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Abstract

I ncor por ation of Heme, Chlorophyll and Bacteriochlorophyll Derivativesin De
Novo Synthesized Peptides as Model Systemsfor Native Protein-Cofactor -
Complexes

The light harvesting complexes of higher plants or photosynthetic bacteria absorb and
transport light energy to the reaction center, where it is converted into an electrochemical
potential. This process involves multiple electron-transfer steps between pigment molecules
((bacterio)chlorophylls or hemes) and quinones. Some of these electron transfer steps should
allow the detection of radical species and e.g. EPR spectroscopy can be used as a vauable
tool to understand these processes in greater detail. As a synthetic approach for these
investigations, peptides were synthesized with their sequences based on naturally occurring
proteins which alow the incorporation of cofactors from complexes of photosynthesis or the
respiratory chain. These synthetic peptides, so called maquettes, were used in this thesis to
address several topics:

A small peptide segment, in particular, a four-helix bundle was designed based on the
cytochrome b subunit of the cytochrome bc; complex from Rhodobacter capsulatus
(Robertson et a., Nature, 1994, 368:425-432), in order to study its interactions with heme-
and various derivatives of (bacterio)chlorophyll cofactors. The chemical peptide synthesis
was performed with a multiple peptide synthesizer using the Fmoc-strategy on a PAL-PEG-
PS resin. The peptides were purified by high performance liquid chromatography (HPLC) and
identified by MALDI-TOF and ESI mass spectrometry. The heme bound four-helix bundle
could even be detected by ESI-MS, indicating the high binding affinity of the peptide. The
two hemes in the four-helix bundle, which consists of two identical peptide subunits with a
helix-turn-helix binding motif have redox potentials separated by 100 mV, indicating a
cooperative electrochemistry of the two cofactors. In the native protein fragment two histidine
residues ligate the heme group. In another synthesized peptide one of the histidines was
replaced by methionine, following the sequence motif of cytochrome c. Besides this amino
acid exchange, also peptides of different length were used for heme incorporation and
interaction studies.

The second part of the thesis was about the incorporation of zinc chlorins into four-
helix bundles as afirst step towards the creation of an artificial photosynthetic reaction center.
As cofactor chlorophyll a was isolated from Spirulina platensis and converted into a more

hydrophilic zinc chlorin derivative. After incorporation of this cofactor and aso of zinc



chlorin es, respectively, into the peptides and characterization of their ground-state, the triplet
state of these metalloproteins was generated by irradiation and investigated by transient-EPR
and time resolved absorption spectroscopy. The addition of an exogenously located and
noncovalently bound quinone as an electron acceptor for the excited zinc chlorin maquettes
generated a radical pair signal in the triplet spectra, indicative of a light-induced electron
transfer process. The quenching rate constants of the zinc chlorin triplet states by
p-benzoquinone (BQ) in a buffered solution were four times faster in comparison with those
of the peptide bound zinc chlorins. A ground-state interaction of zinc chlorins in agqueous
solution with BQ was demonstrated using UV-visible and fluorescence spectroscopy. In
contrast, such interaction could be prevented when the zinc chlorins were bound to the
maguettes.

Finally, the interactions of pigment molecules with chemicaly synthesized
transmembrane peptides from the light-harvesting (LH) complexes of Rhodobacter
sphaeroides were investigated. The peptides adapt an o-helical structure in the presence of
small amounts of detergent (0.66 % of n-octyl-p-D-glucopyranoside), which in one case could
even be confirmed by 2D-NMR spectroscopy. The pigment molecules for this part,
bacteriochlorophyll a and lutein, were isolated from Allochromatium vinosum and Spinacia
oleracea, respectively. The excited state fluorescence spectrum of the artificial LH complex
gave evidence for an energy transfer process between the pigment molecules, which took not
place in the absence of the peptide environment.

The presented work provides a promising basis for the development of various model
systems, which may yield detailed information on the structure-function relationship of
naturally-occurring protein complexes found in respiration and photosynthesis.
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Ein- und Dreibuchstabencode der 20 codierten Andinen und ihre Strukturformeln (Abb.
aus: Doolittle, 1995).
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einfihrung in die Thematik

Die vorliegende Arbeit beschreibt spektroskopische Untersuchungen an de novo
synthetisierten Peptiden nach dem Einbau verschiedener Pigmente. Die Peptide wurden durch
automatisierte, chemische Synthese an einer festen Phase hergestellt. Als Modell der
untersuchten Peptide dienten zum einen die Him-bindenden Helices der Cytochrom b (Cytb)-
Untereinheit des Cytbc,-Komplexes von Rhodobacter (Rb.) capsulatus und zum anderen die
Peptide in den Lichtsammelkomplexen von Rb. sphaeroides. Beide Bakterien gehoren zur
Klasse der schwefelfreien Purpurbakterien und betreiben anoxygene Photosynthese.

Die verwendete Hadmverbindung ist ein Eisenprotoporphyrin IX (FePPIX) und als roter
Blutfarbstoff des Himoglobins bekannt. Im Cytb sind die Himgruppen in einem Vier-Helix-
Biindel eingelagert. Dieses Strukturmotiv, das in den Kapiteln 1.2 und 1.5 néher beschrieben
wird, stellt eine gute Methode zur Synthese eines stabilen de novo Komplexes dar, der aus
kurzen Peptidketten besteht. Durch hydrophobe Wechselwirkung konnen auch andere
Kofaktoren wie (Bakterio)Chlorophyllderivate in das Vier-Helix-Biindel eingelagert werden,
das in dieser Arbeit aus zwei homodimeren Peptiden mit Helix-turn-Helix-Motiv aufgebaut
wurde (Kap. 1.12). Die minimalistische Form der Nachbildung eines natiirlichen Systems, das
dennoch die gleichen Funktionen und Eigenschaften aufweist, wurde laut eines interessanten
Reviews tliber de novo synthetisierte Proteine mit spezifischen Funktionen 1994 erstmalig als
maquette bezeichnet (Koder und Dutton, 2006). Es bietet die Moglichkeit, durch Anderung
der Aminosduresequenz, Austausch von natiirlichen mit nicht-natiirlichen, isotopen- oder
fluoreszenzmarkierten Aminosduren oder auch durch Variation des eingelagerten Kofaktors,
die Wechselwirkung verschiedener Peptid-Kofaktor-Beziehungen im Detail zu untersuchen
und Aussagen iiber die Funktion einzelner Aminoséduren zu treffen.

Im Allgemeinen ermdglicht die de novo Peptidsynthese Modellsysteme herzustellen, die auf
der Grundlage natiirlicher Protein-(Pigment)-Komplexe entworfen werden, um deren Faltung,
Funktion und Eigenschaften zu charakterisieren. Die Rolle des Peptids besteht dabei darin,

eine spezifische Umgebung fiir die eingebundenen Kofaktoren zu generieren, um z. B.
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enzymatische Aktivitdt oder Elektronentransportprozesse zu erzeugen. Somit konnen kleine,
artifizielle Peptid-Kofaktor-Systeme dazu dienen, an ihnen spezifische Funktionen, wie sie in
biologischen Systemen vorliegen, zu studieren und auszuiiben, indem z. B. ein synthetisches,
katalytisch aktives Zentrum in einer Proteinmatrix generiert wird. Des Weiteren ist die
chemische Peptidsynthese wichtiger Bestandteil der Naturstoffsynthese zur Darstellung
sogenannter Targets (Wirkstoff-Zielverbindungen). Der Einbau von Porphyrinen, Chlorinen
und Bakteriochlorinen bietet die Moglichkeit zur Synthese verschiedener Modellsysteme fiir
Proteine, die z. B. an der Atmungskette oder am Photosyntheseprozess beteiligt sind. Folglich
soll diese Arbeit als Ausgangspunkt fiir die Synthese artifizieller Reaktionszentren und
Lichtsammelkomplexe dienen und die komplexen Anforderungen derartiger Systeme
aufzeigen. Sie leistet damit einen weiteren Beitrag zur Grundlagenforschung durch
Nachbildung natiirlicher Proteinkomplexe und der Untersuchung verschiedener Kofaktor-
Peptid-Systeme. Zur Charakterisierung dieser Komplexe als auch der de novo synthetisierten
Apopeptide wurden verschiedene spektroskopische, elektrochemische und biochemische
Methoden wie UV-Vis-, Fluoreszenz-, Resonanz-Raman-, transiente Absorptions-, Elek-
tronenspinresonanz (ESR)- und Kernresonanz (NMR)-Spektroskopie, Zirkulardichroismus,
elektrochemische Redoxtitration, Zyklovoltammetrie, Electrospray lonisation (ESI)- und
Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight (MALDI-TOF)-Massen-

spektrometrie und Gelfiltration eingesetzt.
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1.2 Struktur und Funktion von Proteinen

,Betrachtet man die DNA als den Bauplan des Lebens, so sind die Proteine Ziegel und
Mortel”“ (Doolittle, 1995). Die elementaren Strukturuntereinheiten der Proteine sind die
Aminosduren. Das Wort Protein stammt aus dem Griechischen und wurde im Jahre 1838 von
Berzelius von proteios (,.erstrangig®) abgeleitet, um die Wichtigkeit jener Stoffgruppe zu
betonen. Durch die Proteinbiosynthese entstehen aus den 20 proteinogen oder codierten
Aminosduren eine Vielzahl von Proteinen, deren Struktur und Funktion héufig vom
gebundenen Kofaktor abhéngt. Im Fall enzymatischer Aktivitdt bilden die Kofaktoren dabei
das eigentlich katalytisch aktive Zentrum. Jede Enzymart ist hochspezifisch und katalysiert im
Allgemeinen nur einen einzigen Reaktionstyp. Das aktive Zentrum des Enzyms kann z. B.
einen oder mehrere Liganden, die sogenannten Substrate binden und katalysiert dann das
Offnen und SchlieBen von kovalenten Bindungen. In der Atmungskette oder Photosynthese
sind Enzymproteine hdufig an Redoxprozessen oder an der Energieerzeugung (z. B. ATP-
Synthase) beteiligt.

Proteine konnen des Weiteren dem Transport vieler kleiner Molekiile und Ionen durch die
Biomembranen dienen oder haben als Speicherproteine die Funktion einer Reserve fiir
organische Stickstoff-Verbindungen. Manche Proteine sind zustéindig fiir die koordinierte
Bewegung (z. B. Muskelkontraktion), wieder andere agieren als Antikorper in der Immun-
abwehr. Zudem haben manche Proteine wie das Kollagen eine mechanische Stiitzfunktion,
andere sind fiir die Erzeugung und Ubertragung von Nervenimpulsen zustindig oder dienen
der Kontrolle von Wachstum und Differenzierung (Liittge et al., 1994; Stryer, 1999).

Bei der Strukturbetrachtung eines Proteins sind verschiedene Organisationsebenen zu
unterscheiden. Die Aminosduresequenz bezeichnet man als Primérstruktur eines Proteins. Die
sich wiederholende Folge des Elements -NH-CH(R)-C(O)- in dieser Aminosdurekette ist das
Polypeptidgeriist (oder die Polypeptidkette). Die Sekundirstruktur stellt die Bereiche der
Polypeptidkette dar, die o-Helices oder [-Faltblitter bilden. Die dreidimensionale
Konformation einer Polypeptidkette, in der die rdumliche Anordnung der Sekundérstruktur-
elemente wiedergegeben wird, bezeichnet man als Tertidrstruktur. Besteht ein Peptid aus
mehr als einer Polypeptidkette oder zeigt es eine ausgepriagte Dominenstruktur, die sich
definiert zueinander anordnen, so spricht man von der Quartérstruktur.

Das fiir diese Arbeit wichtige Sekundirelement, die a-Helix, entsteht, wenn eine einzelne
Polypeptidkette sich um die eigene Achse dreht und somit einen starren Zylinder ausbildet.

Die rechtsgedrehte o-Helix, die sogenannte 3.6;3-Helix, ist die am besten bekannte
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Polypeptidstruktur. In dieser Sekundérstruktur liegt jeweils eine Wasserstoffbriicke zwischen
der C=0O-Gruppe des Restes n und der NH-Gruppe des Restes (n + 4) vor. Diese Wasserstoff-
briickenbindung, die fast parallel zur Helixachse verlduft, hat eine Lange von 0,286 nm (vom
Sauerstoff- zum Stickstoffatom). Es entsteht eine gleichméfBige Helix mit 3,6 Aminosduren
pro Windung. Benachbarte C,-Atome sind 0,15 nm voneinander entfernt. Daraus ergibt sich

eine Ganghohe von 0,54 nm (Abb. 1a).

a b

0,54nm 0,15nm

ZT - - - e
/ \ - ‘0_"0’—0-‘0 ' Z-I~ i

Ze- - =-I- ~
-l ‘ )

| ) - - - - - -0=0Q " o=
K_.OIO Z=T - Z__:E_:._. o-'

Abbildung 1: (a) Rechtsdrehende Helix mit einer Ganghdhe von 0,54 nm pro Windung. (b) Peptidbindung
zwischen zwei Aminosduren mit den eingezeichneten Diederwinkeln ¢ und y. Der Torsionswinkel o, der die
Drehung zwischen der C=0- und NH-Bindung beschreibt, betrdgt @ = 180°.

Die Rotationen um die Einfachbindung zwischen der Aminogruppe bzw. Carboxylgruppe und
dem C,-Atom werden durch die Diederwinkel phi (¢) und psi (y) beschrieben (Abb. 1b).
Diese Winkel legen den Verlauf einer Polypeptidkette fest. Die ¢- und y-Winkel einer
rechtsdrehenden a-Helix betragen in der Regel -57° und -47°.

Sogenannte Ramachandran-Diagramme zeigen die erlaubten ¢- und y-Winkel in einer
Sekundarstruktur (Ramachandran et al., 1963), (Abb. 2).

Das Sekundérstrukturelement einer a-Helix findet man in vielen natiirlichen Proteinen wie
z. B. in Myoglobin, Himoglobin oder in Proteinen, die in Zellmembranen lokalisiert sind.
Neben der bekannten o(3.6;3)-Helix gibt es noch die 3jo-Helix (3,2 Aminosduren pro
Windung) mit Torsionswinkeln von ¢ = -49° und y = -26° und die duBlerst seltene vorkom-
mende n-Helix (4,4 Aminosduren pro Windung) mit ¢ = -57° und y = -70° (Creighton, 1993;
Whitford, 2005). Die rechtsdrehende a-Helix kann z. B. durch Zirkulardichroismus (CD)-
Messungen von der 3o-Helix unterschieden werden (Kap. 3.1.4.1).

Viele der kovalenten Bindungen in einer langen Aminosdurekette erlauben eine relativ freie
Drehbarkeit der Atome, die sie verkniipfen, so dass die Polypeptidkette prinzipiell in eine

Vielzahl von verschiedenen Formen falten kann. Allerdings wird diese Formenvielfalt durch
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sterische Hinderung oder nicht-kovalente Wechselwirkungen eingeschrankt, die sowohl
zwischen Atomen des Polypeptidgeriists als auch den Aminosdureseitenketten auftreten
konnen. Zu diesen Wechselwirkungen zahlen Wasserstoftbriicken, ionische und hydrophobe
Wechselwirkungen oder van-der-Waals-Kréfte. Fiir eine Helixbildungstendenz der einzelnen
Aminoséuren ist folgende Reihenfolge bekannt (Creighton, 1993):

Ala> Arg > Lys > Leu > Met > Trp > Phe > Ser > Gln > Glu >Cys ~ Ile > Tyr > Asp > Val >
Thr > Asn > His > Gly >> Pro.

An dieser Reihenfolge ist zu erkennen, dass Glycin und Prolin geeignete Aminosduren sind,

um Helixstrukturen zu unterbrechen und sogenannte reverse turns ausbilden.
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Abbildung 2: Ramachandran-Diagramm, das die sterisch erlaubten Konformationswinkel (@ ) fiir die
entsprechenden Sekundérstrukturen angibt: o = a-Helix; oy = linksdrehende a-Helix; f = B-Faltblatt (11 =
paralleles B-Faltblatt und 1] antiparalleles p-Faltblatt). Die in griin gekennzeichneten Bereiche stellen
Konformationen dar, die die duBlerste Grenze fiir van-der-Waals-Abstinde aufweisen (nach Voet und Voet,
1992).

