Informationen tber die chemische Struktur der Gruppe X zu erhalten, wurde ein
FTIR-(0 mV minus —130 mV)-Differenzspektrum von Komplex | aufgenommen (Abb.
4-18). In diesem Potentialbereich zeigen alle bekannten Redoxgruppen keine

Reaktion, wahrend die Gruppe X reduziert wird.
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Abbildung 4-18: FTIR-(oxidiert minus reduziert)-Differenzspektrum von 250 pM
Komplex | im Potentialbereich zwischen —130 und O mV. 10
Einzelspektren wurden gemittelt.

Das FTIR-Differenzspektrum zeigt positive Absorptionen bei 1656 und 1638 cm™ |
die C=0- und C=C-Schwingungen zugeordnet werden. Sie kdnnten aber auch von
Umlagerungen des Proteingeristes stammen. Die Gruppe X ist kein
proteingebundenes Ubichinon, da die typischen Schwingungen der Methoxygruppe
bei 1288 und 1264 cm™ fehlen (Hellwig et al., 1998; Dejonghe et al., 1998). Die
Bande bei 1264 cm™ in Abb. 4-18 stammt von dem verwendeten MES-Puffer
(Hellwig et al., 2000). Das Differenzspektrum der Gruppe X wird von einer positiven
Bande bei 1165 cm™ und einer negativen Bande bei 1100 cm™ dominiert. Das
Spektrum ahnelt dem eines hydroxylierten Tyrosinderivates (P. Hellwig, pers.
Mitteilung). Es konnte sich bei der Gruppe X somit um eine modifizierte Aminosaure

handeln.
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4.5 Beitrage aller nachgewiesenen Redoxgruppen zu dem UV/Vis-

Spektrum des Komplex |

Abb. 4-19 zeigt die UV/Vis-Absorptionsspektren des gesamten Komplex |, des NADH
Dehydrogenase Fragments und des Chinon Reduktase Fragments. Aus der
bekannten Aminosauresequenz aller Untereinheiten wurden mit den Extinktions-
koeffizienten fur Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin und Cystein die Extinktions-
koeffizienten des Proteins fur das Absorptionsmaximum bei 280 nm berechnet (Gill &
von Hippel, 1989) und die in Abb. 4-19 gezeigten Spekiren auf eine Konzentration
von 1 pM normiert. Der Einschub in Abb. 4-19 zeigt die breiten, weniger intensiven

Absorptionen der Redoxgruppen des Enzyms zwischen 300 und 600 nm.
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Abbildung 4-19: UV/Vis-Absorptionsspektren von je 1 pM Komplex | (schwarz),
NADH Dehydrogenase Fragment (hellgrau) und Chinon Reduktase
Fragment (dunkelgrau). Der Einschub zeigt den vergroRRerten
Bereich von 300 bis 600 nm.
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Die berechneten bzw. aus den normierten Spektren ermittelten Extinktions-
koeffizienten zeigt Tab. 4-3. Man erkennt, dal3 sich die berechneten spektralen
Anteile der Redoxgruppen der beiden Fragmente im Rahmen der Mel3genauigkeit zu
denen der Redoxgruppen in Komplex | aufsummieren. Somit ist die UV/Vis-
spektroskopische Charakterisierung der Redoxgruppen des Komplexes durch

Analyse der Fragmente vernunftig.

Tabelle 4-3: UV/Vis-Extinktionskoeffizienten des Komplex | und seiner Fragmente.
Die Koeffizienten fur 280 nm wurden aus der Aminoséuresequenz
abgeleitet (Gill & von Hippel, 1989). Die Spektren wurden entsprechend
auf eine Proteinkonzentration von 1 pM berechnet und die Vis-
Extinktionskoeffizienten bei 320, 375 und 450 nm bestimmit.

Protein e[pM*.cm™]

280nm* 320nm 375nm 450 nm

Komplex | 0,76 0,13 0,10 0,08
NADH Dehydrogenase Fragment 0,19 0,06 0,05 0,04
Chinon Reduktase Fragment 0,57 0,05 0,04 0,03

* Eventuelle Anteile der Redoxgruppen in diesem Bereich wurden nicht
berucksichtigt.

In Abb. 4-20 wird das Redox-Differenzspektrum des Komplex | mit den Redox-
Differenzspektren des NADH Dehydrogenase Fragments, sowie der FeS Zentren
N6a/N6b und der Gruppe X in Komplex | verglichen. Die Differenzspektren der
individuellen Redoxgruppen kénnen zum Teil nur in dem partiell reduzierten Enzym
ohne Uberlagerungen von Absorptionen des Reduktionsmittels oder anderer Redox-
gruppen beobachtet werden. Die Differenz-Extinktionskoeffizienten kénnen dagegen
nur aus Spektren des Enzyms in dem vollreduzierten und volloxidierten Zustand
ermittelt werden. Eine quantitative Darstellung gelingt nur, wenn die Differenz-
extinktionen bei allen Wellenlangen mit Hilfe der Globalanalyse untersucht werden
(Brors, 1999).
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Abbildung 4-20: Differenzspektren des Komplex | (a), des NADH Dehydrogenase
Fragments (b), der FeS Zentren N6a/N6b (c) und der Gruppe X in
Komplex | (d). Die dargestellten Spektren wurden qualitativ
Uberlagert, da nicht alle Gruppen exakt quantifiziert werden kénnen.

Tabelle 4-4 zeigt die ungefahren Anteile der einzelnen Redoxgruppen am UV/Vis-
Redox-Differenzspektrum von Komplex |. Die Differenz-Extinktionskoeffizienten wur-
den zwischen vollreduziertem und vollstdndig oxidiertem Zustand bestimmt. Mit
15 mM™*cm™ wird der groRte Teil der gesamten Differenzabsorption des Komplex |
durch die Redoxgruppen des NADH Dehydrogenase Fragments hervorgerufen. Der
Beitrag des proteingebundenen FMN wird mit Hilfe des Differenz-Extinktionskoeffi-
zienten fur freies FMN abgeschatzt (Tab. 4-4). Da das isolierte NADH Dehydroge-
nase Fragment etwa 1 mol FMN enthélt (Braun et al., 1998; Bungert et al., 1999),
entspricht der Beitrag der isopotentiellen FeS Zentren naherungsweise der Diffe-
renzabsorption des NADH Dehydrogenase Fragments minus der Differenzabsorption
des freien FMN (Tab. 4-4). Das FeS Zentrum Nla wird weder mit NADH noch mit
Dithionit reduziert und daher nicht bertcksichtigt. Die Gruppe X in dem Chinon
Reduktase Fragment tragt nur einen geringen Teil zur Differenzabsorption bei, der
Beitrag des FeS Zentrums N2 ist unbekannt. Die FeS Zentren N6a/N6b weisen in
den Pré&parationen der untersuchten Enzyme Differenz-Extinktionskoeffizienten
zwischen 5 und 12 mM™*cm™ auf. Eine genaue Quantifizierung war nicht méglich, da
der Gehalt an N6a/N6b pro mol Protein in den Praparationen unbekannt ist. Ein mol

Chinon Reduktase Fragment enthélt wahrscheinlich weniger als 1,0 mol N6a/N6b.
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Tabelle 4-4: Abschatzung der Differenz-Extinktionskoeffizienten der Redoxgruppen in
Komplex | aus E. coli beiihren charakteristischen Wellenlangen

I max Demax
Redoxgruppe
[nm] [mM™.cm™]
FMN? 448 9
isopotentielle FeS® 450 6
Gruppe X 410 3
N6a/N6b 425 5

& Wert fur freies FMN (Gishla, 1980).
P Abschéatzung aus der Differenz der Absorption des NADH Dehydrogenase
Fragments minus der des freien FMN.

4.6 Kopplung der Redoxreaktion mit der Protonentranslokation

In Zusammenarbeit mit Dr. Petra Hellwig wurden elektrochemisch induzierte FTIR-
Redox-Differenzspektren des E. coli Komplex | aufgenommen (Hellwig et al., 2000).
Mit dieser Methode werden Protonierungen von Aminosaureseitenketten wahrend
der Redoxreaktion nachgewiesen. Die Carbonyl-Streckschwingungen von protonier-
ten Aspartat- oder Glutamatseitenketten liefern im Bereich zwischen 1800 und 1710
cm™ ein charakteristisches FTIR-Signal (Chirgadze et al., 1975; Venyaminov &
Kalnin, 1990a; Baymann, 1995). FTIR-Differenzspektren des NADH Dehydrogenase
Fragments zeigen in dem gesamten Potentialbereich von —490 bis +400 mV keine
signifikanten Signale zwischen 1800 und 1710 cm™ (Abb. 4-21 a). Dagegen zeigen
Spektren des Komplex | FTIR-Differenzsignale im Bereich von 1710 bis 1720 cm™
(Abb. 4-21 Db). Diese Signale treten bei den Spektren zwischen den
Potentialdifferenzen von -290 und —-90 mV auf. Abb. 4-21 c zeigt fir diesen
Potentialbereich das Doppeldifferenz-FTIR-Spektrum des (oxidiert minus reduziert)-
Differenzspektrums des Komplex | minus dem (oxidiert minus reduziert)-Differenz-
spektrum des NADH Dehydrogenase Fragments. In diesem Doppeldifferenz-
spektrum sind nur die redoxabhangigen FTIR-Signale des Komplex | fur diesen
Potentialschritt enthalten, die nicht von dem NADH Dehydrogenase Fragment

stammen.
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Abbildung 4-21: FTIR-Differenzspektren (a) des NADH Dehydrogenase Fragments
und (b) des Komplex | jeweils in dem gesamten Potentialbereich
von —490 bis +400 mV. (c) Doppeldifferenzspektrum des (—290 mV
minus —-90 mV)-Differenzspektrums des Komplex | minus dem
(<290 mV  minus -90 mV)-Differenzspektrum des NADH
Dehydrogenase Fragments.
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Die positive Absorption bei 1710-1720 cm™ wurde der Streckschwingung einer
Aspartat- oder Glutamatseitenkette zugeordnet, die im oxidierten Zustand protoniert
vorliegt. Dem entsprechen die negativen Absorptionen bei 1556 und 1410 cm™, die
als asymmetrische bzw. symmetrische Carboxylat-Streckschwingungen im
reduzierten Zustand interpretiert werden (Hellwig et al., 2000). Diese Protonierung
kann nur mit der Redoxreaktion der FeS Zentren N2 oder N6a/N6b oder der Gruppe
X gekoppelt sein, da die Gbrigen Redoxgruppen im NADH Dehydrogenase Fragment
enthalten sind. Da diese Reaktion in einem Potentialbereich auftritt, der dem
Mittenpotential von N2 entspricht, wird angenommen, dal3 die Protonierung der
Aspartat- oder Glutamatseitenkette mit der Oxidation des FeS Zentrums N2
verknupft ist (Hellwig et al., 2000).