In einer a-Helix weisen alle C=0- bzw. NH-Gruppen jeweils in dieselbe Richtung, weshalb
entlang der Helixachse ein Makrodipol entsteht. Der positive Pol befindet sich am N-
Terminus. Positiv geladene Aminosdurereste am N-Terminus und negativ geladene
Seitengruppen am C-Terminus wiirden den Makrodipol verstirken. Eine Acetylierung der
Aminogruppe und Amidbildung der Carboxylgruppe fiihrt dabei zu einer Stabilisierung einer
einzelnen Helix (Munoz und Serrano, 1995; Fairman et al., 1989).

Die bereits erwihnten hydrophoben Wechselwirkungen zeichnen sich dadurch aus, dass sich
die unpolaren Seitenketten von Aminosduren (Leucin, Phenylalanin, Tryptophan, Valin, u. a.)

5
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in wassriger Umgebung zusammenlagern, um das Netz von Wasserstoffbriicken am
wenigsten zu storen. Die sogenannten ,hydrophoben Krifte, die zwischen den
zusammengelagerten Gruppen bestehen, entstehen dabei eigentlich durch die Abstoung der
hydrophoben Gruppen aus dem Wasser. Durch die Zusammenlagerung kann sich bei
geeigneter Aminosduresequenz im Inneren eines Proteins ein hydrophober Bereich ausbilden

(Abb. 3).

Abbildung 3: Helixrad (Helical Wheel)-Darstellung entlang von vier a-Helixachsen, die das Strukturelement
eines Vier-Helix-Biindels ausbilden. Die Aminosdurereste R sind nach auBlen gedreht. Die hydrophoben
Bereiche sind in grau gekennzeichnet. In diesem Bereich befinden sich auch die Kofaktor-koordinierenden
Bindungsstellen (H fiir Histidin). Die Kofaktoren sind in griin dargestellt. In den blauen Bereichen liegen die
hydrophilen Aminosduren.

Die Kenntnisse iiber die Eigenschaften der einzelnen Aminoséuren und deren Faltung in einer
Peptidsequenz waren die Grundvoraussetzungen zur Entwicklung der Peptidsynthese, die in
den nachfolgenden Kapiteln beschrieben wird und einen Hauptbestandteil dieser Arbeit

darstellt.
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1.3 Peptidsynthese

Synthetische Peptide sind in den medizinisch-chemischen oder biologischen
Forschungsbereichen unerldssliche Hilfsmittel zur Aufkldrung der Struktur und Funktion
natiirlicher Proteinkomplexe. Die Darstellung der Peptide kann mit Hilfe der
Molekularbiologie (Protein Engineering) oder durch die chemische Peptidsynthese (De novo
Peptidsynthese; Kapitel 1.4) erfolgen. Mit Hilfe der Molekularbiologie ist es mdglich, durch
ortsgerichtete Mutagenese der DNA einzelne Aminosduren mit anderen codierten
Aminosduren auszutauschen, um Informationen iiber deren Funktion zu erhalten. Auch kann
der Proteinsyntheseapparat von Bakterien wie Escherichia coli eingesetzt werden, um in
zellfreier Synthese nichtcodierte Aminosduren in Proteine einzubauen (Cornish und Schultz,
1994). Allerdings liegen bei diesem Verfahren die Ausbeuten an Protein im ng- bis pg-
Bereich. Die chemische Peptidsynthese hat dagegen den Vorteil, codierte Aminosduren gegen
nicht-natiirliche Aminosduren zu ersetzen und gleichzeitig eine hohe Ausbeute an Protein im
mg-Bereich zu erhalten. Ein wichtiger Aspekt ist dabei u. a. der gezielte Einbau von
Fluoreszenzmarkern, der Aufschliisse tiber die Faltung und Struktur der Proteine geben kann.
Die chemische Verkniipfung von Aminosiuren in Losung geht auf die Arbeiten von Fischer
und Curtius zuriick (Fischer und Fourneau, 1901; Curtius, 1904). Die Einfiihrung der
Carbobenzyloxy (Cbz)-Schutzgruppe erleichterte die Peptidsynthese erheblich (Bergmann
und Zervas, 1932). Als groBBer Durchbruch in der Entwicklung der Peptidsynthese kann die
von Merrifield eingefiihrte Festphasensynthese (solid phase peptide synthesis, SPPS)
bezeichnet werden (Merrifield, 1963). Mit dieser Methode ist es moglich, Peptide mit bis zu
60 — 70 Aminosduren herzustellen. Die Entwicklung des ersten Peptidsyntheseautomaten
durch Merrifield erfolgte 1966. Im gleichen Jahr gelang auch die Synthese von Insulin als
erstes synthetisch dargestelltes Protein (Zahn, 1967).

Die Prinzipien und praktischen Aspekte der SPPS-Methode wurden durch Kent ausfiihrlich
beschrieben (Kent, 1988). Nach der Einfiihrung der basenlabilen 9-Fluorenylmethyloxy-
carbonyl (Fmoc)-Gruppe zum Schutz der a-Amino-Gruppen (Carpino und Han, 1970; Fields
und Noble, 1990) wurde erstmalig 1978 die Fmoc/t-Butyl-Strategie der SPPS (Chang und
Meienhofer, 1978) als Alternative zur Standard-Butyloxycarbonyl (Boc)-Methode (Carpino,
1957; McKay und Albertson, 1957) beschrieben. Die Abbildung 4 zeigt schematisch den

Ablauf einer Festphasenpeptidsynthese auf, wie er in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde.
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Abbildung 4: Ablauf einer Festphasenpeptidsynthese mit Fmoc-geschiitzten Aminosduren an einem
Polyamidlinker-Polyethylenglycol-Polystyrol (PAL-PEG-PS)-Harz.

Nach der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe vom PAL-PEG-PS-Harz mit Piperidin, deren
Reaktion in Abbildung 5 beschrieben wird, kann die erste Aminosdure an die Festphase

gekoppelt werden.
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Abbildung 5: Mechanismus der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin.

Die Peptidsynthese wurde durch die Entwicklung neuer Phosphonium- und Uronium-
Verbindungen als Kopplungsreagenzien und durch Zusatz eines Kopplungsadditives wie
HOBt zur Verminderung der Racemisierung zunehmend effizienter (Review: Han und Kim,

2004), (Abb. 6).
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Abbildung 6: Strukturen ausgewiéhlter Kopplungsreagenzien (Benzotriazol-1-yl-oxy)-tris-(dimethylamino)-
phosphonium-hexafluorophosphat  (BOP),  (Benzotriazol-1-yl-oxy)-tripyrrolidinophosphonium-hexafluoro-
phosphat (PyBOP), O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium-tetrafluoroborat (TBTU),
O-(6-Chlorobenzotriazol-1-y1)-N,N,N',N'-tetramethyluronium-tetrafluoroborat (TCTU), O-(Benzotriazol-1-yl)-
N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexafluorophosphat (HBTU), O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyI-
uronium-hexafluorophosphat (HATU) und des Kopplungsadditivs 1-Hydroxy-benzotriazol (HOBt).

Die Kopplungsreagenzien sorgen fiir eine Aktivierung der Aminosduren durch einen in situ

erzeugten Aktivester mit einer guten Abgangsgruppe (Abb. 7).
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Abbildung 7: Mechanismus der Aminoséurenaktivierung am Beispiel von PyBOP.
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Zur Gewinnung lédngerer Peptide besteht die Moglichkeit der Bildung einer Disulfidbriicke
zwischen zwei Cysteinen, die sich jeweils an einem Ende einer Helix befinden. Die Reaktion

erfolgt durch Luftoxidation in einer basischen Pufferlosung (Creighton, 1993):

2-CH,SH + 120, —>» -CH,S-SCH,- + H,0

Eine andere Darstellungsmoglichkeit ldngerer Peptidketten ist durch die Einfiihrung einer
Ligationsmethode (thiol capture) gegeben (Kemp et al., 1981; Kemp und Kerkman, 1981).
Die spitere chemische Peptidligation (chemical ligation; Schnélzer und Kent, 1992) und die
native chemische Peptidligation (native chemical ligation; Dawson et al., 1994) beruhen auf
Entdeckungen, die bereits ca. 40 Jahre vorher von Wieland gemacht wurden (Wieland et al.,
1953). Wie die Abbildung 8 zeigt, war es damit erstmals mdglich, grofle Proteine synthetisch
herzustellen. Auf der Grundlage dieser Peptidligation sind bis heute eine Vielzahl weiterer
Methoden entwickelt worden: Imin-Ligation, Oxim- und Hydrazon-Ligation und die
Staudinger-Ligation (Review: Kimmerlin und Seebach, 2005). Als Alternative zur
chemischen Peptidligation besteht die Moglichkeit der enzymatischen Ligation kurzer

synthetischer Peptidsegmente mit Hilfe molekularbiologischer Methoden (Chang et al., 1994).

200 As —
Funktionelle Protein Doménen
100 As— /
kleinste Proteine [ -- -- = == /Kx -----------------
f Chemische Ligation
Cbz SPPS
I I I
1906 1932 1963 1992

Abbildung 8: Entwicklung der chemischen Peptidsynthese. Die Einfiihrungen der Carbobenzyloxy (Cbz)-
Schutzgruppe, der SPPS-Methode und der chemischen Peptidligation zéhlen zu den Entwicklungsspriingen der
chemischen Peptidsynthese; adaptiert aus Dawson und Kent, 2000.
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1.4 De novo Peptidsynthese

Unter Beriicksichtigung der Kenntnisse der Sequenz-Struktur-Beziehung werden beim de
novo-Design von Peptiden Sekundirstrukturelemente ,,von Neuem® entworfen, deren
Sequenzen eine geringe oder auch keine Homologie zu natiirlichen Proteinen aufweisen.
Diese de novo synthetisierten Peptide dienen sowohl zur Aufklarung der Faltung, Stabilitét
und Peptid-Peptid-Wechselwirkung als auch zur Aufklirung der Substrat-Peptid-
Wechselwirkung natiirlicher Systeme. Durch computerunterstiitztes de novo Design gelang es
der Forschergruppe DeGrado zum ersten Mal, ein stabiles Peptid zu entwickeln (Regan und
DeGrado, 1988). Nachfolgend wurden bis heute zahlreiche derartige Modellsysteme, die
sogenannten und bereits zu Anfang erwidhnten maquettes, entwickelt, die verschiedene
Kofaktoren wie Metallionen, Flavine, Eisen-Schwefelcluster, Chlorophylle, ATP, Chlorine,
redoxaktive Tyrosine und Tryptophanreste oder auch Peroxometall-Komplexe und
Hamgruppen einlagern (Review: Koder und Dutton, 2006). Im Allgemeinen bietet das de
novo-Design dariiber hinaus die Moglichkeit, natiirliche Kofaktoren gegen chemisch
modifizierte zu ersetzen. In dieser Arbeit werden durch den Einbau von Metalloporphyrinen,
-chlorinen und -bakteriochlorinen mit den Zentralmetallen Eisen und Zink in verschiedene de
novo synthetisierte Peptide deren funktionelle Eigenschaften untersucht. Diese maquettes
bilden in wéssriger Losung ein Vier-Helix-Biindel aus, das im nachfolgenden Kapitel

vorgestellt werden soll.

1.5 Vier-Helix-Blundel-Proteine

Das Strukturelement eines Vier-Helix-Biindels wird als Supersekundirstruktur bezeichnet, ein
Intermediat der Sekundérstruktur und mit Ansétzen einer Tertidrstruktur. Natiirliche Beispiele
von Vier-Helix-Biindeln finden sich u. a. in Cytochrom bs,, Cytochrom ¢’, Himerythrin oder
Apoferritin (Mathews, 2001). Auch im bakteriellen Reaktionszentrum (RC) wird das
Bakteriochlorophyll a (BChla)-Dimer als special pair zwischen vier gegeneinander
verdrillten o-Helices in seiner Position gehalten. Im Cytbse, hat das zylindrische Vier-Helix-
Biindel eine Linge von ca. 50 A und der Durchmesser betriigt ca. 20 A. Die geringste Distanz

zweier benachbarter Helixachsen ist 8,7 — 9,3 A (Kamtekar und Hecht, 1995).
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Artifizielle Vier-Helix-Biindel konnen auf unterschiedliche Weise erzeugt werden. Sie
entstehen z. B. durch Zusammenlagerung von amphiphilen Helices, die durch schwache, nicht
kovalente Kréfte assoziieren (self-assembly), (DeGrado et al., 1986). Es konnten bereits eine
Reihe solcher Vier-Helix-Biindel synthetisiert und ihre Wechselwirkung mit verschiedenen
Kofaktoren untersucht werden (z. B. Choma et al., 1994; Robertson et al., 1994; Sharp et al.,
1998a; Sharp et al., 1998b). Die hydrophoben Seitenketten der Helices sind ins Innere des
Biindels gedreht, wihrend die hydrophilen Seitenketten dem wéssrigen Medium zugewandt
sind. Dadurch entsteht im Inneren des Peptidbiindels eine hydrophobe Tasche, in der die
Kofaktoren gebunden werden (Abb. 3). Die relative Anordnung der Helices innerhalb des
Vier-Helix-Biindels ist aufgrund fehlender spezifischer Wechselwirkungen nicht steuerbar. So
zeigen diese wie auch andere de novo entworfene Vier-Helix-Biindel Ansédtze von molten
globules (Hecht et al., 1990; Sasaki und Lieberman, 1993). Diese molten globule-Zustinde
bezeichnen stabile Intermedidrprodukte bei der Faltung und entstehen durch schlecht gepackte
Seitenketten im hydrophoben Kern. Dadurch koénnen mehrere, im dynamischen
Gleichgewicht stehende Konformationen angenommen werden, aus denen z. B. sehr breite
'H-NMR-Signale und ein unkooperativer Ubergang bei der Denaturierung resultieren. Da
artifizielle FePPIX-bindende Vier-Helix-Biindel aufgrund von Kofaktor-Kofaktor- und
Kofaktor-Peptid-Wechselwirkung dynamische Eigenschaften aufweisen, ist es bislang noch
nicht gelungen, deren Struktur in Losung durch NMR-Spektroskopie zu bestimmen oder
Kristalle zur Rontgenstrukturanalyse zu erzeugen (DeGrado et al., 1999; Gibney et al., 2001).
Dagegen konnte bereits eine Kristallstruktur eines artifiziellen Vier-Helix-Biindels ohne
Kofaktoren mit einer Auflosung von 2,8 A gezeigt werden (Abb. 9b). In dieser Kristall-
struktur weist das nicht-kovalente Dimer von Disulfid-verbriickten di-a-Helices eine
antiparallele Topologie auf (Huang et al., 2003).

Ein zweiter Ansatz zur Herstellung eines Vier-Helix-Biindels basiert auf der Verwendung
eines Templats, auf das durch kovalente oder koordinierende Bindungen helikale Peptide
aufgesetzt werden (Mutter et al., 1988; Mutter und Vuilleumier, 1989). Dieses TASP
(template-assembled synthetic protein)-Prinzip, bei dem ein zyklisches Peptid als Templat
dient, hat den Vorteil, dass die relative Anordnung der Peptide bekannt ist. Das von Mutter
vorgeschlagene zyklische Peptid bildet in Ldsung eine durch zwei B-turns verbundene
B-Faltblattstruktur aus. An die Amino- und Thiolgruppen der in der Sequenz enthaltenen
Lysine und Cysteine kann durch kovalente Verkniipfung die Anbindung der Helices erfolgen.
Als Template kdnnen neben dem zyklischen Peptid u. a. auch lineare Peptide (Futaki et al.,

1997; Dawson und Kent, 1993), Ubergangsmetallionen wie Eisen(II) (Lieberman und Sasaki,
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1991) oder Ruthenium (Ghadiri und Choi, 1990; Ghadiri et al., 1992; Ghadiri und Case,
1993), Porphyrine (Akerfeldt et al., 1992; Choma et al., 1994; Sasaki und Kaiser, 1989) oder
Zyklodextrine (Akerfeldt und DeGrado, 1994) dienen.