Die FTIR-Differenzspektren zeigen weiterhin, daf? die Redoxreaktion in Komplex I mit
groRen konformativen Anderungen des Enzyms einhergeht (Abb. 4-21 b). Das FTIR-
Differenzspektrum des Komplex | zwischen —490 und +400 mV weist starke positive
und negative Banden im Amid | Bereich zwischen 1700 und 1620 cm™ und im Amid II
Bereich zwischen 1575 und 1480 cm™ auf. In diesen Bereichen treten unter anderem
Schwingungen des Polypeptidriickgrats auf, die miteinander gekoppelt sind. Die
Amid | Schwingung wird zum gréf3ten Teil von der C=0O-Streckschwingung der
Peptidcarbonyle und zu geringen Teilen von C-N-Streckschwingungen und N-H-
Deformationsschwingungen hervorgerufen (Arrondo et al., 1993). Aufgrund der
Sekundarstruktur des Proteins unterscheiden sich die Amid | Schwingungen der
einzelnen Aminosauren im Bereich zwischen 1700 und 1620 cm™. Die beobachteten
Schwingungen bei 1696, 1674, 1664, 1646 und 1624 cm™ sind charakteristisch fir
b-Faltblatt Sekundarstrukturelemente (Baymann, 1995; Hellwig, 1998). Die Amid II
Schwingung setzt sich tberwiegend aus N-H-Deformationsschwingungen und aus C-
N- und C-C-Streckschwingungen zusammen. lhre Lage im Spektrum wird kaum von
der Sekundarstruktur beeinflul3t. Im gleichen Bereich treten auch Signale von
Carboxylatseitenketten auf (s.0.). Die Absorptionen unterhalb von 1300 cm™ wurden
dem MES-Puffer zugeordnet. Die Signale des FMN tragen kaum zu dem

Gesamtspektrum bei (Hellwig et al., 2000).
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4.7 Elektronenmikroskopische Darstellung von Komplex | und

Fragmenten

Der isolierte E. coli Komplex | wurde fur die Elektronenmikroskopie auf einem Gitter
adsorbiert, negativ kontrastiert, und es wurden Aufnahmen von Einzelpartikeln
gemacht. Durch Klassifizierung der Einzelpartikel wurde die dreidimensionale
Struktur des Komplex | mit einer Aufldsung von 19 A rekonstruiert (Abb. 4-22 a).

Abbildung 4-22: Rekonstruktionen (a) des Komplex | (4500), (b) des Chinon
Reduktase Fragments (5700) und (c) des NADH Dehydrogenase
Fragments (1400) aus elektronenmikroskopischen Daten. In
Klammern ist die Anzahl der analysierten Einzelpartikel
angegeben. Die Praparation des NADH Dehydrogenase
Fragments liegt in Ubereinstimmung mit biochemischen Daten als
Dimer vor (Bungert et al., 1999).

Die gekrimmte Uberalles-Struktur des Komplexes ist dhnlich zu der L-férmigen
Struktur, die bei ersten elektronenmikroskopischen Untersuchungen gefunden wurde
(Guénebaut et al., 1997, vgl. Abb. 1-1). Die Struktur bei 19 A Auflésung zeigt, daR
der Komplex | aus drei Doménen besteht, deren jeweilige Masse in etwa den
Massen des NADH Dehydrogenase Moduls, des Hydrogenase Moduls und des
Translokase Moduls entspricht. Aufnahmen von Préparationen des isolierten NADH
Dehydrogenase Fragments und des Chinon Reduktase Fragments bestatigen die
Zuordnung der Fragmente (Abb. 4-22 b, c). Durch Vergleich der Strukturen der
Fragmente mit der Struktur des Komplex | wurden die Fragmente den drei Doménen
zugeordnet (Abb. 4-23).
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Abbildung 4-23: Rekonstruktion des E. coli Komplex | aus 60.000 negativ
kontrastierten Einzelpartikeln als Gittermodell bei einer Auflésung
von 19 A. Die Linien deuten die Lage der Membran an. Das NADH
Dehydrogenase Modul ist in hellgrau, das Hydrogenase Modul in
dunkelgrau und das Translokase Modul in schwarz dargestellt.

Der Redoxzustand des Enzyms verdndert die Uberalles-Struktur des Komplex |
(Abb. 4-24). Rekonstruktionen von Luft-oxidiertem und NADH-reduziertem Komplex |
zeigen, dal3 der reduzierte Komplex eine starkere Krimmung aufweist, als der
oxidierte. Der Winkel zwischen peripherem und Membranarm scheint von dem
Redoxzustand des Enzyms abzuhéngen. Daruber hinaus scheint das Translokase
Modul in dem reduzierten Komplex | getrennt vom Rest des Komplexes vorzuliegen.
Offenbar wird die Konformation des Komplexes an dieser Stelle durch die Reduktion
derart verandert, dal3 Kontrastmittel eindringen kann. Entgegen allen bisherigen
elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigt die Uberalles-Struktur von
Komplex | eine grofRe konformative Beweglichkeit. Die jeweilige Konformation eines
Partikels hangt unter anderem von dem Redoxzustand des Komplexes ab.
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Abbildung 4-24: Rekonstruktion von E. coli Komplex | aus 60.000 negativ
kontrastierten Einzelpartikeln bei einer Aufldsung von 19 A im
oxidierten (grau) und reduzierten Zustand (schwarz).
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5 Diskussion

5.1 Der modulare Aufbau von Komplex |

Sequenzvergleiche zeigen, dald Komplex | modular aus 3 groRen Domé&nen, dem
NADH Dehydrogenase Modul, dem Hydrogenase Modul und dem Translokase
Modul, aufgebaut ist. Dies stimmt mit der Anordnung der Komplex | — Gene in
Eubakterien Uberein. Gene, die funktionelle und strukturelle Einheiten des
Komplexes kodieren, sind in Gruppen zusammengefalit (Friedrich & Scheide, 2000).