Die Bindung von Chromophoren in Vier-Helix-Biindeln kann zum einen nicht-kovalent {iber

Koordination des Zentralmetalls mit ligandierenden Aminosduren wie Histidin oder zum

anderen durch kovalente Verkniipfung des Chromophors an das Peptid erfolgen (Nastri et al.,

1997; Rau et al., 2001).

Abbildung 9: (a) Cytbc,-Komplex (Iwata et al., 1998; PDB: 1BGY) mit der Cytb-Untereinheit, aus dem ein
natives Vier-Helix-Biindel mit zwei eingelagerten Hamb-Molekiilen gesondert dargestellt wird;
(b) Kristallstruktur eines Vier-Helix-Biindel-maquettes (Huang et al., 2003; PDB: 1M3W).
Alle Abbildungen wurden mit PyMOL (DeLano Scientific Software, Version 0.97) erstellt.

Durch den Austausch von FePPIX durch (Bakterio)Chlorophyllderivate konnen nach
erfolgreichem Einbau in das Peptid bestimmte photosynthetische Abldufe in einem
Modellsystem simuliert werden. Die zur Grundlage des Bearbeitungsthemas dienenden
Prozesse der pflanzlichen und bakteriellen Photosynthese sollen nachfolgend kurz erldutert
und die einzelnen photosynthetischen Pigmente, die fiir diese Arbeit von Bedeutung sind,

vorgestellt werden.
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1.6 Pflanzliche Photosynthese

Der Begriff Photosynthese stammt aus dem Griechischen und bedeutet wdortlich:
Zusammensetzung durch Licht. Es bezeichnet die Umwandlung der Lichtenergie in
biochemisch verwertbare Energie (ATP) und Reduktionskraft (NADPH) in den Zellen
phototropher Organismen und die damit betriebene Synthese von Zellbestandteilen. Friiheste
fossile Funde bakteriendhnlicher Strukturen ergaben, dass die Photosynthese vor mehr als 3,5
Milliarden Jahren entstanden sein muss. Zu diesem Zeitpunkt gab es noch keinen Sauerstoff
in der Atmosphidre und die Organismen, die diese anoxygene Photosynthese betrieben,
bezogen die fiir diesen Prozess notwendigen Reduktionséquivalente aus leicht oxidierbaren
Substanzen wie Hj, H,S, Acetat oder anderen einfachen organischen Verbindungen. Diese
Organismen waren die heutigen Vorldufer der Purpurbakterien und Griinen Bakterien. Zur
Nutzung von Elektronen-Donatoren mit einem negativeren Redoxpotential als Wasser ist nur
eine Lichtreaktion fiir die Gewinnung von ATP und NADPH notwendig. Die oxygene
Photosynthese und die damit verbundene photosynthetische Sauerstoffproduktion haben sich
wahrscheinlich vor etwa drei Milliarden Jahren aus der frither etablierten anoxygenen
Photosynthese entwickelt. Sie begann mit der Entwicklung von Organismen, die die Féhigkeit
besaBlen, unter Lichtaufnahme Wasser zu spalten und Sauerstoff freizusetzen. Durch den
Ubergang von einer reduzierenden zu einer oxidierenden Atmosphire und durch Ausbildung
einer schiitzenden Ozonschicht in der Stratosphire kam es schlieBlich zur Entwicklung
hoherer Pflanzen und Lebewesen auf der Erde.

Der Nachweis, dass Chlorophyll an der Photosynthese beteiligt ist, wurde erstmalig von dem
Wiirzburger Pflanzenphysiologen J. v. Sachs (1832 — 1897) erbracht. Im Einklang mit dem
ersten Hauptsatz der Thermodynamik, der von J. R. Mayer bereits 1842 postuliert wurde,
wurde die Grundgleichung der Photosynthese formuliert:

6CO, +6H,0— 5C H .0, +60, AG®=+2872kJ/mol

mit AG® = freie Standardenthalpie

R. Hill und F. Bendall postulierten 1960, dass bei der oxygenen Photosynthese zwei
hintereinandergeschaltete Photoreaktionen der sogenannten Photosysteme I und II (PSI und
PSII) ablaufen, die nach ihrem Absorptionsmaximum auch als P700 und P680 bezeichnet
werden. Durch die bestehende Potentialdifferenz zwischen den beiden Photosystemen ist das
PSII ein starkes Oxidationsmittel und PSI ein sehr starkes Reduktionsmittel. Absorbierte

Strahlung 18st im PSII die Wasserspaltung unter Freisetzung von Sauerstoff aus. Uber den
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Cytochrom be/f-Komplex und bewegliche Komponenten in der Membran (Plastochinon,
Plastocyanin und Ferredoxin) gelangen die im PSII angeregten und ,,freigesetzten* Elektronen
schlieBlich zum RC des PSI. In diesem Photosystem werden die Elektronen so weit
energetisch angehoben, dass zum einen Ferredoxin und NADP" reduziert und zum anderen
freigesetzte Elektronen zum Cytochrom be/f-Komplex zyklisch zuriicktransferiert werden. In
Folge des Elektronentransports wird ein elektrochemischer Protonengradient aufgebaut, der
von der ATP-Synthase zur Gewinnung von ATP genutzt wird. Durch die Absorption von
zwel Mol Lichtquanten pro Mol nicht-zyklisch transportierter Elektronen konnen auf diese
Weise ATP und NADPH fiir die CO,-Assimilation gewonnen werden. Dabei werden pro
produziertem NADPH gleichzeitig 1,3 bis 1,5 Molekiile ATP gebildet. Fiir die Aufklarung der
zweiten Reaktionsklasse der Photosynthese, der Dunkelreaktion, erhielt M. Calvin 1961 den
Nobelpreis fiir Chemie. Sie wird daher nach ihrem Entdecker auch als Calvin-Zyklus
bezeichnet. In der Dunkelreaktion erfolgt die chemische Umsetzung der zweiten
Ausgangssubstanz der Photosynthese: des CO,. Der Mechanismus dieser photosynthetischen
CO,-Assimilation ldsst sich in drei Phasen gliedern: die Carboxylierung des Cs-Zuckers
Ribulose-1,5-bisphosphat und seine nachfolgende Spaltung unter Bildung von zwei
Molekiilen 3-Phosphoglycerat, die Reduktion des 3-Phosphoglycerats zu Triosephosphat und
schlieBlich die Regeneration des CO,-Akzeptors Ribulose-1,5-bisphosphat. Dieser gesamte
Prozess ist mit der Lichtreaktion nicht zwangsldufig gekoppelt, sondern kann unabhéngig von
den pigmenttragenden Strukturen ablaufen, wenn ATP und NADPH zur Verfiigung stehen.
Beide Prozesse sind auch rdumlich voneinander getrennt. Wéahrend die Lichtreaktion in und
an den Thylakoidmembranen der Chloroplasten ablduft, erfolgt die CO,-Fixierung im
Chloroplastenstroma.

Die im Laufe der Evolution entwickelte und optimierte Energiegewinnung ist sowohl fiir den
Grundlagenforscher als auch fiir den anwendungsorientierten Wissenschaftler von grolem
Interesse, da aus den erworbenen Grundlagenkenntnissen effiziente kiinstliche Photosysteme
zur Speicherung und Umwandlung der unbegrenzt zur Verfligung stehenden Sonnenenergie

entwickelt werden konnen.
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1.7 Bakterielle Photosynthese

Zwei Gruppen von Bakterien besitzen die Féahigkeit, Licht als Energiequelle zu nutzen: die
erste  Gruppe umfasst die Purpurbakterien, die griinen Schwefelbakterien und die
Heliobakterien, die anoxygene Photosynthese betreiben. Die zweite Gruppe bilden die
aeroben und oxygenen Cyanobakterien. Alle Vertreter dieser Gruppen unterscheiden sich
voneinander durch ihre cytologischen und physiologischen Eigenschaften sowie durch die
verwendeten Pigmente. Die Purpurbakterien setzen sich aus den Schwefelpurpurbakterien
(Chromatiaceae) und den schwefelfreien Purpurbakterien (Rhodospirillaceae) zusammen.
Letzteren werden finf Gattungen zugeordnet. Die spirillenformigen Arten gehdren zur
Gattung Rhodospirillum (Rs.) und die stdbchenformigen Arten werden zur Gattung
Rhodopseudomonas (Rps.) und Rhodobacter zusammengefasst. Gekriimmte Stdbchen werden
als Rhodocyclus und die anndhernd kugelférmigen, beweglichen Zellen, zu der nur eine Art
zahlt, gehoren der Gattung Rhodopila an. Zu den Chromatiaceae gehort u. a. die Gattung
Chromatium vinosum, zu der auch Allochromatium vinosum zéhlt. Dieses Bakterium wurde in
der vorliegenden Arbeit zur BChla-Isolierung genutzt, da es einen hohen Gehalt dieses
Pigments enthilt.

Da der Prozess der Photosynthese der Cyanobakterien dem der griinen Pflanzen grundsétzlich
4dhnelt, gilt fiir diese Organismen die Uberblicksbeschreibung der natiirlichen Photosynthese,
die in Kapitel 1.6 prasentiert wurde. Die anoxygene Photosynthese der Purpurbakterien, die
einen zyklischen Elektronentransport betreiben, soll im Nachfolgenden anhand der Abbildung
10 am Beispiel von Rb. sphaeroides beschrieben werden. Der gesamte Photosyntheseapparat
ist auf den Thylakoiden lokalisiert. Diese gehen durch Einstilpungen aus der
Cytoplasmamembran hervor. Durch Weiterleitung der von den Antennenkomplexen
(Lichtsammelkomplex 1 und 2, engl. light harvesting complexes (LH1 und LH2), Kap. 1.8)
absorbierten Energie oder durch direkte Absorption eines Photons erfolgt die Anregung des
BChla-Dimers (P865), des sogenannten special pairs, im RC als Startpunkt des
lichtgetriebenen Elektronentransfers. Dieser erste angeregte Singulettzustand P865° liegt etwa
1,4 eV iiber dem Grundzustand und hat eine Lebensdauer von 200 ps (Kirmaier und Holton,
1993; Laporte et al., 1996). Das Elektron wird innerhalb von 3 ps iiber ein monomeres BChla
zum Bakteriopheophytin a (BPhea) weitergeleitet. Der dadurch entstehende primére
ladungsgetrennte Zustand des Ionenpaars P865 BPhea liegt etwa 0,17 eV unterhalb des
Energieniveaus von P865 . Im nachfolgenden Schritt wird das Elektron innerhalb von 200 ps

auf Qa transferiert. Der daraus resultierende ladungsgetrennte Zustand befindet sich ca.
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0,6 eV oberhalb des Grundzustands von P865. Die Elektroneniibertragung vom Q, zum Qg
(beide Ubichinon-10) ist mit einer Zeitkonstante von 200 us im Vergleich zu den
vorangegangenen Reaktionen deutlich langsamer. Die Redoxpotentiale dieser beiden Spezies
sind nur 100 mV getrennt. Im Unterschied dazu sind die Redoxpotentiale von P*/P" mit
-760 mV, BPhea/BPhea mit -400 mV und Qa/Qa mit -110 mV stark in die Richtung des
Chinons getrieben (Parson und Cogdell, 1975). Vom Ubichinon werden die Elektronen an frei
diffusible Chinone abgegeben, von denen sie iiber den Cythc,-Komplex, Cytc, und Cytc zum
special pair zuriickgelangen. Die Distanz zwischen dem monomeren BChla und dem BPhea
betrigt 12,9 A und monomeres BChla und Qa sind 26 A voneinander entfernt. Der
photosynthetische Elektronentransport hat die Erzeugung eines Protonenpotentials zur Folge,
das die Voraussetzung fiir die Energieumwandlung durch Phosphorylierung ist: die
Gewinnung von biochemisch verwertbarem ATP aus ADP durch die ATP-Synthase. Durch
Abfluss einiger Elektronen aus dem zyklischen Elektronentransport erfolgt unter Verbrauch
von ATP die Reduktion von NAD" zu NADH. Dabei sorgen duflere Elektronendonatoren wie
H,, H,S, S oder organische Verbindungen wie Malat oder Succinat fiir die Aufrechterhaltung
der Elektronenbilanz. Das gebildete NADH dient zusammen mit ATP der Synthese von

Biomasse.

2e
Licht
e, +
\ \ Y 2H
\ \
Periplasma 4 4 4

BChla EChla BChla

o |
S ™

Cytoplasma RC Cythe, -

Komplex ADP + F'i ATP

ATP-Synthase

Abbildung 10: Photosynthetische Membran der Purpurbakterien (Car = Carotinoid, FeS = Eisen-Schwefel-
Zentrum, RC = Reaktionszentrum); adaptiert aus Schlegel, 1992 und modifiziert nach Lancaster und Michel,
2001. Der Elektronentransport ist in roten Pfeilen dargestellt.
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1.8 Bakterielle Lichtsammelkomplexe

Fiir die Untersuchung der de novo synthetisierten Peptide, deren Sequenzen den Peptiden der
Lichtsammelkomplexe aus RDb. sphaeroides entnommen sind, soll an dieser Stelle der
strukturelle Aufbau natiirlicher bakterieller Lichtsammelkomplexe dargestellt werden.
Rb. sphaeroides besitzt wie die meisten Purpurbakterien zwei Typen von Lichtsammel-
komplexen. Die bakteriellen LH1- und LH2-Komplexe wurden bereits in Kapitel 1.7 im
Zusammenhang mit der Lichtaufnahme und der Weiterleitung der absorbierten Energie zum
RC erwihnt. Mit der Kristallisation und der Rontgenstrukturanalyse des LH2-Komplexes von
Rps. acidophila (McDermott et al., 1995; Papiz et al., 2003) und Rs. molischianum (Koepke et
al., 1996) war es erstmals moglich, ein solches Transmembranprotein bis in atomare Details
zu beschreiben. Der LH1-Komplex wird aufgrund seines Absorptionsmaximums bei 875 nm
auch B875 genannt. Entsprechend wird der LH2-Komplex mit Absorptionsmaxima im nahen
IR-Bereich bei 800 und 850 nm als (B800-850)-Komplex bezeichnet. LH1 ist dem RC direkt
benachbart, wihrend LH2 keinen direkten Kontakt zum RC hat (sieche Abb. 10). Bei manchen
Mikroorganismen wie Rb. sphaeroides und Rs. rubrum kann der LH1-Komplex vom RC
getrennt und isoliert werden (Boonstra et al., 1993; Hu und Schulten, 1998; Loach und
Parkes-Loach, 1995).

In allen bekannten Antennenkomplexen der Purpurbakterien ist der strukturelle Aufbau
vergleichbar. Die Grundeinheit bildet ein Heterodimer, das aus den o- und B-Apopeptiden
besteht. Die Antennenpigmente BChla und Carotinoide werden durch nicht-kovalente
Wechselwirkungen an das System gebunden. Diese Untereinheiten assoziieren zu einem
Ringsystem, dessen Grofe von der Gattung der Purpurbakterien abhingt. So besteht der LH2-
Komplex von Rs. molischianum aus acht o-, B-Heterodimeren, wahrend dieser in Rps.
acidophila aus neun Untereinheiten zusammengesetzt ist. Pro Untereinheit sind zwei
Carotinoide und drei BChla an die Peptide gebunden, wovon zwei BChla-Molekiile ein
Dimer ausbilden, das bei 850 nm absorbiert (Abb. 11), (Review: Law et al., 2004). Die
Bakteriochlorophylle dieses Dimers sind iiber das Histidin an das System gekoppelt, haben
einen Mg-Mg-Abstand von 10 A (Rps. acidophila) und liegen senkrecht zur Membran. Ein
weiteres BChla ist tiber Methionin an das -Peptid der Untereinheit gebunden. Obgleich die
Aminosduresequenz mit Methionin am N-Terminus publiziert wurde (Zuber und Brunisholz,
1993), belegen Elektronendichteberechnungen die Koordination des Magnesiums mit dem
Formyl-Sauerstoff einer Formyl-Methionin (fMet)-Aminosidure (McDermott et al., 1995). Der

Chromophor-Grundkorper dieses monomeren BChla befindet sich parallel zur
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Membranebene, wihrend der Phytylrest in die Mitte des Gesamt-LH-Komplexes gerichtet ist.
Der Abstand des Zentralatoms zum Magnesium-Atom eines benachbarten monomeren BChla

betrigt 21 A.

a-Peptid
B-Peptid
:‘1}!\7 Carotenoid
| BChla (B800)
BChla (B850)

Abbildung 11: (a) Schematische Darstellung des zyklischen LH2-Komplexes von Rps. acidophila, adaptiert aus
Groenen und Orrit, 2006. (b) a-, B-heterodimere Untereinheit des LH2 von Rps. acidophila; adaptiert aus Law et
al., 2004.