Das NADH Dehydrogenase Modul aus den Untereinheiten NuoE, F und G stellt den
Elektroneneingang des Komplex | dar. Dieses Modul kommt auch in anderen
bakteriellen Enzymen, wie I6slichen [NiFe] Hydrogenasen (Tran-Betcke et al., 1990)
oder Formiat Dehydrogenasen (Oh & Bowien, 1999) vor. Elektronen werden jedoch
auch von anderen Substraten auf homologe Formen des Komplex | tGbertragen. In
Helicobacter pylori und Campylobacter jejuni aus der e-Untergruppe der
Proteobakterien fehlen die Untereinheiten NuoE und F und die Untereinheit NuoG
tragt ein in anderen Organismen nicht konserviertes FeS Zentrum (Friedrich &
Scheide, 2000). Es wird diskutiert, dal diese humanpathogenen Organismen
Elektronen von NADPH aufnehmen (Smith et al., 2000). Der Komplex | der Archéen
Archaeoglobus fulgidus und M. mazei verwendet das FsH, Dehydrogenase Modul
als Elektroneneingang (Klenk et al., 1997; Baumer et al., 2000; Briiggemann et al.,
2000). FagoH2 ist wie NADH ein reversibler Hydrid-Donor, der in methanogenen
Archden vorkommt. Der Elektronendonor des Komplex | — Homologen von
Aeropyrum pernix, einem nicht-methanogenen Arch&on, ist nicht bekannt, da dessen
Genom weder Gene fir eine F4oH, Dehydrogenase, noch Gene fir eine NADH
Dehydrogenase enthalt (Friedrich & Scheide, 2000). Cyanobakterien enthalten zwar
zu NuoE, F und G homologe Untereinheiten, die aber dort Bestandteil einer 16slichen
[NiFe] Hydrogenase sind (Boison et al., 1999). Der Elektronendonor der Homologen
des Komplex | aus Cyanobakterien und Chloroplasten ist bislang unbekannt. Es wird
diskutiert, dal’ dieser Komplex | ein anderes Modul fiir die Reaktion mit NADPH oder
Ferredoxin besitzt oder ein modifiziertes Hydrogenase Modul (s.u.) als
Elektroneneingang dient (Friedrich & Scheide, 2000).
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Diese Daten zeigen, dal im Verlauf der Evolution die unterschiedlichsten
Elektroneneingangsmodule mit dem katalytischen Herz des Enzyms, dem
Hydrogenase Modul und dem Translokase Modul, fusionierten. Die Familie der
homologen Komplex | — Formen kann somit als protonenpumpende Donor:Chinon
Oxidoreduktasen bezeichnet werden. Mitgliedern dieser Familie ist gemein, dal3 sie
Homologe der 11 Untereinheiten besitzen, die das Hydrogenase Modul und das
Translokase Modul aufbauen (Friedrich & Scheide, 2000). Die Tatsache, dal3 das
Elektroneneingangsmodul  austauschbar ist und in verschiedenen |8slichen
Enzymen vorkommt, macht es unwahrscheinlich, daf} dieses Modul an der
Protonentranslokation beteiligt ist. Es dient wahrscheinlich als Elektronensammler,
um den ubrigen Teil der Elektronentransportkette in einem reduzierten Zustand zu

halten.

Das Hydrogenase Modul besteht aus den Untereinheiten NuoB, CD, H, | und L und
das Translokase Modul aus den Untereinheiten NuoA, J, K, M und N. Die Funktion
dieser Module wird in den nachsten Kapiteln diskutiert. Das Hydrogenase Modul
enthalt die Untereinheiten NuoB und CD, deren Homologe in allen [NiFe]
Hydrogenasen vorkommen. In der Praparation des Komplex | aus E. coli konnte
jedoch kein Nickel nachgewiesen werden und die Aminosauren, die das [NiFe]
Zentrum koordinieren, sind in der homologen Untereinheit NuoCD des Komplex |
nicht konserviert (Friedrich & Weiss, 1997; Friedrich & Scheide, 2000). Die
Untereinheiten NuoL, M und N stammen von einem gemeinsamen Vorlaufer ab und
zeigen eine entsprechend hohe Sequenzidentitat. Anhand der Sequenzvergleiche
kann deshalb nicht ausgeschlossen werden, dal3 statt NuoL die homologen
Untereinheiten NuoM oder N Bestandteil des Hydrogenase Moduls sind (Sazanov &
Walker, 2000).

Das Translokase Modul enthélt neben den Untereinheiten NuoM und N, die
Sequenzéhnlichkeit zu Antiportern und Permeasen aufweisen, die Untereinheiten
NuoA, J und K. In den Sequenz-Datenbanken findet man bislang keine dazu homo-
logen Proteine. Da diese extrem hydrophoben Untereinheiten kein Motiv fur die
Bindung eines Kofaktors oder eines Substrats zeigen, ist ihre Funktion voéllig

unverstanden.
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Von diesen Modulen wurde bislang nur das NADH Dehydrogenase Fragment
biochemisch isoliert und charakterisiert. Die anderen aus der Spaltung des E. coli
Komplex | erhaltenen Fragmente zeigen eine andere Polypeptidzusammensetzung
(Leif et al., 1995). Die Fragmentierung des mitochondrialen Komplex | aus Rind oder
N. crassa liefert ebenfalls Subkomplexe, die nichts mit den evolutionaren Modulen
gemeinsam haben (Schulte & Weiss, 1995; Sazanov et al., 2000). Das in dieser
Arbeit erstmalig beschriebene Chinon Reduktase Fragment dagegen entspricht dem
Hydrogenase Modul zusammen mit dem Translokase Modul, und damit dem
gemeinsamen Vorlaufer der Donor:Chinon Oxidoreduktasen in allen drei Domanen
des Lebens (Friedrich & Scheide, 2000).

Die elektronenmikroskopische Struktur des Komplex | bei einer Auflésung von 19 A
zeigt den aus der Evolution vorhergesagten modularen Aufbau aus 3 Doméanen (Abb.
4-22 a). Durch Vergleich mit den elektronenmikroskopischen Strukturen des NADH
Dehydrogenase Fragments und des Chinon Reduktase Fragments und anhand der
aus der Sequenz abgeleiteten Massen wurden die Module dem Modell des
Komplex | zugeordnet (Abb. 4-23). In dem verwendeten Rekonstruktionsverfahren
wurden alle Einzelpartikel eines Gitters durch das Bildverarbeitungsprogramm erfal3t.
Bei friheren Untersuchungen wurden dagegen die Einzelpartikel subjektiv
ausgewahlt (Guénebaut et al., 1998). Das Auswahlkriterium war die von dem
mitochondrialen Komplex | bekannte L-férmige Struktur (Hofhaus et al.,1991). Die so
erhaltene Rekonstruktion lieferte ein Bild des E. coli Komplex I, das mit der L-
formigen Struktur des N. crassa Komplex | tbereinstimmte. Der Unterschied zu dem
in dieser Arbeit gezeigten Modell ist wahrscheinlich auf die mittlerweile verbesserte
Praparation, das andere Bildverarbeitungsprogramm und die hohere Auflosung der
Rekonstruktion zuriickzufuhren. Die hohere Auflésung beruht darauf, dal’3 bis zu
60.000 Einzelpartikel verwendet wurden, wéhrend das frihere Modell aus etwa 800
Einzelpartikeln berechnet wurde.

Das aus der Elektronenmikroskopie abgeleitete Modell zeigt aul3erdem, dafld der
bakterielle Komplex nicht in der typischen L-Form des mitochondrialen Komplex |
vorliegt. Der Winkel zwischen den beiden Armen des E. coli Komplexes ist variabel.
Bei geringen Salzkonzentrationen wurde ein Modell des Komplexes erhalten, bei
dem beide Arme aufeinander liegen, der Winkel also Null Grad betréagt (Daten nicht
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gezeigt). Diese kompakte Form stimmt mit elektronenmikroskopischen Daten des in
Phospholipid rekonstituierten Komplex | aus N. crassa uberein (Leonard et al., 1987).
Die L-férmige Struktur ist nur schwer mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen von
submitochondrialen Partikeln oder bakteriellen invertierten Vesikeln in Einklang zu
bringen. Wahrend der 9 nm lange Fi-Teil des ATPase Komplexes deutlich sichtbar
aus der Membran herausragt (Stiles & Crane, 1966), wird der periphere Arm des
Komplex | mit einer LaAnge von 23 nm nie beobachtet. Selbst wenn die ATPase etwa
10-fach haufiger in beiden Membranen vorkommt, hatte man den peripheren Arm
des Komplex | vereinzelt erkennen mussen. Die L-Form ist mdglicherweise nur fur
das isolierte Enzym in Detergenz typisch, das in allen Fallen mit Salzkonzentrationen
tber 50 mM prapariert wurde.

In Gegenwart des spezifischen Reduktionsmittels NADH wird die Uberalles-Struktur
des Komplexes ebenfalls verandert. Durch den Redoxwechsel vergrofert sich der
Abstand zwischen dem Hydrogenase Modul und dem Translokase Modul (Abb.
4-24). Weitere Untersuchungen muissen zeigen, ob dies moglicherweise mit der
Protonentranslokation des Komplexes gekoppelt ist.