Eine Kristallstruktur des LH1-Komplexes mit einer Auflosung von 4,8 A ist bereits von Rps.
palustris bekannt. Sie wurde zusammen mit dem Reaktionszentrum isoliert (Roszak et al.,
2003). Dieser Komplex besteht aus 15 a-, P-heterodimeren Untereinheiten und der
Innendurchmesser betrigt 78 A. Das Ringsystem ist nicht vollstindig geschlossen, sondern
durch eine transmembrane Helix unterbrochen. Dadurch kann das Ubichinol (UQgH,) aus
dem Reaktionszentrum austreten und die Elektronen und Protonen zum Cytbc;-Komplex
weiterleiten.

Eine elektronenmikroskopische Aufnahme an zweidimensionalen Kristallen des LH1 von Rs.
rubrum mit einer Aufldsung von 8,5 A deutet auf einen Ringkomplex eines Hexadekamers

von o-, B-Heterodimeren mit 32 BChla-Molekiilen hin und zeigt somit erneut die
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Abhingigkeit der RinggroBe von der Gattung der Purpurbakterien (Karrasch et al., 1995).
Von den Arten RDb. sphaeroides und Rb. capsulatus ist bekannt, dass das PufX-Protein ein
oder mehrere a-, B-Heterodimere ersetzt und damit einen Ausgang im LH1-Ringsystem bietet,
durch den die oxidierte und reduzierte Form des Chinons ein- und austreten kann (McGlynn
et al., 1994; Frese et al., 2000; Francia et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Lichtsammelkomplex aus Rb. sphaeroides 2.4.1 (WT)
isoliert. Er diente als Vorlage fiir die spektroskopischen Charakterisierungen der
Wechselwirkung zwischen den chemisch synthetisierten Peptiden nach dem Modell der

nativen LH-Peptide und den Pigmenten BChla und Lutein.

1.9 Photosynthetische Pigmente

Hinsichtlich der Aufnahme von Strahlung besteht fiir Lebewesen und Pflanzen die
gemeinsame Notwendigkeit, Photorezeptoren oder Pigmente zu entwickeln, die Licht
definierter Wellenldngen absorbieren und fiir die bereits in den Kapiteln 1.6 bis 1.8
dargestellten photochemischen Prozesse nutzbar machen. In der Regel handelt es sich bei
diesen Substanzen um komplexe organische Verbindungen, die zur Lichtabsorption ein
System konjugierter Doppelbindungen aufweisen. Zu den photosynthetischen Pigmenten
gehoren die Chlorophylle und Bakteriochlorophylle, die Carotinoide und Biline. Die
Pigmentkomponenten lassen sich bereits an den Absorptionsspektren intakter Zellen
erkennen. Fiir die Absorptionsmaxima im blauen (<450 nm) und im roten sowie infraroten
Spektralbereich (650 — 1100 nm) sind die Bakteriochlorophylle verantwortlich. Die oft
vorgefundene verschobene Lage der Absorptionsbande desselben Pigments beruht auf der Art
der Bindung und der Lage der (B)Chl-Molekiile in den Pigment-Protein-Komplexen. So kann
z. B. das BChla der Purpurbakterien vier verschiedene Lagen der Absorptionen (B800, B820,
B850 oder B870-890) aufweisen. Absorptionen im Bereich von 400 — 550 nm resultieren
hauptsédchlich von den Carotinoiden und bei Cyanobakterien im Bereich von 550 — 650 nm
von den Phycobilinen.

Zu den Primirschritten der Photosynthese, die in den Reaktionszentren ablaufen, gehdren im
Wesentlichen Elektronentransferreaktionen, die von einem photophysikalisch angeregten
(B)Chla-Dimer ihren Ausgang nehmen (Kap. 1.6 und 1.7). In aller Regel wird jedoch das

special pair nicht unmittelbar durch das einfallende Licht angeregt, sondern {ibernimmt die
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Anregungsenergie iliber einen Forster-Energie-Transfermechanismus von sogenannten
Antennenchlorophyllen, die in groBer Zahl entweder im RC eingebettet sind (pflanzliches
Photosystem 1) oder in speziellen Proteinen, den Lichtsammelkomplexen in pflanzlichen
(LHC) und bakteriellen Organismen untergebracht sind.

Neben der Lichtaufnahme und dem Energietransfer als Antenne fungiert (B)Chl auch als
primirer Elektronen-Donator und -Akzeptor im PSI und PSII und in dem bakteriellen RC. Die
unterschiedlichen Funktionen der Pigmente werden durch ihren Aggregationszustand und
durch die lokale Proteinumgebung hervorgerufen, aus denen eine verdnderte Lage der
Molekiilorbitale resultiert. Die Wechselwirkung der Pigmente mit den Proteinen ist abhédngig
von der Stereochemie des Pigments, von dessen Substituenten, von der Hydrophobizitit der
Umgebung, von der Moglichkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen und der
Anzahl und Art von zusétzlichen Liganden und Pigmenten.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kofaktoren haben als Grundgeriist ein zyklisches
Tetrapyrrolsystem. Dieses wird im nachfolgenden Kapitel 1.9.1 beschrieben und die
Nomenklatur der Pigmente vorgestellt. Das Kapitel 1.9.2 beschreibt die Struktur und Funktion

von Carotinoiden als weitere Verbindungen photosynthetischer Pigmente.

1.9.1 Zyklische Tetrapyrrole: Porphyrine, Chlorine und Bakteriochlorine
Der einfachste Vertreter zyklischer Tetrapyrrolsysteme ist das Porphyrin, das sich aus vier
Pyrrol-Strukturen, den stickstoffhaltigen Grundbausteinen, zusammensetzt, die iiber
Methinbriicken verkniipft sind. Das Protoporphyrin vom Typ IX (PPIX), dass das
Substitutionsmuster aller natiirlich vorkommenden Porphyrine besitzt, ist eine Vorstufe in der
Biosynthese von Chla. Die elf konjugierten Doppelbindungen im Porphyringrundkorper
ergeben ein planares und zyklisch konjugiertes System mit (4n + 2)n-Elektronen (Hiickel-
Aromat). Ein allgemein bekanntes und in dieser Arbeit als redoxaktiver Kofaktor eingesetztes
Eisen-Porphyrin ist das FePPIX, das in der oxidierten Form als Hamin (Fe’") und in der
reduzierten Form als Ham (Fe”") bezeichnet wird (Abb. 13a).

Im Gegensatz zum Porphyrin weist der Chlorophyllgrundkorper eine Reduktion einer
Doppelbindung im Pyrrolring D zwischen den Kohlenstoffatomen C;7—C;s auf (Ausnahme
Chlc). Des Weiteren ist dem Pyrrolring C eine isozyklische Struktur benachbart: der
Cyclopentanonring E. Chlorophylle gehdren damit zur Klasse der Chlorine und haben seit
langem das Interesse zahlreicher Forschungsgruppen erregt (Aronoff, 1966; Scheer, 1991).
Die Struktur des Chla wurde 1930 von Fischer aufgeklirt. Das quadratisch planare Molekiil
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weist einen Durchmesser von ca. 10 A auf. Die Abbildung 12 zeigt die International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC)-Nomenklatur von Chla.
Neben Chla liegt auch héufig die stereoisomere Form Chla’ vor, die sich in der Stellung der

Ester-Gruppe an der C;3°-Position voneinander unterscheiden.

Abbildung 12: TUPAC-Nomenklatur fiir Chlorophyll a (ausgenommen des Phytylrestes).

Bei den Bakteriochlorophyllen a, b und d entfdllt im tetrapyrrolischen Grundgeriist eine
weitere Doppelbindung im Ring B (C;—Cs). Des Weiteren liegt im BChla anstelle einer
Vinylgruppe am Ring A (beim Chla) eine Acetylgruppe vor. Die Bakteriochlorophylle
werden der Klasse der Bakteriochlorine zugeordnet.

Die Bezeichnung der Chlorophylle a — d und die der Bakteriochlorophylle a — g beruht auf
der Reihenfolge ihrer Entdeckung. Sie unterscheiden sich durch unterschiedliche Substitu-
enten des jeweiligen Grundgeriists. Dabei ist zu beachten, dass sich die in den Chlorosomen
befindenden Bakteriochlorophylle ¢, d und e aus chemischer Sicht aufgrund der vorhandenen
Doppelbindung zwischen C; und Cg eigentlich zur Substanzklasse der Chlorine zéhlen und
nur in Folge ihrer Herkunft in die Klasse der Bakteriochlorophylle eingeordnet werden.

Fir die Nomenklatur der Chlorophyllderivate gelten folgende Bezeichnungen: Die
magnesiumfreie Verbindung des (Bakterio)Chlorophylls ist das (Bakterio)Pheophytin
(B)Phe). In diesem System ist das Zentralmetall durch zwei Wasserstoffe -ersetzt.
Chlorophyllstrukturen, die an der C;7-Position anstelle des Phytylrestes eine freie
Propionsiure tragen, werden als (Bakterio)Chlorophyllide bezeichnet. Die korrespondierende
magnesiumfreie Verbindung nennt man dagegen (Bakterio)Pheophorbid ((B)Pheid).

Das in dieser Arbeit ebenfalls verwendete Zink-Chlorin €4 (ZnCes) und seine metallfreie

Form Chlorin es (Ces) gehoren zur Substanzklasse der Chlorine. Im Vergleich zu den
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Chlorophyllderivaten existiert bei diesem Molekiil keine Bindung zwischen den
Kohlenstoffatomen C;3' und C;3* im Cyclopentanonring E. Anstelle dieses Ringes mit dem
Methylester als Seitengruppe liegen neben der Carboxylgruppe an C;;* zwei weitere
Sduregruppen vor, die dem Molekiill einen hydrophilen Charakter verleihen. In der
Totalsynthese von Chla ist der Trimethylester des Ceg eine Vorstufe vom Pheid, das iiber die
Stufe des Pheophytins das Chla ergibt (Woodward et al., 1960).

Die Abbildung 13 stellt die bereits beschriebenen und in dieser Arbeit verwendeten
Kofaktoren zusammenfassend dar, deren Wechselwirkung mit den de novo synthetisierten

Peptiden untersucht wurde.

i
H,C H,C I
2 g HaC COOH
COOH COOH COOH
Eisen-Protoporphyrin IX Zink-Chlorin e
C d

| OCH,

COCOR
R = Phytyl, M = Mg: Chlorophyll a R = Phytyl, M = Mg: Bakteriochlorophyll a
R = Phytyl, M = Zn: Zink-Pheophytin a R =H; M = Zn: Zink-Bakteriopheophorbid a

R =H; M = Zn: Zink-Pheophorbid a

Abbildung 13: Strukturen der verwendeten Pigmente mit [UPAC-Nomenklatur.
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Alle Pflanzen und die meisten photosynthetisch arbeitenden Bakterien besitzen Magnesium
als Zentralmetall im (Bakterio)Chlorophyll. Eine Ausnahme stellt das Purpurbakterium
Acidiphilium rubrum dar, das Zink anstelle von Magnesium als Zentralmetall des
Bakteriochlorophylls enthélt (Kobayashi et al., 1998; Shimada et al., 1998). Diese
Organismen wurden in Umgebungen mit niedrigen pH-Werten gefunden. Unter diesen
Bedingungen wiirde das Magnesium durch Wasserstoff ausgetauscht werden. Die zwei
genannten Metalle sind die bislang einzigen in natiirlichen Chlorophyllen und
Bakteriochlorophyllen gefundenen Zentralatome, obwohl zahlreiche andere Metalle
synthetisch in metallfreie Pigmente eingebaut werden konnen. Dabei ist zu beachten, dass
Mg(IT) und Zn(Il) zu groB sind, um exakt mit dem Porphyringeriist eine planare Ebene zu
bilden. Eine quadratisch-pyramidale Struktur ist die Folge. Die Mg**-Ionen haben mit 0,72 A
einen vergleichbaren lonenradius mit den Zn**-Ionen (0,74 A). Die Zn(Il)-Komplexe der
Chlorine bzw. Chlorinderivate sind aufgrund der hoheren Elektronegativitit von Zink (Yznam =
1,81; yxmegan = 1,31) geringfiigig stabiler als ihre korrespondierenden Magnesium-
verbindungen (Scheer, 1991). Der Einbau von Zink durch Einwirkung von Zinkacetat in
Essigsdure in die metallfreien Porphyrine und Chlorine ist zudem wesentlich einfacher als der
Wiedereinbau von Magnesium oder die Einlagerung von Eisen, zudem erst 2003 ein
optimierteres Verfahren gefunden wurde (Snigula, 2003). Der Austausch von Magnesium
gegen Zink zeigt dariiber hinaus keine signifikanten Anderungen beziiglich der Reaktivitit
und der Eigenschaften des (B)Chla (Lapouge et al., 2000; Scheer und Hartwich, 1995).

Hinsichtlich der Loslichkeit zeigen BChla und Chla aufgrund des Phytylrestes (Cao-Terpen-
Alkohol) hydrophobe Eigenschaften. In organischen Losungsmitteln wie Aceton oder Ethanol
liegen diese Pigmente vorwiegend in monomerer Form vor, wihrend in wassriger Umgebung
eine Aggregation besteht (Scheer, 1991; Chibisov et al., 2003). Durch Verlust des Phytyls und
des Vorliegens einer freien Propionsdure am C;7;-Atom wie beim Pheida entstehen
wasserloslichere Chlorinstrukturen. So liegt Pheida in wéssriger Umgebung in einem
Gleichgewicht zwischen monomerer und dimerer Form vor (Eichwurzel et al., 2000). Die
Existenz zusitzlicher funktioneller Gruppen am Chlorin-Grundkdrper mit einem hydrophilen
Charakter, wie man es beim Ceg vorfindet, macht diese Verbindung vollstindig wasserldslich.
Da Ceg in wissriger Losung als Monomer vorliegt (Roeder und Wabnitz, 1987), ist diese
Verbindung besonders gut zur Charakterisierung von Peptid-Kofaktor-Wechselwirkungen in

Modellsystemen geeignet, deren Peptide ebenfalls hydrophile Eigenschaften besitzen.
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1.9.2 Carotinoide

Die Carotinoide sind die sogenannten accessorischen Pigmente in phototrophen Organismen.
Sie absorbieren Licht im Spektralbereich von 400 — 550 nm. Als Antennenpigmente haben sie
die Aufgabe, dem Chlorophyll die Energie zuzuleiten und die Chlorophylle vor destruktiver
Photooxidation zu schiitzen (Frank und Cogdell, 1995). Des Weiteren nehmen sie eine
strukturelle Rolle in der Proteinfaltung ein. Photosysteme enthalten B-Carotin und die
Antennenkomplexe vor allem Lutein, aber auch Neoxanthin und Violaxanthin. In
Purpurbakterien sind die Carotinoide meistens aliphatische C4p-Verbindungen mit tertidren
Hydroxyl- und Methoxygruppen (Lycopin, Rhodopin, Spirilloxanthin, Spheroidin). Die
Strukturen ausgewdhlter Carotinoide sind in der Abbildung 14 gezeigt.

B-Carotin

Lutein

Neoxanthin

Violaxanthin

Zeaxanthin

X X X X X X X X X X X X Lycopin

OCHj3
}\/\)\/\/\\/\/\\/\/\‘/\/\‘/\/\‘/\/\‘/ Spheroidin

Abbildung 14: Strukturen ausgewahlter Carotinoide
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1.10 Nattrliche Pigment-Proteine

Wie bereits im Kapitel 1.6 vorgestellt, gibt es Chlorophyll-Protein-Wechselwirkungen in allen
pflanzlichen Organismen mit oxygener Photosynthese in den Reaktionszentren von PSI und
PSII und in den Lichtsammelkomplexen. Bakteriochlorophyll-Protein-Wechselwirkung findet
man im LHI1, LH2 und in den Reaktionszentren phototropher bakterieller Organismen vor
(Kap. 1.7 und 1.8). Bei den natiirlichen (B)Chl-Proteinen, die sich in den Antennensystemen
oder Reaktionszentren befinden, liegt in der Regel eine fiinffache Koordination des
Magnesiums vor. Die sechste Koordinationsstelle ist entweder durch den Phytylrest oder
durch ein anderes Pigmentmolekiil sterisch abgeschirmt (Senge, 1992). Eine sechsfach
koordinierte Spezies liegt nur in konzentrierten Ligandenlosungen oder in stark
ligandierenden Losungsmitteln wie Pyridin vor (Evans und Katz, 1975; Callahan und Cotton,
1987; Gammeren et al., 2004). Allerdings wurde vor kurzem sowohl im nativen als auch im
rekonstruierten LH1-Komplex von Rs. rubrum neben dem bislang bekannten fiinffach
koordinierten BChla auch eine sechsfach koordinierte Spezies entdeckt (Fiedor, 2006).

Nach der Verseifung des Phytylrestes von (B)Chl dhnelt das Derivat der Struktur eines
Porphyrins und lésst sich z. B. in die Apoformen von Myoglobin oder Himoglobin einbauen
(Boxer et al., 1982; Kuki und Boxer, 1983; Moog et al., 1984). Die Substitution des Eisens im
Porphyrin bzw. des Magnesiums im Chlorin-System mit Zink oder Nickel kann eine andere
Koordinationszahl des Zentralmetalls hervorrufen, die neben der elektronischen Struktur des
Metalls auch von der Umgebung des Chromophors abhéngt.

Die Cytochrome stellen einen weiteren natlirlich vorkommenden Pigment-Protein-Komplex
dar. Wihrend die Chlorophylle Mg®" als Zentralatom im Tetrapyrrolsystem enthalten,
besitzen Cytochrome an dieser Stelle ein Eisenatom. Sie wirken als Redoxkatalysatoren bei
der Zellatmung, der Energiekonservierung, der Photosynthese und in einigen anaeroben
Prozessen. Cytochrome fungieren als Elektroneniibertrdger, indem das zentrale Eisenatom
reversibel seine Oxidationsstufe von Fe’™ zu Fe*™ dndert. Die Cytochrome werden nach der
Struktur des gebundenen Eisen-Porphyrins in drei Hauptgruppen eingeteilt: Cytochrom a, b
und c. Die entsprechend zugeordneten Hdme (Hdm a, b und ¢) kdnnen mit dem Peptid in
verschiedener Form verbunden sein. Im Cytbs sind zwei Hadmb-Molekiile iiber ihr
Zentralmetall nicht-kovalent {iber jeweils zwei Histidine an das Protein koordiniert. Aufgrund
von unterschiedlichen Positionen (Lumen- und Matrix-Seite) weisen die beiden Himgruppen
im Cytbs zwei verschiedene Redoxpotentiale auf. Im Vergleich dazu ist im Cytc nur ein Him

vorhanden, das mit den zwei Vinylgruppen kovalent durch Cysteine und Ausbildung von
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Thioether-Bindungen an die umgebende Proteinmatrix gebunden ist. Das Eisenatom wird im
Cytc iiber Methionin (Met 80) und Histidin (His 18) an das Protein koordiniert und diente
damit als Vergleichskomplex zu dem in dieser Arbeit zu charakterisierenden FePPIX-

maquette, bei dem eine mogliche His-Met-Koordination untersucht wurde.

1.11 Artifizielle photosynthetische Reaktionszentren

Zu den Bedingungen eines lichtinduzierten Elektronentransfers, wie er in photosynthetischen
Reaktionszentren ablduft, zdhlen ein schneller Ablauf und hohe Effizienz, so dass der
Elektronentransfer vor dem Zerfall des angeregten Zustands durch Depopulation stattfinden
kann. Porphyrin-Chinon-Systeme (Connolly und Bolton, 1988) oder eine Porphyrin-Fulleren-
Dyade (Review: Imahori, 2004) stellen einfachste Beispiele von Donator-Akzeptor-Systemen
dar, die diese Bedingungen erfiillen. Um bei diesen Verbindungen die Lebenszeit der
ladungsseparierten Radikalzustdnde zu erhohen und den schnellen Elektronentransferprozess
aufrecht zu erhalten, ist es notwendig, das Radikalkation durch eine Reihe von
Elektronentransfervorgéingen vom Radikalanion zu separieren. Durch einen mehrschrittigen
Elektronentransfervorgang, wie er auch in natiirlichen Reaktionszentren vorkommt, entsteht
ein Zustand, in dem die Ladungen rdumlich und elektronisch weit voneinander entfernt sind
und somit der Prozess der Ladungsrekombination verlangsamt wird (Gust et al., 1998). Ein
Beispiel eines solchen Systems ist eine Triade bestehend aus einem Porphyrin-Fulleren-
System und einem am Porphyrin-System kovalent gebundenen Carotinoid, das als zweiter
Elektronendonator wirkt (Liddell et al., 1997). Triaden aus redoxaktiven Kofaktoren ohne
Peptidumgebung, bestehend aus einem primédren Chromophor, einem Elektronen-Donator und
einem -Akzeptor, die miteinander kovalent verbunden sind, konnen folglich als einfachstes
Beispiel eines artifiziellen Reaktionszentrums genutzt werden (Gust und Moore, 1989;
Steinberg-Y frach et al., 1997; Collings und Critchley, 2005).

FePPIX-maquettes, die Vier-Helix-Biindel ausbilden, waren die ersten artifiziell syntheti-
sierten redoxaktiven Proteine, die ein kiinstliches RC mit Peptidumgebung darstellten
(Robertson et al.,, 1994; Gibney und Dutton, 2001). Es wurden bereits zahlreiche
Modellierungen an FePPIX-Bindungstaschen vorgenommen, um die Ligationsbedingungen
zu charakterisieren (Rau et al., 2000; Rau und Haehnel, 1998; Shifman et al., 2000). Des

Weiteren folgten Nachbildungen von artifiziellen Metalloprotein-Komplexen, an denen
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Untersuchungen zu lichtinduzierten Elektronentransferprozessen stattfanden. So konnte z. B.
ein lichtinduzierter Elektronentransfer zwischen einem Ruthenium-Bipyridin-Komplex und
einem FePPIX-Molekiil entlang einer Helix charakterisiert werden (Rau et al., 1998) oder es
wurden zwei peptidgebundene Ruthenium-Komplexe verwendet, um den Elektronen-
transferprozess iiber eine nicht-kovalent gebundene Protein-Matrix zu charakterisieren
(Kozlov und Ogawa, 1997). Sharp et al. gelang es, einen Elektronentransferprozess zwischen
einem peptidgebundenen Flavin und einem FePPIX, das durch zwei Histidine in der
hydrophoben Tasche eines de novo synthetisierten Peptids eingebunden war, zu beobachten
(Sharp et al., 1998b).

In der Arbeitsgruppe von Prof. Lubitz wurde bereits ein lichtinduzierter Triplett-
Elektronentransfer von einem Zink-Protoporphyrin, das in einem Templat-gebundenen Vier-
Helix-Biindel iiber Histidine ligandiert war, zu einem von auen zugesetzten Anthrachinon als
Elektronenakzeptor untersucht (Fahnenschmidt et al., 2001). Des Weiteren haben Jones et al.
gezeigt, dass ein Tryptophanrest als redoxaktive Verbindung agieren kann, indem es als
Donatormolekiil Elektronen zu einem peptidgebundenen Pyren transferiert, das wiederum die
Elektronen an ein ebenfalls peptidgebundenes Methylviologen weitergibt (Jones et al., 2000).
Damit konnte ein aus mehreren Schritten bestehender, lichtinduzierter Elektronentransfer in
einem artifiziellen Peptidmodell gezeigt werden. An einem artifiziellen Drei-Helix-Biindel-
Peptid mit zwei eingelagerten Rutheniumkomplexen wurde bereits beobachtet, dass die
Ratenkonstanten des Elektronentransfers stark abhidngig von der Distanz der beiden Donator-
und Akzeptormolekiile sind (Mutz et al., 1999). Analog zu den oberhalb dargestellten
Beispielen zur Darstellung und Untersuchung artifizieller Reaktionszentren soll in dieser
Arbeit ein lichtinduzierter Elektronentransfer von freien bzw. peptidgebundenen
Zinkchlorinen zu Chinonen untersucht werden und damit eine erste Elektronentransferab-
folge, wie sie in natiirlichen Reaktionszentren ablauft, simuliert werden. Die dazu und in den
weiteren Experimenten verwendeten Peptide werden im nachfolgenden Kapitel 1.12 vorge-

stellt.
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1.12 Verwendete Peptidmodelle

Der Vorteil von Modellsystemen mit kleinen Molekulargewichten liegt darin, dass gezielt nur
ein bis zwei Kofaktoren in die Peptide eingebaut werden. Die Peptidmatrix verhindert damit
unerwiinschte Pigment-Pigment-Wechselwirkungen und die Pigment-Protein-Wechselwir-
kung kann getrennt untersucht werden. In natiirlichen Systemen befinden sich dagegen
mehrere Kofaktoren in ndherer Umgebung, so dass eine Pigment-Pigment-Wechselwirkung in
die Untersuchungsergebnisse einzubeziehen ist und die Auswertung der Messdaten erschwert.
Die in dieser Arbeit synthetisierten Peptide basieren zum einen auf den B- und D-Helices in
der Cytb Untereinheit des Cytbc;-Komplexes von Rb. capsulatus (Robertson et al., 1994;
Sharp et al., 1998b), zum anderen auf den Aminosduresequenzen der transmembranen Peptide
aus den Lichtsammelkomplexen LH1 und LH2 von Rb. sphaeroides. Die Untersuchungen zur
Charakterisierung dieser verschiedenen Peptide mit unterschiedlichen Kofaktoren werden im
Kapitel 5 aufgrund der unterschiedlichen Themenstellung und Zielsetzung getrennt
voneinander dargestellt.

Dem Strukturelement der amphiphilen, artifiziellen Peptide nach dem Modell des FePPIX-
bindenden Vier-Helix-Biindels in Cytb liegt ein Helix-turn-Helix-Bindungsmotiv zugrunde,
das sich in wissriger Losung spontan zu Dimeren zusammenlagert und damit das gewiinschte
Strukturelement des natiirlichen Systems nachbildet. In der Arbeitsgruppe Dutton wurde der
Prototyp, das sogenannte [H10H24], maquette entwickelt (Abb. 15). Das in wiassriger Losung
entstehende Vier-Helix-Biindel mit einer parallelen Anordnung der beiden Helix-turn-Helix-

Motive und mit acht Histidin-Bindungsstellen sollte vier Himinmolekiile binden kdnnen.

H24-Position

2x Ham

H10-Position
2x Ham

Abbildung 15: Modell der Cyth-Untereinheit, der Prototyp [H10H24], (Robertson et al., 1994). Die Ziffern 10
und 24 kennzeichnen ausgehend vom N-Terminus die Histidinpositionen (entnommen aus Kalsbeck et al.,
1996). Analog zur natiirlichen Cytb-Untereinheit betrédgt der Abstand der Histidine 14 Aminosduren.
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Eine Helix des Modellsystems besteht aus 27 Aminoséduren. Die loop-Region, der sogenannte
turn, kann zum einen aus drei Glycinresten und einem Cystein bestehen, wobei das Cystein
durch Oxidation mit Luftsauerstoff mit einem anderen Cystein einer gleichen, benachbarten
Helix eine Disulfidbriicke erzeugt (in me-1, me-5, me-7, me-8 und me-9) oder zum anderen
konnen acht hintereinander gekoppelte Glycine (wie in me-2 und me-6) einen turn ausbilden.
Die Standardpeptidsequenz eines Helix-turn-Helix-Motivs besteht damit aus 62 Aminosduren.
Die Bezeichnung ,me-n“ fiir die Peptide in dieser Arbeit ist frei gewihlt. Durch
Einzelmutationen konnte die Sequenz des maquettes [H10H24], bereits so verbessert werden,
dass keine molten globule Strukturen mehr auftraten, sondern eine gut strukturierte Faltung
entstand, die durch NMR-Studien nachgewiesen wurde (Gibney et al., 1999). Es konnte
bislang gezeigt werden, dass sich die Topologie des Dimers durch Einlagerung der
Hamingruppe dndert und ein dynamischer Wechsel zwischen beiden Konformeren besteht.
Die Erfahrungen in der Praxis haben gezeigt, dass die bislang angenommenen Hohlrdume fiir
die Hamingruppen nicht in dem Mafe vorliegen, wie sie fiir den Prototypen urspriinglich
berechnet wurden (Lombardi et al., 2001 (Review); Huang et al., 2003). Das Fehlen einer
eindeutigen Struktur und Konformation beim Holopeptid trigt dazu bei, dass bislang keine
strukturauflosenden NMR-Daten und Kristalle erhalten wurden, obgleich das gewlinschte
Strukturmotiv eines Vier-Helix-Biindels vorliegt, Himingruppen koordiniert werden und das
System sich damit hervorragend zur Charakterisierung verschiedener Kofaktor-Peptid-
Wechselwirkungen eignet. Es sind lediglich von zwei verschiedenen Holopeptiden, die aus
Einzelmutationen aus dem Prototypen entstanden sind, 'H-NMR-Spektren mit geringen
Linienbreiten bekannt, die allerdings keine Aussage liber die vorliegende Struktur zulassen
(Gibney et al., 2001).

Eine Variation in der Anzahl der Histidine im Peptid gibt eine Information iiber die Menge
und Lage der peptidgebundenen Kofaktoren. So enthélt das Peptid me-1 vier Histidine,
wiahrend beim Peptid me-5 bei sonst gleicher Sequenz zwei Histidine gegen Alanin
ausgetauscht sind. Im Fall des Peptids me-2 wurde gegeniiber me-6 ein Histidin gegen
Methionin ausgetauscht. Durch diesen Austausch gelang die Untersuchung, ob eine Histidin-
Methionin-Ligation des Hamins gegeniiber einer, aufgrund des Peptidmodells weiterhin nicht
ausgeschlossenen Histidin-Histidin-Koordination, bestehen kann oder nicht. Die nachfolgende
Abbildung 16 stellt die in dieser Arbeit verwendeten Peptide dar. Die Peptide me-7, me-8 und
me-9 beziehen sich auf die gleiche Sequenz und gezeigte Strukturbildung des Peptids me-1
und werden folglich in Abbildung 16 nicht gesondert dargestellt. Im Vergleich zum Peptid

me-1 sind ihre Helices auf nur 20 Aminosauren verkiirzt (anstelle von 27 Aminosduren pro o-
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Helix in me-1) und sie unterscheiden sich untereinander durch Substitu-tion einzelner
Aminosduren. Die Sequenzen der jeweiligen Peptide sind im Kapitel 4.1.1 im Detail

angegeben.

Abbildung 16: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit synthetisierten und verwendeten Peptidstrukturen
als Vier-Helix-Biindel. Die zur Ligation wichtigen Histidinreste (H) sind vergroBert hervorgehoben. (a) Peptid
me-1 mit vier Histidinen pro Helix-turn-Helix-Motif und einer Disulfidbriicke (mit ,,S-S“ gekennzeichnet) als
turn, (b) Peptid me-5 mit zwei Histidinen pro Helix-turn-Helix-Motif und einer Disulfidbriicke als turn, (c)
Peptid me-6 mit zwei Histidinen pro Helix-turn-Helix-Motif und acht Glycinen als turn, (d) Peptid me-2 mit
einem Histidin- und Methioninrest pro Helix-turn-Helix-Motif und acht Glycinen als turn.

Nach der Einlagerung der Zinkchlorine ZnCes und ZnPheida (Strukturen in Abb. 13) in die
maquettes und der Charakterisierung der entstandenen Komplexe konnen lichtinduzierte
Elektronentransferprozesse zu einem nicht-kovalent gebundenen Akzeptormolekiil (Chinon
oder Methylviologen) untersucht werden. Somit handelt es sich bei diesem Prozess um die
Charakterisierung von intermolekularen Elektroneniibergdngen, wie sie auch in natiirlichen
Photosystemen vorkommen (Kap. 1.6 und 1.7).