5.2 Der Elektronentransport in Komplex |

Fur das Verstandnis des Elektronentransports in Komplex | missen alle beteiligten
Redoxgruppen bekannt sein. Aus Sequenzvergleichen waren Untereinheiten mit
Bindemotiven fir FeS Zentren bekannt. Um die ESR-spektroskopisch sichtbaren FeS
Zentren auf einer Untereinheit zu lokalisieren, wurden zum einen konservierte
Aminosauren der Bindemotive ausgetauscht und zum anderen einzelne
Untereinheiten Uberproduziert. Aufgrund der Anzahl konservierter Sequenzmotive
und des Gehalts an Eisen und s&urelabilem Sulfid in Komplex I, ist es verninftig
anzunehmen, dal3 der Komplex | weitere FeS Zentren enthélt, die bislang ESR-
spektroskopisch nicht nachgewiesen wurden. Die in dieser Arbeit beschriebene
Methode der UV/Vis-Spektroskopie ist zwar weniger selektiv als die ESR-
Spektroskopie, erfal3t aber alle Kofaktoren des Komplexes. Das Problem dieser
Methode besteht darin, daf? die Absorptionen aller Komponenten tberlagert sind. Die
FeS Zentren N6a/N6b auf der Untereinheit Nuol absorbieren ungewdhnlich stark im
UV/Vis-Bereich und ihre Absorption konnte von der der tbrigen Komponenten des
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Komplex I in N. crassa kinetisch abgetrennt werden. Die besondere r&umliche
Anordnung dieser zwei vierkernigen FeS Zentren fiihrt offenbar durch elektronische
Kopplung zu dieser fur FeS Zentren ungewdhnlich starken Absorption (Mathews et
al., 1974; Prince & Adams, 1987). Gleichzeitig tritt eine magnetische Kopplung auf,
die zu einem komplexen ESR-Signal mit geringer Intensitat fuhrt (Prince & Adams,
1987). Das Chinon Reduktase Fragment enthalt nur die FeS Zentren N6a/N6b und
N2. Das ESR-Spektrum dieser Praparation zeigt die bekannten Signale des
Zentrums N2 mit g~= 1,92 und go= 2,04, die im Vergleich zu Komplex | leicht
verschoben sind (g~= 1,91 und ge = 2,05). Eine leichte Verschiebung dieses Signals
wurde bereits fur das verbindende Fragment des E. coli Komplex | beschrieben (Leif
et al., 1995). Das Spektrum enthalt aul3erdem zwei weitere Absorptionen bei
g = 2,086 und 1,88. Diese Signale treten nur bei 13 K auf und stammen daher von
einem vierkernigen FeS Zentrum. Das Signal kdonnte eine rhombische Symmetrie
besitzen, wobei die g,-Absorption komplett von der g~-Absorption des Zentrums N2
Uberlagert ist. Diese Signale wurden bislang weder fur Komplex |, noch fir dessen
Fragmente beschrieben. Sie werden daher N6a und N6b zugeordnet (Rasmussen et
al., eingereicht). Das Signal kdnnte entweder nur von einem oder von beiden FeS
Zentren herrihren. Im letzteren Fall kbnnte sich die Umgebung der beiden FeS
Zentren durch die Praparation des Fragments so geandert haben, dal3 N6a und N6b
nicht mehr interagieren. Es ist bekannt, dal3 die ESR-Spektren der beiden 4Fe4S
Zentren in den homologen 8Fe-Ferredoxinen unter Bedingungen, bei denen keine
Kopplung auftritt, identisch sind (Mathews et al., 1974).

Die FeS Zentren N6a/N6b zeigen ein identisches Mittenpotential von E,= -270 mV.
Beide Zentren scheinen stark genug zu interagieren, um ihre spektroskopischen
Eigenschaften zu beeinfluBen, aber nicht stark genug, um ihr Mittenpotential zu
beeinfluRen. Das niedrige Mittenpotential von N6a/N6b legt nahe, dald diese Zentren
im Elektronenweg von NADH zu Ubichinon vor dem FeS Zentrum N2
(Em, 7= -220 mV) liegen. Sie sollten im Elektronenweg aber hinter den isopotentiellen
FeS Zentren des NADH Dehydrogenase Fragments liegen, da sie langsamer
reoxidieren. Eine E. coli Komplex | Praparation wurde unspezifisch geschadigt, so
daR’ die Zentren N6a/N6b UV/Vis-spektroskopisch nicht nachzuweisen waren (van
den Boom, 1998). Der ElektronenfluR war in dieser Praparation zwischen den
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isopotentiellen FeS Zentren und N2 unterbrochen, das Zentrum N2 war jedoch durch
unspezifische Reduktion mit Dithionit nachzuweisen. Dies spricht fir einen linearen
Elektronenweg von dem FMN zu den isopotentiellen FeS Zentren weiter Uber
N6a/N6b zu N2.

Allen Sequenzmotiven fur die Bindung von FeS Zentren wurde spektroskopisch ein
Zentrum zugeordnet. Das FMN und die FeS Zentren decken den Potentialbereich
von —360 bis —220 mV ab und damit weniger als ein Drittel der Potentialdifferenz
zwischen NADH und Ubichinon. Diese Energiedifferenz  reicht aus
thermodynamischen Griinden nicht aus, um die gemessenen H*/e” Stochiometrien
von 4 zu erreichen (Pozzan et al., 1979; Di Virgilio & Azzone, 1982; Wikstrom, 1984;
Weiss & Friedrich,1991; Brown & Brand, 1988; Galkin et al., 1999). Daher muf3 die
Potentialdifferenz zwischen N2 und Ubichinon zur Energiegewinnung genutzt
werden. Dieser distale Teil des Elektronenwegs ist bislang kaum untersucht worden,
was hauptsachlich an technischen Problemen liegt. Uber die NADH-Bindestelle kann
das Enzym zwar leicht reduziert werden, aber aufgrund seines negativen
Mittenpotentials wird mit dem Redoxpaar NADH/NAD" héchstens ein Potential von
etwa —200 mV eingestellt. In Detergenz solubilisierter Komplex | kann nicht tber die
Ubichinonbindestelle in Form eines reversen Elektronenflusses reduziert werden. Mit
elektrochemischen Methoden konnen dagegen beliebige Potentiale eingestellt
werden. Redoxmediatoren mit geeigneten Mittenpotentialen Ubertragen die
Elektronen zwischen der Elektrode und den Redoxgruppen des Enzyms. Dieser
unspezifische Zugang zum Elektronenweg ist im mitochondrialen Komplex |
erschwert, da die Redoxgruppen gegeniber dem bakteriellen Enzym durch
zusatzliche Untereinheiten besser abgeschirmt sind. Dies fuhrt zu Potential-
Aquilibrierungszeiten tiber 30 Minuten und zu einer geringen Stabilitat des Proteins
an der Elektrode (Abelmann, 1999). Weiterhin erschwert die groRe Masse des
mitochondrialen Komplex |, die bendtigten Konzentrationen von uber 100 uM
einzustellen. Der bakterielle Komplex | wird elektrochemisch schnell angesprochen
und kann auf eine Konzentration von 250 uM gebracht werden (Hellwig et al., 2000).
Damit kann die Probe bei Schichtdicken von kleiner 10 um vermessen werden und
die IR-Absorptionen von Wasser werden minimiert. Auf diese Weise wurde das
Mittenpotential der unbekannten Gruppe X zu —80 mV bestimmt und ein IR-Redox-
Differenzspektrum der Gruppe erhalten. Die C=0- und C=C-Schwingungen der
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Gruppe X lassen sich als eine chinoide Struktur interpretieren. Es ist
unwahrscheinlich, dal3 es sich um ein proteingebundenes Ubichinon handelt, da die
entsprechenden Schwingungen der Methoxygruppen im Spektrum fehlen. Weder aus
der E. coli noch aus der N. crassa Komplex | Praparation lie3 sich Chinon
extrahieren (Schildwachter, 1996; Haupt, 1999). Deshalb wird angenommen, dal3 die

chinoide Gruppe in Komplex | kovalent gebunden ist.

Das IR-Differenzspektrum der Gruppe X ist charakteristischer als die UV/Vis-
Differenzabsorption und zeigt Ahnlichkeit zum Spektrum von Trihydroxy-
Phenylalanin, einer Vorstufe eines Neurotoxins. Dies bestatigt die Vermutung, dal3
es sich bei der Gruppe X um eine modifizierte Aminosaure handelt (Friedrich et al.,
2000).

In den anderen protonenpumpenden Komplexen der Atmungskette wurden
Redoxgruppen in den membranstandigen Untereinheiten gefunden, die dort den
Elektronenflul3 mit der Protonentranslokation koppeln (lwata et al., 1995; Tsukihara
et al.,, 1995; Xia et al.,, 1997). Es ist deshalb vernunftig anzunehmen, dafl} auch
Komplex | eine Redoxgruppe in einer membranstandigen Untereinheit enthalt. Die
Gruppe X als mdglicher Kandidat fur eine solche Gruppe wurde im Chinon
Reduktase Fragment nachgewiesen. Durch Spaltung dieser Praparation in kleinere
Fragmente ware es moglich, die Gruppe X einer Untereinheit zuzuordnen.

5.3 Der Protonentransport in Komplex |

Es wird diskutiert, dal das FeS Zentrum N2 eine Kopplungsstelle des
Elektronentransports mit einer Protonentranslokation darstellt. Die Griinde dafur sind
seine Lage in der Nahe der Membran und die pH-Abhéngigkeit seines
Mittenpotentials (Ingledew & Ohnishi, 1980; Ohnishi, 1998). Seine Rolle als Redox-
Bohrgruppe in Komplex | wurde diskutiert (Brandt, 1997). Dazu sollte N2 im
reduzierten Zustand ein Proton aufnehmen und es bei der Oxidation wieder
abgeben. N2 besitzt ein untypisches Bindemotiv fur FeS Zentren, da der vierte
Ligand kein Cystein ist. Ein konserviertes Glutamat wurde als vierter Ligand
vorgeschlagen (Ohnishi, 1993). Damit wirde auch die pH-Abhéngigkeit des
Mittenpotentials erklart, weil durch die Reduktion des FeS Zentrums ein
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ligandierendes Glutamat protoniert werden kénnte. In dem Komplex | aus Y. lipolytica
wurden allerdings alle sauren Aminoséauren der zu NuoB homologen Untereinheit
gegen andere Aminoséuren ausgetauscht, ohne dald das Signal des Zentrums N2
verloren ging (Ahlers et al., 2000). Das FTIR-Doppeldifferenzspektrum des
Komplex | minus dem NADH Dehydrogenase Fragment zeigt, dafl3 die Reduktion von
N2 mit der Protonierung eines Tyrosins gekoppelt ist (Ringschwingung bei 1515 cm’
1 und die Oxidation mit einer Deprotonierung (Ringschwingung bei 1500 cm™, Abb.
4-21 c). Dies ist im Einklang mit der Rolle von N2 als Redox-Bohrgruppe und
bedeutet, dafd ein Tyrosin der vierte Ligand des FeS Zentrums N2 sein kénnte. Die
Untereinheit NuoB enthalt zwei konservierte Tyrosine, deren Mutagenese

Gegenstand einer laufenden Diplomarbeit in unserem Institut ist.

Daruberhinaus zeigen die FTIR-Spektren, dal3 die Oxidation von N2 mit der
Protonierung einer Aspartat- oder Glutamatseitenkette gekoppelt ist. Dieser Vorgang
entspricht nicht dem erwarteten Verhalten einer Redox-Bohrgruppe. Unsere
Arbeitshypothese ist, dald das Tyrosin, das als vierter Ligand von N2 in Frage kommt,
bei der Reduktion von N2 ein Proton aufnimmt und es bei der anschlieRenden
Oxidation an das Aspartat oder Glutamat weitergibt. Im Einklang mit den
elektronenmikroskopischen Bildern ist auch im FTIR-Spektrum zu sehen, dal3 der
Redoxwechsel des Komplex | mit groRen konformativen Anderungen gekoppelt ist.
Daher ist es moglich, dal3 die beobachteten Protonierungsreaktionen zu einem

Protonentransport Giber die Membran beitragen.