Die Sequenzen der de novo synthetisierten Peptide spha31 und sphp31 bzw. spha54 und
sphB50 sind direkt dem natiirlichen LHI- bzw. LH2-Komplex von Rb. sphaeroides
entnommen. Die Peptide spha31 und sphf31 des LH1-Systems entsprechen Teilsequenzen
der nativen a- und B-Peptide einer LH1-Untereinheit (Kapitel 1.8), wihrend die Peptide
spha54 und sphB50 des LH2-Komplexes die vollstindige Sequenz der entsprechenden
natiirlichen Systeme darstellen. An diesen Peptiden, deren Bezeichnung an der von der
Arbeitsgruppe Parkes-Loach und Loach angelehnt ist (sphz = sphaeroides, z = Zahl der
Aminoséduren; Meadows et al., 1998; Kehoe et al., 1998), konnen Experimente beziiglich der
Wechselwirkung mit den Kofaktoren BChla und Lutein durchgefiihrt und Ansidtze zur
Rekonstruktion eines LH-Komplexes aus artifiziellen Peptiden und isolierten Pigmenten

gegeben werden.
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2. Zleleund Motivation

Wie im Kapitel 1 beschrieben wurde, ist die Pro#€ofaktor-Wechselwirkung in der Natur
die Grundlage fur eine Vielzahl von biologischemZ&issen. Da viele Aspekte zur Faltung,
Funktion und zu den Eigenschaften der an diesereBsen beteiligten Proteine noch nicht
aufgeklart sind, beinhaltet die vorliegende Arbeiérschiedene Untersuchungen zur
Wechselwirkung vorde novo synthetisierten Peptiden mit unterschiedlichenaktdren. Der
Vorteil dieser kleinen strukturellen Peptideinhejtsogenanntemaquettes, in denen nur ein
bis zwei Kofaktoren eingebunden sind, gegenuberrdgiarlichen Proteinkomplexen liegt in
der gezielten Anordnung dieser Pigmente im Pejliel,durch das Modell vorgegeben ist.
Dies stellt eine deutliche Erleichterung fur die stuertung und das Verstandnis der
spektroskopischen Messdaten dar. Durch den systheth Nachbau von Proteinen kdnnen
deren Struktur und Eigenschaften Gberprift und meitsprechenden nattrlichen
Proteinkomplexen aus der Atmungskette oder Photbsge verglichen werden. Dadurch
kénnen Aufschliisse Uber bislang ungeklarte Strukinmd Funktionsbeziehungen erhalten
und gleichzeitig aber auch die Grenzen eines solatfeemisch-synthetischen Ansatzes
aufgezeigt werden.
Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand dadie zu verwendenden Peptide durch
automatisierte chemische Peptidsynthese herzustéderch diese Methode kdnnen parallel
verschiedene kurze Peptidstrdnge, deren Sequerctemws wenig unterscheiden, in kurzer
Zeit synthetisiert werden. Das Ziel war es, ampitgphlelices herzustellen, die sich in das
stabile Strukturmotiv eines Vier-Helix-Blindels matnem hydrophoben Kern und einem
hydrophilen AuReren anordnen. Ein solches ViersHBlindel, bestehend aus kurzen
Peptidstrangen, hat den Vorteil, nur ein bis zwefakoren pro Helixurn-Helix-Motiv zu
binden.
Auf der Grundlage eines literaturbekannten Modgllsdie Nachbildung einer Vier-Helix-
Struktur aus der CltUntereinheit des Cytochrotoc;-Komplexes (Robertson et al., 1994)
und der in der Arbeitsgruppe von Prof. Lubitz bisreuntersuchten Hamimaquettes
(Fahnenschmidt, 2000) war es von Interesse, ergdez&harakterisierungen an einem
derartigen System durchzufiihren, um die Strukteses Modellkomplexes weiter aufzu-
klaren. Daher sollten weitere Informationen z. Beriidas Molekulargewicht, die Halbstufen-
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potentiale der peptidgebundenen Hamingruppen older die Bindungsaffinitat zu kleinen
Molekulen, wie z. B. zu Cyanid-lonen, erhalten vardZudem sollten durch Variation der
Anzahl an Histidinen, die als Bindungspositionen das Hamin dienen, durch Verklrzung
der Peptidstrange oder durch den Austausch einzélmenosauren deren Auswirkungen
sowohl auf die Struktur und Stabilitdt der Peptale auch auf die Bindungsaffinitat der
Kofaktoren gepruft werden. Des Weiteren bestand Aidgabenstellung darin, durch
Austausch eines Histidins gegen Methionin in deeit® verwendeten Peptidsequenz, die
Maoglichkeit zur Ausbildung einer Histidin-Methionrikoordination der Hamgruppe zu
untersuchen, wie sie auch in nattrlichem Cytochcosrliegt.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war diml&gerung von (Bakterio)Chlorophyllen
zum Nachbau einer minimalistischen, photosynthleéiscStruktureinheit, um grundlegende
Funktionen aufzuklaren, wie z. B. die Lichtaufnahnien Energietransfer und die
Ladungstrennung, die durch natirliche Protein-KtifeKomplexe ermdglicht werden.
Bislang liegt keine Information dartber vor, waruem dimeres Pigment einmal dem
Elektronentransfer (z. B. BCDimer alsspecial pair im Reaktionszentrum) und ein anderes
Mal der Lichtaufnahme (BChiDimer in den bakteriellen und pflanzlichen
Lichtsammelkomplexen) dient. Zur Bearbeitung desnias erfolgte die Isolation der als
Kofaktoren dienenden pflanzlichen Pigmente,&Qimhd BChh, aus nattrlichen pflanzlichen
und bakteriellen Systemen. Diese Kofaktoren soljegebenenfalls so modifiziert werden,
dass ihr Einbau in das Vier-Helix-Bindel durch geete spektroskopische Methoden
nachgewiesen werden kann. Nach der Kofaktor-Eimlagein das Peptid sollte zum einen
die Fragestellung zur Koordinationszahl des Kofekton Peptid und zum anderen zur
Abschirmungsmaglichkeit der Pigmente untereinamtlgch die Peptidmatrix und den damit
verbundenen  Ausschluss einer unerwinschten Kof#dataktor-Wechselwirkung
beantwortet werden. Nach einer erfolgreichen Peptidgerung eines Chlorophyllderivats
war es das Ziel zu untersuchen, ob dieser Kompdek hichtanregung als Elektronendonator
fur ein geeignetes Akzeptormolekil fungieren kaDreser Elektronentransferprozess sollte
mit gleichen Donator- und Akzeptormolekilen ohnetfitlle verglichen werden, um damit
den Einfluss dede novo synthetisierten Peptide auf den Elektronentranafetiberprifen.
Die Modellsysteme dieser (Bakterio)Chlorophythguettes dienen somit als Ausgangspunkt
fur die Synthese artifizieller photosynthetischeaRtionszentren.

Eine weitere Aufgabenstellung, die sich aus der IMhgeit der Anwendung der chemischen
Peptidsynthese ergab, war die Darstellung dennovo synthetisierten Peptiden, deren

Sequenzen auf den Peptiden der Lichtsammelkomg@ieres Purpurbakteriums beruhen und
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die Untersuchung ihrer Wechselwirkung mit Kofaktongie BChh und Lutein. Da bislang
noch nicht alle Strukturen der natirlichen Lichteagikomplexe bekannt sind, sollte dieses
Teilprojekt dazu dienen, die Wechselwirkung bzwndiingseigenschaften zwischen den
einzeln vorliegenden Komponenten (aus naturlichgstegnen isolierte Kofaktoren urdé
novo synthetisierte Peptide) zu untersuchen und AnsatreHerstellung eines kinstlichen

Lichtsammelkomplexes aufzuzeigen.
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3. Grundlagen

3.1 Spektroskopische Techniken

3.1.1 Absorptionsspektroskopie

Bei der Absorption elektromagnetischer Strahlungnnkaein Molekll von seinem
Grundzustand in einen angeregten Zustand Ubergelesm die Energie der eingestrahlten
Lichtquanten gerade der Differenz der Energien lsden elektronischen Energieniveaus
entspricht, zwischen denen der Ubergang erfolge Bidglichen energetischen Zustande
ergeben sich quantenmechanisch als Eigenwerteaausddung der Schrodinger-Gleichung.
Die elektronischen Energieniveaus sind in Schwigguiveaus unterteilt, die aus
verschiedenen Molekilschwingungen resultieren. Bulie Rotation des Molekuls ergibt
sich eine weitere Unterteilung der Energieniveaudie allerdings fur die
Absorptionsspektroskopie in Losungen nicht von Bealeg ist. Die Breite der elektronischen
Absorptionsbanden einer flissigen Probe hangt salteinh von der Schwingungsstruktur ab.
Die Schwingungsfeinstruktur liegt nur in gasforrmgéroben oder schwach wechsel-
wirkenden Losungsmitteln aufgeldst vor.

Nach der Boltzmann-Statistik befinden sich bei Remmperatur fast alle Molekile im
niedrigsten Schwingungszustand des elektronischerund3ustands, aus dem die
Lichtabsorption erfolgt. Da der Absorptionsprozesi 10 s schnell im Vergleich zur
Molekiilschwingung (182 s) ist, erfolgt der Ubergang nach dem Franck-Coreionzip bei
fester Kernlage vertikal zwischen den Potentialkardes Grund- und angeregten Zustands.
Bei diesem Ubergang ist die Intensitat der Absorp@am groRten. Er ist jedoch nicht der
einzige Ubergang, da sich Kerne von benachbartBwiBgungszustanden ebenfalls noch mit
einer gewissen Wahrscheinlichkeit im Gleichgewikbteabstand aufhalten und somit zur
Absorption beitragen. Uber das Lambert-Beer'scheseGe lasst sich aus der Starke der
Absorption, also der Lichtschwéchung beim Durchiéa der Probe, die Teilchenzahldichte
bzw. die Konzentration der untersuchten Speziesnvesn.

Im Allgemeinen gilt sowohl fiir die Absorptions- @sch Fluoreszenzspektroskopie, dass ein

Molekdl zumindest temporar einen schwingenden Dipekitzen muss und damit das
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Ubergangsmoment von Null verschieden ist, um nmie® Photon mit gleicher Frequenz zu
wechselwirken. Der Betrag des Ubergangsdipolmomeiitsals MaR fiir die Ladungs-

umverteilung wahrend des Ubergangs. Eine detadliBeschreibung liber die Absorptions-
spektroskopie ist in zahlreichen Lehrbiichern wiB.zAtkins, 2001; Galla, 1988; Hesse et al.,

1995 nachzulesen.

Absorptionsspektroskopie an zyklischen Tetrapyrrolgstemen

Die tiefer liegenden elektronischen Zustande vorpRginen sind seit den Pionierarbeiten
von M. Gouterman bekannt. Sein entwickelfesir orbital Modell (Gouterman, 1959;
Gouterman 1961; Gouterman et al., 1963; Weiss.€1365) ist bis heute das géngige Modell
zur Interpretation von UV-Vis-Spektren von Porphgm und kann auch zur Erklarung der
Absorptionsbanden von Chlorinen und Bakteriochkemimerangezogen werden. Das Modell
ist vor allem aus der Theorie der MolekulorbitaMY) zyklischer Polyene entstanden.
Aufgrund der zwei Gruppen von Stickstoffatomen, jdeigen mit sowie denen ohne H-
Atom, bestehen im Porphyrin zwei Vorzugsrichtungelie dartber hinaus orthogonal
zueinander stehen. Diese beiden Orientierungenerfiingich in den spektroskopischen
Eigenschaften der elektronischen Ubergange widdleergange, die sich entlang der Achse
der inneren H-Atome befinden, bezeichnet man aislarisiert. Liegt das Ubergangsmoment
eines elektrischen Ubergangs orthogonal dazu avesrindungsachse der Pyrrolstickstoffe
ohne H-Atome, so gehort es zu den y-polarisierteartfangen (Abb. 17a).

Zur Beschreibung der Absorptionsbanden werden ke @renzorbitale des Porphyrins
betrachtet, d. h., die zwei vollstandig besetztehit@le a,(n) (highest occupied molecular
orbital (HOMO-1)) und a,(n) (HOMO) und die beiden unbesetzten Orbit@],géraé) (lowest
unoccupied molecular orbitgLUMO)) und %y(n*) (LUMO+1) (Suslick und Watson, 1992;
Vannelli und Karpishin, 2000). Daraus ergeben siggesamt vier mogliche Ubergange:
20y(m) — €gx(), (™) — (), au(r) — y(n ), @u(r) — &yl ) Mit den dazugehdrigen
Ubergangsdipolmomenten M1 und M2. Diese Ubergamgeben durch Linearkombination
die vier Absorptionsbanden,QQ, By und B,.

Aus der Abbildung 17a geht hervor, dass der Sirguistand kc;, der aus dem Ubergang b
nach ¢ resultiert, die gleiche Symmetrie wie der Zustdnd, besitzt. Analog weist der
Singulettzustand jo, die gleiche Symmetrie wie,ty auf. Als Linearkombinationen erhalt

man:
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= (oi+bo) =5, 5 (e +bo) =B,
1 1
73 o—be) =Q 75 (nce ~ beer) = Q

Die Indizes xund ygeben die Richtungen des Ubergangsdipolmoments an.

Bei einer freien Porphyrinbase mit einef-Bymmetrie sind die B-Banden erlaubt, wahrend
die Q-Banden eigentlich verboten sind. Der Grunddié@ Beobachtung der Q-Banden im
Absorptionsspektrum liegt in den konformellen Saigungen des Porphyrinsystems
begrindet, die die Entartung der HOMOs geringfiagitheben.

—> erlaubt
--------------- = verboten

Abbildung 17: (a) Richtungen der Ubergangsdipolmomente unduetéaund verbotene Ubergénge zwischen
entarteten HOMOs und LUMOSs einer freien Porphyrgghanit B-Symmetrie und (b) deren berechnete
Elektronendichte in den HOMOs j(aund a, und LUMOs (g). Gestrichelte Kreise besitzen ein anderes
Vorzeichen als die geschlossenen Kreise. Die Abhigdb) ist adaptiert aus Milgrom, 1997.

Die Intensitatsunterschiede zwischen der B- unda@e fur Porphyrine kdnnen durch die
konstruktive Interferenz der Ubergangsmomente fir B-Bande (M1 + M2) und der
destruktiven Interferenz fiir die UbergangsmomeeteQtBande (M1 - M2) erklart werden.
Bei Metalloporphyrinen mit einer BSymmetrie sind die Richtungen des
Ubergangsdipolmoments x und y aquivalent. Die Aaifsgmg der Molekilorbitale hangt von
der elektronischen Struktur des Zentralmetalls dib, im verschiedenen Mal3e mit dem
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Tetrapyrrolsystem wechselwirken kann. Ein typiscAdsorptionsspektrum eines Metallo-
porphyrins weist Absorptionsbanden bei 410 nm (Barele) und um ca. eine
GroRRenordnung kleinere Q-Banden bei 560B&nde) und 530 nmp{Bande) auf. Im
Vergleich dazu zeigen Metallionen mit einér-d P-Elektronenkonfiguration im Porphyrin-
system haufig ein rotverschobenes (bathochromesd) Mgtallionen mit einer 4 — o-
Elektronenkonfiguration ein blauverschobenes (hghsames) Spektrum. Aus Berechnungen
der Elektronendichte einer freien Porphyrinbaset dedrvor, dass das HOMO,akeine
Elektronendichte auf den Pyrrol-Stickstoffatomemhétt und somit seine energetische Lage
auch bei einer Metallisierung nicht andert (Abbb)l7Das a,Orbital und die gOrbitale
werden dagegen durch elektronische AbstoBung mit Melekulorbitalen des Metalls
energetisch angehoben, so dass die Q-Bande behlgleibender Entartung der LUMOs an
Intensitat gewinnt.

Ubergange der beiden duRerst intensiven B-Bandgarienergetisch sehr dicht beieinander,
So dass sie als eine Bande im UV-Vis-Spektrum efseh (Rimington et al., 1958; Serrano-
Andrés et al., 1998). Die beiden elektronischen rgddege B und Q werden von
Schwingungsnebenbanden begleitet, die durch Vdati in der Ebene des Porphyringerists
entstehen. Die vibronische Seitenbande der B-Bhatleine so geringe Intensitat, dass sie in
der Regel nicht aufzulésen ist. Im Gegensatz darulie vibronische Seitenbande der Q-
Bande (Q (0,1)) detektierbar und befindet sich@y0,0)-Bande hypsochrom verschoben.

Bei den Chlorinen und Bakteriochlorinen ist die Syetrie aufgrund der Hydrierungen der
C=C-Doppelbindung zu C-C-Einfachbindungen im D-R{@dla, Chlb und Chd) bzw. im

B- und D-Ring (BChh, BChlb und BChg) verringert und folglich liegen die LUMOS nicht
mehr entartet vor. Dig,eund a,-Orbitale sind destabilisiert und somit energetiasgehoben
(Abb. 18). Diese Anderung der Energieniveaus in dwlekulorbitalen fihrt zu unter-
schiedlichen Absorptionen. Mit zunehmender Hydmerud. h., in der Reihe Porphyrin,
Chlorin und Bakteriochlorin, verstarkt sich im gleen LOosungsmittel die Intensitat der
zunehmend bathochrom verschobenepB@nde. Die Soretbande erfahrt dagegen eine
Blauverschiebung (Scheer und Inhoffen, 1978).
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LUMO +1
€qy(TT)
e(1) e s LUMO
gx
Q Q
0 Soret Q Soret | |

sorety 1T HOMO

ay,(m ——
Porphyrir Chlorin Bakteriochlorit

Abbildung 18: MO-Energiediagramm von Porphyrin, Chlorin und Balochlorin und deren verschiedene
elektronische Ubergéange, adaptiert aus Blanken20ip2.

3.1.2 Zeitaufgeloste Absorptionsspektroskopie

Die transiente Absorptionsspektroskopie dient zatetsuchung des Verhaltens angeregter
Molekilzustdnde und wurde in dieser Arbeit fur dfufnahme der Zinkchlorin-
Triplettzustande, deren Quantenausbeutebestimmndgzur Ermittlung der Triplettlebens-
dauer angewendet.

Nach optischer Anregung gelangt ein Molekil naam deeanck-Condon-Prinzip mit gleicher
Geometrie des Grundzustandsiis angeregte Singulett-Zustande, (S, Ss,....), Wo es hach
nur wenigen Pikosekunden ein Minimum auf der zusteger Singulettzustand; $ehorigen
Energiehyperflache einnimmt (Abb. 19). Die RiickketrS kann von $durch Ubertragung
der Anregungsenergie des Molekils durch Stol3e mites Umgebung sfrahlungslose
Desaktivierung, internal conversipimc) oder durch spontane Emission (Fluoreszenz, Kap.
3.1.3) erfolgen. Alternativ gelangt das System wbem angeregten ;&Zustand durch
strahlungslose Spin-Umkehn{ersystem crossing, ist den Triplettzustand 1T Durch hohe
Lichtintensitdten kdnnen dabei auch Populationem \aektronisch héher angeregten
Zustanden erreicht werden, die eine weitere Anrggume z. B. eine Triplett-Triplett-
Absorption T —» T, ermdglichen. Aus dem energetisch niedrigsten &tiplistand T erfolgt
durch Phosphoreszenz oder erneutesrsystem crossindie Ruckkehr in den Grundzustand.
Alternativ kbnnen aus dem-Zustand Radikale oder andere Intermediate gebildeden.

Aus dem $Zustand kann das Molekul auch Photoreaktionen fddemungen, Isomerisierung
von Bindungen, Photofragmentierungen, Cycloaddamn etc.) eingehen, die in der

vorliegenden Arbeit aber nicht von Bedeutung siddraes findet ein Excitonen-Transfer (wie
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in Lichtsammelkomplexen) statt. Sowohl aus dema® auch T-Zustand kénnen Elektronen
an geeignete Akzeptormolekile abgegeben und damit Eéektronentransfer generiert

werden.

= — X Tic . Togr——
%‘/”/’A v: ~\!SC T2 : i
& : A b
ET ™ x i y v
Produkte i S OGNET
i Produkte
A i
S

Abbildung 19: Energiediagramm von Elektroneniibergangen in eiotekil nach Absorption (A) aus dem
Grundzustand (p in den ersten angeregten Singulettzustandd@er in héher angeregte Singulettzustéande (hier
als S dargestellt). Durch Fluoreszenz (F) odeternal conversiongelangt das System zuriick in den
Grundzustand oder geht duritttersystem crossingom S-Zustand in den Triplettzustand Tber. Aus diesem
erfolgt die Ruckkehr in deny&ustand durch erneutes oder Phosphoreszenz (Ph).

Das Messprinzip der transienten Absorptionsspekbme beruht auf der Blitzlichtphotolyse
(Norrish und Porter, 1949; Porter, 1950). Die zuetsuchende Probe wird durch einen
Lichtblitz zum Zeitpunktt, in einen angeregten Zustand versetzt, aus dem zleiB
Triplettzustand und Folgeprodukte (Intermediate dBReaktion) resultieren, deren
Absorptionsspektren durch eine zweite Anregung ldalie spektroskopische Lichtquelle auf
einen Empfanger abgebildet werden. Am Beispiel Elgeugung des Triplettzustands einer
Probe nach Lichtanregung wird zu einem definie#erpunktt die Transmission der Probe
im angeregten ZustandTrfy,) zusammen mit der Grundzustandstransmissidomg
gemessen. Man erhélt die sogenannten Triplett-&tighbsorptionsdifferenzspektren mit
der AbsorptiomA:

AA(A, 1) :—Iog%= A (A1) -A, (A1) (3.1.2.1)

r

Wenn die Grundzustandsabsorption der Messprobeegrid® als die Triplett-Triplett-
Absorption, so erhalt man im Differenzspektrum emmegative Bande. Ist dagegen die
Grundzustandsabsorption im Vergleich zur Tripleiplett-Absorption klein oder an der

Detektionswellenlange gar nicht vorhanden res@tigrositive Banden.
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Durch die Aufnahme der Absorption zu verschiedederten nach dem Lichtblitz kann bei
einer geeigneten Wellenlange die Kinetik bestimmerden. Aus den erhaltenen
Abklingkurven lassen sich durch Anpassung einegtldgohen Modells Aussagen Uber die
Zerfallsprozesse machen (Kavarnos und Turro, 1986p, 1991).

Des Weiteren kann die zeitaufgeltste Absorptiondspskopie zur Untersuchung eines
Elektronentransfers zwischen einem angeregten Hioko, das sowohl frei als auch
peptidgebunden in einer Pufferldsung vorliegt, widem Chinon als Akzeptormolekil

dienen, indem die daraus resultierenden Radikandstcharakterisiert werden.

3.1.3 Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenz bezeichnet einen emissiven Uberganigchen Zustanden gleicher

Spinmultiplizitdt. Wegen der sehr schnellen stragilosen Desaktivierung von hdher

angeregten Singulettzustanden &, ...) in den $Zustand und der nachfolgenden schnellen

Schwingungsrelaxation in den Schwingungsgrundzdstades ersten angeregten

Singulettzustands, tritt die Fluoreszenz in derdRegis dem Schwingungsgrundzustand des

angeregten SZustands in den &Zustand auf (Regel von Kasha; Kasha, 1950). Nelzn

spontanen Emission kann die Fluoreszenzléschurdhdnozesse wie:

. internal conversion

. intersystem crossing,

. Ubertragung der Anregungsenergie des Fluorophdrsischermolekiile oder

. Ladungstrennung und ElektronentransferreaktiongordAnwesenheit von Akzeptormole-
kilen

erfolgen (Turro, 1991). Die Fluoreszenzlebensdaueist ein Mal fur die Zeit, die ein

Molekdl im Mittel im angeregten Zustand verweilthee die Emission erfolgt und die

angeregten Molekiile wieder in den Grundzustandgéem. Befinden sicN, Molekile im

angeregten Zustand, so ist die ZBhhn Molekilen, die pro Zeiteinheit durch Fluoreszan

den Grundzustand tUbergehen, gegeben du%%rl: =k, N, (3.1.3.1)
Nach Integration ergibt sich sonit(t) = N, [exp(- k, [) (3.1.3.2)

Die Konstantekr ist die Ubergangsrate und deren Kehrwert die Esmenzlebensdauer:
r. =1k, .
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Die Fluoreszenzquantenausbediebezeichnet den Anteil an angeregten Molekilen im S

Zustand, der durch Emission in den Grundzustanougickkehrt und gilt damit als Malf3 far
die Wirksamkeit des Emissionsprozesses. Der Bedeiff Fluoreszenzquantenausbeute wird
auch haufig als Verhaltnis der Anzahl emittiertdro®nen zur Anzahl der absorbierten
Photonen definiert (Valeur, 2002). Die Fluoreszemadenausbeute ist in der Regel
proportional zur Fluoreszenzlebensdauer. Kleine tgVéir die Quantenausbeute und eine
kurze Lebensdauer kdnnen auf schnelle strahlurg$loszesse zurtckgefuhrt werden. Hohe
Temperaturen verstarken die Schwingungs- und Robrgange im Molekil, was zu
schnelleren strahlungslosen Prozessen fihrt unalgedessen zu einer kirzeren
Fluoreszenzlebensdauer. Des Weiteren erhoht sittamsteigender Temperatur die Anzahl
der Kollisionen (Molekil-Molekdl und Molekul-Losusmittel) aufgrund schnellerer
molekularer Bewegungen, woraus eine schnellererészenzléschung resultiert (Cantor und
Schimmel, 1980). Eine hohe Fluorophorkonzentrativhrt ebenfalls zu einer erhdhten
Anzahl an Kollisionen und damit zu einer schneltef@uoreszenzléschung. Eine hohe
Viskositat des Losungsmittels kann aufgrund der séhmankungen der molekularen
Bewegung des Fluorophors dagegen die Lebensdaudr dim Quantenausbeute der
Fluoreszenz  erhbéhen.  Auch  starre  Molekile  fihren  zaeiner  hohen
Fluoreszenzquantenausbeute, da sie in ihren Schmgsg und Rotationsprozessen
eingeschrankt sind und somit ihre Energie langsaabgeben konnen. Bei der Bildung von
Grundzustandskomplexen oder Dimeren ist die Flzemsjuantenausbeute nicht
proportional zur Fluoreszenzlebensdauer. In di€sgien ist die Quantenausbeute sehr klein,
wéahrend die Lebensdauer der Fluoreszenz die gleslee vor der Komplex- bzw.
Dimerbildung sein kann (Valeur, 2002).

Fluoreszenzbanden sind in Flissigkeiten gegentleer Absorptionsbanden bathochrom
verschoben. Das Fluoreszenz- und Absorptionsspakiierschneiden sich nach Normierung
beim sogenannten 0-0-Ubergang zwischen dem Grutaduli§ und dem schwingungsfreien
ersten angeregten Zustandi;. SDer Abstand zwischen dem Absorptions- und
Fluoreszenzmaximum, der als Stokes-Verschiebungidtazet wird, hangt vom Unterschied
der Gleichgewichtsgeometrie deg 8nd des $Zustands ab: Je geringer der Unterschied ist,
desto kleiner ist die Stokes-Verschiebung. Aufgrues Franck-Condon-Prinzips, dessen
Berechnungen auf einer schnelleren Elektronenbengegm Vergleich zur Kernbewegung
beruhen und den damit sich nicht andernden Keraatdsh wahrend des Elektronensprungs,
gibt es eine gleichbleibende Intensitatsverteilavgschen Absorption und Fluoreszenz.

Diese gleichbleibende Intensitatsverteilung und dergleichbar grol3en Abstédnde der
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Schwingungsniveaus des-Bustands sind darauf zuriickzufihren, dass dastSpekder
Fluoreszenz haufig das charakteristische ,Spielgélbu dem der Absorption zeigt.

Neben dem klassischen Emissionsspektrum bezeichman die Aufnahme der
Fluoreszenzintensitat in Abhé&ngigkeit von der Amnrggswellenlange bei konstanter

Emissionswellenlange als Anregungsspektrum.

3.1.3.1 Fluoreszenz von Proteinen

Die aromatischen Aminosauren Tryptophan, Phenyilalannd Tyrosin zeigen eine
Fluoreszenz. Dabei Uberwiegt in Proteinen die Espenz von Tryptophan gegentber der
von Phenylalanin und Tyrosin, da sowohl der Extorigkoeffizient bei der Wellenlange von

A = 280 nm Mit,g0 = 5600 M* cmit im Vergleich zu dem von Tyrosimygo~ 1000 M* cmi?)

und Phenylalaninegso ~ 1 M* cm?) als auch die Fluoreszenzquantenausbeute gréBer is
(Creighton, 1989 und 1993). Tryptophan besitzt iassvigem Mediumi(, = 350 nm)
gegenuber einer apolaren Umgebuhg, & 340 nm) eine rotverschobene Fluoreszenz (Galla,
1988).

3.1.3.2 Fluoreszenz von Pigmenten

Die Fluoreszenz von Pigmenten kann z. B. durch thimtegung in der Soretbande und
Beobachtung der Emission im Wellenlangenbereich @eBande untersucht werden. Bei
einer Dimerbildung oder Aggregation, wie sie beiisén von hydrophoben Pigmenten in
wassrigem Milieu stattfindet, wird ein Teil der f@henden Strahlung absorbiert. Dadurch
wird die Konzentration und Intensitat des monomeflrorophors verringert oder ist nicht
mehr detektierbar. Die Lage der Fluoreszenzbanégbtbldabei allerdings unverandert,
wéahrend eine Zusammenlagerung von Moleklilen zu BRimeoder Oligomeren im

Absorptionsspektrum haufig zu einer bathochromersdfeebung flhrt.

3.1.4 Zirkulardichroismus

Zirkulardichroismus dircular dichroismy CD) kann nur an optisch aktiven Systemen
beobachtet werden, da in diesem Fall die Absorptwom links und rechts zirkular
polarisiertem Licht verschieden ist (Cotton-Effekie Definition des Zirkulardichroismus
ist folgende: Nach dem Durchgang des linear padaten Lichts durch die optisch aktive
Probe liegen zwei zirkular polarisierte Komponenfiamks und rechts polarisiert) vor, deren
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jeweilige Vektoren der elektrischen Feldstarke eeiesden sind (Cantor und Schimmel,
1980). Die Summe der beiden unterschiedlich potaten Wellen ergibt elliptisch

polarisiertes Licht, da die Amplituden der Wellererachieden sind. Damit ist der
Zirkulardichroismus aquivalent zur Elliptizitaty)( Der Unterschied der Extinktionsko-
effizienten der links- (L) und rechtsdrehenden K®mponenteng undeg, mit Ae = ¢ - ¢r

ist die eigentliche Messgrol3e, wobei in der angeltean CD-Spektroskopie die Elliptizitat
angegeben wird. Die Abhangigkeit der Elliptizitéarvder Wellenlange des Lichts ergibt
somit das CD-Spektrum. Es hat die Form einer Aldgmrpbande, wobei ein positiver bzw.
negativer Zirkulardichroismus unterschieden wird, jachdem ob die rechts oder links
zirkular polarisierte Komponente starker absorbaerdl.

Der Zirkulardichroismus wurde in dieser Arbeit zueinen zur Bestimmung der
Sekundarstruktur einer Polypeptidkette und zum @emde zur Untersuchung der

peptidgebundenen Pigmente eingesetzt.