5.4 Die Kopplung von Elektronen- und Protonentransport in
Komplex I: Ein modularer Mechanismus ?

Der Mechanismus des Komplex | mul3 die Protonen- zu Elektronen-Stochiometrie
korrekt beschreiben. Fur den mitochondrialen Komplex | wurde eine Protonen- zu
Elektronen-Stéchiometrie von 4 H* / 2 e bestimmt (Pozzan et al., 1979; Di Virgilio &
Azzone, 1982; Wikstrom, 1984; Weiss & Friedrich,1991; Brown & Brand, 1988;
Galkin et al., 1999). Fur den bakteriellen Komplex | aus E. coli wurde eine
Stéchiometrie von mindestens 3 H* / 2 e bestimmt (Bogachev et al., 1996). Aus den
thermodynamischen Randbedingungen ergeben sich Obergrenzen fir die H* / e
Stochiometrie, da die bei der Redoxreaktion freiwerdende Energie die maximale
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Energie zur Protonentranslokation ergibt. Der Komplex | aus E. coli kann unter
anaeroben Bedingungen auch mit Menachinon (En, = -80 mV) anstelle von Ubichinon
(Em=+60 mV) reagieren, so daR eine Stochiometrie von 4 H* / 2 e nur bei einem
niedrigeren Membranpotential moglich ware. Messungen zeigen jedoch, dal3 das
Membranpotential in E. coli bei anaerober Atmung kaum geringer ist als bei aerober
Atmung (Tran & Unden, 1998). Falls sich die Substratkonzentrationen unter
anaeroben Bedingungen nicht verdndern, liefert die Reaktion mit Menachinon
moglicherweise keine groRere Stochiometrie als 1,7 H* / 2 . Der Komplex | aus
M. mazei kann aufgrund der Potentialdifferenz zwischen seinen Substraten nur
maximal 2 H* / 2 & pumpen (Baumer et al., 2000). Es stellt sich die Frage, ob
Komplex | prinzipiell mit einer Stéchiometrie von 4 H* / 2 e arbeiten muR. Ein
moglicher Mechanismus von Komplex | muisste in diesem Fall die variable

Stochiometrie bertcksichtigen.

Der modulare Aufbau des Komplex | legt es nahe, zuerst den Mechanismus der
einzelnen Module zu betrachten. Das NADH Dehydrogenase Modul leitet die
Elektronen weiter, ohne eine Potentialdifferenz abzudecken, die ausreichend ware,
um Protonen zu pumpen. Die zu dem Hydrogenase Modul homologe Ech
Hydrogenase aus M. barkeri pumpt Protonen mit einer Stochiometrie von 1 H* / 1 e
(Bott & Thauer, 1989; Kiinkel et al., 1998; Meuer et al., 1999). Es ist denkbar, daf3 in
der Ech Hydrogenase der gleiche Mechanismus der Protonentranslokation existiert,
der in Komplex | eine Protonierung mit der Oxidation von N2 koppelt (Hellwig et al.,
2000). Mit dem Erwerb des Translokase Moduls und der Chinonbindestelle wird in
Komplex | wahrscheinlich die Translokation eines weiteren Protons pro Elektron
ermoglicht. Daher ist anzunehmen, dal3 das Translokase Modul die zweite
Kopplungsstelle enthalt. Verschiedene Experimente deuten darauf hin, dal3 die
Ubichinonbindestelle auf den Untereinheiten NuoB, D oder H liegt (Darrouzet et al.,
1998; Schuler et al., 1999). Diese Untereinheiten liegen im Hydrogenase Modul, so
daR der Elektronenweg wahrscheinlich in diesem Modul endet und dal3 das
Translokase Modul nicht am Elektronentransport beteiligt ist. In diesem Fall misste
die zweite Kopplungsstelle auf eine indirekte Weise angetrieben werden. Die
beobachtete konformative Bewegung von Komplex | wéhrend des Redoxwechsels
konnte diesen Antrieb darstellen. Der Mechanismus von Komplex | kann formal in die
redox-getriebene Translokation von 1 H* / e durch das FeS Zentrum N2 im
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Hydrogenase Modul und durch die mdglicherweise konformativ getriebene
Translokation eines weiteren Protons im Translokase Modul zerlegt werden. Die
Kopplung beider Prozesse ist vollig unklar. Die Rolle der Gruppe X ist hierbei
unbekannt, es ware jedoch denkbar, dal3 sie zur Konformationsdnderung beitragt
und das Verbindungsglied in dem ,modularen Mechanismus* von Komplex | darstellt.
Diese Hypothese wiirde auch die variable H"/e Stdchiometrie von Komplex |
erklaren. Das Hydrogenase Modul von Komplex | kénnte sich im Laufe der Evolution
durch die Verwendung von elektropositiveren Substraten ein grofReres
Redoxpotential erschlossen haben. Diese zuséatzliche Energie wirde dann dazu
genutzt, die zweite Kopplungsstelle im Translokase Modul anzutreiben. Reagiert
Komplex | mit einem elektronegativen Akzeptor wie Menachinon, wird derselbe
Elektronenweg benutzt, aber es wird weniger Redoxenergie frei. In diesem Fall wird
die zweite Kopplungsstelle nicht oder nur manchmal genutzt. Eine ungerade
Stéchiometrie fur Protonenpumpen wurde diskutiert (Ferguson & Sorgato, 1982;
Murphy & Brand, 1987; Weiss & Friedrich, 1991). Auch die ATP Synthase, der
hauptsachliche Verbraucher der protonenmotorischen Kraft, arbeitet mit ungeraden
Stéchiometrien zwischen 10/3 und 14/3, denn der membranstéandige Teil des
Komplexes treibt je nach Organismus durch 10 bzw. 14 einzelne
Protonierungsschritte indirekt die ATP Bildung im peripheren Teil durch Drehung in
120° Schritten an (Stock et al., 1999; Seelert et al., 2000).
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