3.1.4.1 Zirkulardichroismus von Peptiden

Die Abbildung 20 zeigt die typischen CD-Spektremeeb-Helix, einesp-Faltblatts und eines
Peptids, das nur eine “zufallige* Struktur aufweidte keinem Sekundarstrukturelement
zugeordnet werden kanmadom coi). Das Spektrum einar-Helix zeigt einen parallelen
und senkrecht polarisierten — n*-Ubergang bei 208 und 192 nm sowie einea-nn*-
Ubergang bei 222 nm

Fur die Bestimmung der Elliptizitat der in diesenbgit verwendeten Peptide wurde folgende

Formel verwendet:

g mdeg _
— (A)obsd.
9 = o (cm[l}\/l j (Maglio et al., 2003) (3.1.4.1)

FUr &,)mss Wird die gemessene Elliptizitat aus dem entspredbe Datensatz bei der

Wellenlange von 222 nm (A n*-Ubergang) entnommen und in die Gleichung 3.1.4.1
eingesetzt. Die Paramet#rc undn bezeichnen in dieser Reihenfolge die Schichtdickam,
die Konzentration in mol/l und die Anzahl der Am&dairen im Peptid. Als Referenzwert fur

einen 100 % Anteil an-Helix gilt [6],,,= -32000 deg cAidmol* (Pace et al., 1989).
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Abbildung 20: CD-Spektren eineun-helikalen Struktur, eineg-Faltblatts und einer vom Zufall bestimmten
Knéauelkonformationrandom coi), adaptiert aus Stryer, 1999.

Anhand des QuotientdR aus der Elliptizitat bei 222 nm und der bei 208 (ar:@) kann

208
zwischen einen(3.6,3)-Helix und einer Z-Helix unterschieden werden. Wenn der Parameter

R>1 betragt, liegt eine-Helix vor; beiR~ 0,4 existiert eine 3-Helix (Tanaka, 2006).

3.1.4.2 Zirkulardichroismus von Pigmenten

Pigmente ergeben charakteristische CD-Signale thtlsiren bis nahen Infrarot-Bereich
(Houssier und Sauer, 1969; Parkes-Loach et al.8;1$®erman, 1969). Der Zirkulardi-
chroismus gibt Aufschliisse Uber die StereochemiePimente. Epimere Chlorine, die ein
gleiches Absorptionsspektrum aufweisen, konnen rahhahres unterschiedlichen
Zirkulardichroismus unterschieden werden (Weiss78)9 Auch beeinflusst die axiale
Koordination von Kofaktoren deren Zirkulardichroigsn Demzufolge kann eine
Wechselwirkung der Pigmente (wie (Bakterio)Chlorinder Carotinoide) mit Peptiden
anhand eines sich dndernden CD-Spektrums identifigierden (Clayton und Clayton, 1981;
Gregory et al., 1980; Sauer und Austin, 1978; Zwtal., 1995). Dimere Chromophore, wie
z. B. das Bakteriochlorophylldimer im Lichtsammetiglex photosynthetischer Bakterien,
zeigen im nahen Infrarot-Bereich aufgrund starkegitenischer Kopplung ein symmetrisch
aufgespaltetes CD-Signal (positiv und negativ),sdesNulldurchgang bei 850 nm dem
Absorptionsmaximum entspricht (Cantor und Schimri®B0; Clayton und Clayton, 1981;
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Cogdell und Scheer, 1985). Von achiralen Pigmenign bekannt, dass durch die
Peptidbindung erst eine Chiralitat entsteht und dighroistische Aktivitdt dadurch erst
generiert wird (Blauer et al., 1970).

3.1.5 Resonanz-Raman-Spektroskopie

Bei der Raman-Spektroskopie handelt sich um eicletr@isonante Wechselwirkung zwischen
Licht und Materie. Molekulschwingungen oder -ratagn konnen indirekt als Streustrahlung
in einem Ramanspektrum gemessen werden. Der Rafekin@furde 1923 von Smekal
theoretisch vorausgesagt und fiinf Jahre spaterRaman, einige Monate spater auch von
Landsberg und Mandelstam experimentell nachgewi@desse et al., 1995; Herzberg, 1945).
Die Frequenzen der Ramanlinien oder -banden komgméRer oder kleiner sein als die
Anregungsfrequenzvy, (Rayleigh-Linie). Charakteristisch fir ein Molekisind die
Differenzen der Ramanfrequenzen von der Anreguegsénz. Die Methode des
Ramaneffektes ist dabei folgende: Bei Wechselwigkuon eingestrahlten Photonen mit den
Molekulen der durchstrahlten Substanz tritt entwedigstische Streuung (Rayleigh-Streuung)
auf oder ein Teil der Lichtenergie wird zur Erhoguter Schwingungsenergie des Molekuls
aufgenommen, d. h. das Streulicht ist energiea(®tekes-Linien). Trifft der Photonenstrahl
dagegen auf ein Molekll im angeregten Schwingurgjapnd, so tritt bei gleicher
Wechselwirkung energiereicheres Licht aus (Antk&ssLinien), (Abb. 21a). Aus der
Frequenzverschiebung des eingestrahlten Lichtsbergesich direkt die Frequenzen der
Molekulschwingungen. Fur die Infrarot-Spektroskopst wéhrend der Schwingung eine
Anderung des Dipolmomentes erforderlich. Im Gegendazu muss sich fir das Auftreten
des Ramaneffektes die Polarisierbarkeit des Mogekidhrend der Schwingung &ndern. Die
Polarisierbarkeit ist definiert als ein Mal3 fur deformierbarkeit der Elektronenwolke des
Atoms oder Molekdils.

Liegt die Frequenz des eingestrahlten Lichts imel&r einer Absorptionsbande der
untersuchten Probe, so treten im Streulicht eblsnfRhmanbanden auf. Man spricht in
diesem Fall von der Resonanz-Raman-Spektroskopee,ddn Vorteil einer um einige
GroRRenordnungen verstarkten Streuintensitat biéliehtresonante Streubanden erscheinen
wegen der fehlenden Verstarkung durch die Anregardger gewiinschten Absorptionsbande
lediglich im Untergrund des resonanten Spektrumes® Technik bietet die Moglichkeit,
spezifisch die Konformation und die Wechselwirkwmn Metalloproteinen oder anderen
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Chromophoren mit Liganden zu untersuchen. Die Ratnamung nach Anregung im Bereich
der Absorptionsbande eines Chromophors ist eirk@ifEmission im Zeitbereich von 1.
Wenn das Molekil nach Anregung durch Schwingunggegion allerdings fur eine langere
Zeit im angeregten elektronischen Zustand verbleibt0® s), dann erfolgt die Riickkehr in
den Grundzustand durch Fluoreszenz. Diese ersclileeAufnahme eines Ramanspektrums
erheblich (Galla, 1988).

Die Resonanz-Raman-Spektroskopie wurde in diesbeifAzur Identifizierung der axialen
Koordination des Hamin-Kofaktors eingesetzt. Somiérden nachfolgend speziell die
Resonanz-Raman-Spektroskopie an Ham-Proteinentemiaund charakteristische Banden

vorgestellt.

Resonanz-Raman-Spektren von FePPIX-Proteinen

Aufgrund der Qr-Symmetrie lassen sich flr Metalloporphyrine dien@yetriegruppen A,
Ayg, Bigund Bg zuordnen. Bei Resonanzverstarkung durch elekichaisinregung im Soret-
Ubergang sind vor allem die,-, vs- und vs,-Banden aus der totalsymmetrischengA
Symmetriegruppe und die;-Bande aus der {gSymmetriegruppe zu beobachten. Diese
Banden stellen die sogenannte Marker-Bereich-Regiattem Wellenzahlbereich von 1300
bis 1700 crit im Resonanz-Raman-Spektrum eines FePPIX-Protesmsudd sind von
besonderem Interesse, da sie Aussagen Uber deatOrg, Spin- und Koordinationszustand
des zentralen Eisenions zulassen (Spiro und Strélgel; Spiro, 1975). In diesem Bereich
sind vorwiegend die C-C und C-N-Streckschwingungen beobachten, die von der
Anderung des Fe—-N(Pyrrol)-Abstands, der sogenanptene siz&Anderung, und seiner
Elektronendichte in dem undz-Orbitalen abhangig sind. Der OxidationszustandElssns
kann hauptséchlich anhand der intensivsten Baneley,eBande, bestimmt werden (Abb.
21b). Die Bezeichnung der Banden beruht auf einetetduchung des Resonanz-Raman-
Spektrums von Nickel-Octaethylporphyrin (Abe et 41978). Dievs-Bande der oxidierten
Form von Cytochront liegt bei einer Wellenzahl von 1373 ¢min der reduzierten Form
filhrt die erhohte Elektronendichte zu einer pdeiel Besetzung dem™“Orbitale des
Porphyrins und damit zur Schwachung der C-C- und#l-Bindungen. Es resultiert eine
Frequenzverschiebung derBande zu einer kleineren Wellenzahl warr 1361 cn.
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Schematisches Resonanz-Raman-Spektrum

Abbildung 21: (a) Schematisches Resonanz-Raman Spektrum mieiay Stokes- und Anti-Stokes-Linien.
(b) Resonanz-Raman-Spektrum mit Markerbanden vdoziertem Cytochront in 50 mM KH,PO,/K,HPO,
(100 mM KCI, pH 7), T = 77 K, Anregungswellenlanrgd07 nm.

Die Lage der weitereiMarker-Bandenvs, vi1, v, vip der FePPIX-Proteine lassen Aussagen
Uber den Spin- und Koordinationszustands des EigemnsZwei starke axiale Liganden
ergeben einen sechsfach koordiniertew spinZustand des Porphyrins, der durch einen
kleinen Fe-N-Abstand gekennzeichnet ist. DieBande befindet sich in diesem Fall bei
Wellenzahler>1500 cm'. Der Fe—N-Abstand vergroRert sich bei zwei schwaatiugdenen
Liganden und es liegt ein sechsfach koordinignigh spirZustand vor, der auch bei einer
Bindung von nur einem axialen Liganden existierte b-Bande dieser Spezies liegt bei
Wellenzahlen 4500 cni (Rojas et al., 1997).

3.1.6 Elektronen-Paramagnetische-Resonanz-Spektragie

Unter der EPR-Spektroskopie, die auch haufig alektEbnenspinresonanz (ESR)-
Spektroskopie bezeichnet wird, versteht man die réwilellen-induzierten Ubergange
zwischen quantisierten Elektronenspinniveaus irerairstatischen Magnetfeld,.BFur die
vorliegende Arbeit ist die Methode der EPR sowal die Messung des paramagnetischen
Fe(lll) in den FePPIX¥naquettes fur die lichtinduzierten Triplettmessungen an den

Zinkchlorinen als auch fir die Detektion von Radbka die durch lichtinduzierten
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Elektronentransfer zwischen Zinkchlorinen und ein®kaeptormolekil erzeugt werden, von
Interesse.

Es wurden sowohl Messungen mit Mikrowellenfrequenipe X-Band- (9 — 10 GHz) als auch
im Q-Band-Bereich (35 GHz) aufgenommen.

Im Folgenden soll eine kurze Einfihrung in die pkagtischen Grundlagen dieser
Spektroskopieart gegeben werden. Eine ausfuhrechBeschreibung zur EPR ist in
zahlreichen Lehrblchern und Monographien nachzaléideff, 1989; Atherton, 1993; Weil
et al.,, 1994; Lowe, 1995; Poole, 1997; Eaton et 298; Zech, 1998; Schweiger, 1991;
Schweiger und Jeschke, 2001; u.a.).

Das EPR-Spektrum einer paramagnetischen Verbindumgnem &ulReren Magnetfeld lasst
sich durch das Konzept des Spin-Hamilton-Opera(6tdO) beschreiben (Stevens, 1952;
Abragam undBleaney,1970), mit dessen Hilfe man die EnergieniveausSj@asystems und
damit auch die EPR-Ubergange berechnen kann. In 8BI® sind nur die Terme des
Hamiltonians von Interesse, die sich auf den Sgis Beilchens beziehen. Bei Betrachtung
eines Systems aus einem Elektronenspin und einemsgia vonl = 1/2 setzt sich der SHO
aus der Elektron-Zeeman-, der Kern-Zeeman- und #perfein-Wechselwirkung

Zusammen:
i 0 o o o
H= 9. D’IB EBO [5+ O« D’IK |:Bo[l-'-SDA‘D (:B-n)
He; Hy; Hes

Die Wechselwirkungen im SHO werden im Nachfolgenkierz erlautert.

Elektron-Zeeman-Aufspaltung

Der Elektron-Zeeman-Operatdi:, enthalt die Wechselwirkung des Elektronenspinsdwih
aul3eren Magnetfeld.

Bringt man ein Radikal mit einem Spin vé&= 1/2 in ein zeitlich konstantes homogenes
Magnetfeld B, so stellt sich dieser in eine parallele, mit dexgnetischen Spinquantenzahl
ms = +1/2 () oder in eine antiparallele Richtumg, = -1/2 (B) zum Magnetfeld ein (Abb.
22).

Die potentielle Energie fiur die Aufspaltung der Eweniveaus kann vom klassischen
Ausdruck fur die Energie eines magnetischen Dipolsinem Magnetfeld abgeleitet werden.

Die Energien der beiden Spinzustande sind gegelneh:d
E. =gk, B, lin, mit ug = Bohrsche Magneton (3.1.6.2)
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Abbildung 22: Elektron-Zeeman-Aufspaltung der Energieniveause®iElektrons mitS = 1/2 in einem
statischen Magnetfeld,B

Der Parameteg ist im Allgemeinen richtungsabhangig (anisotropuchA das Bahnmoment
eines Elektrons (magnetisches Momept) tragt zur Elektron-Zeeman-Aufspaltung
insbesondere in den Ubergangsmetallkomplexen bheiAbweichung deg-Wertes von dem
des freien Elektrons mige = 2,002319 resultiert aus relativistischen Effektend der
Wechselwirkung der Elektronen mit dem eigenen Sirajsfeld (Stone, 1963 und 1964).

Die Gleichung

AE =hV =g}, [B,. (3.1.6.3)
gibt die energetische Aufspaltudde = E. - E zwischen den beiden Energieniveaus an. Sie
wird als Resonanzbeziehung bezeichnet und zeigt di@ Differenz beider Energiezustande
von der Starke des &aufRReren Magnetfeldes abhangllennPraxis wird bei einer festen
Mikrowellenfrequenz das Magnetfeld verandert unchisalie Resonanzstelle bestimmt. Der
Resonanzfall tritt ein, wenn die durch ein gegebdviagnetfeld festgelegte Larmorfrequenz
(Umlauffrequenz) mit der Frequenz der eingestrahidikrowelle Ubereinstimmt. Die
Resonanzfrequenz hangt dabei von der Umgebung ldesdhenspins ab. Der aus der EPR
ermittelte richtungsabhangiggTensor ermoglicht Aussagen Uber die Symmetrie died

elektronische Struktur des paramagnetischen Zestrum

Kern-Zeeman Aufspaltung
Die Kern-Zeeman Aufspaltung beruht auf der Wechskiwg des Kerns mit dem &aufl3eren
Magnetfeld Bo. Sie verursacht allerdings in erster Naherung iPREpektrum keine

Verschiebungen der Resonanzfrequenzen.
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Hyperfeinaufspaltung

Der Term der HyperfeinaufspaltungHs resultiert aus der Wechselwirkung des
Elektronenspins mit den magnetischen Momenten de&mRerne, die einen Spin von
ungleich Null aufweisen. Allgemein ergibt die Weehgrkung zwischen einer
paramagnetischen Substanz mit dem Elektronengpinnd den Kernsping von n
aquivalenten Kernen ein EPR-Spektrum mitl(2 1) Linien, da die Auswahlregelims = +1
undAm, = 0 gelten (Abb. 23).

Der Beitrag der Hyperfeinkopplung zur Gesamtenesgizt sich nach Gleichung 3.1.6.4 aus

einer isotropen Kopplung und einer anisotropen Rigaplung zusammen:

) O O 0o O O
Haes = SLAL = a8+ SLA, O (3.1.6.4)

Demzufolge kann der Hyperfeinkopplungstengorin Gleichung 3.1.6.4 in die isotrope
Hyperfeinkopplungskonstantea und den dipolaren Hyperfeinkopplungstensa¥s

aufgespalten werden.

Mg m
a2 1t1/2
+1/2 w12
s=1/2—
Y, 12
2 - :
R 4 +1/2
Elektron-Zeeman- Kern-Zeeman- Hyperfein-
Aufspaltung Aufspaltung Aufspaltung

Abbildung 23: Hyperfeinaufspaltung aufgrund der Kopplung eikesns mit einem Spin voh= 1/2 und einem
elektronischen Dublettspinzustan® € 1/2) und Darstellung der EPR-erlaubten (durchgeme schwarze
Pfeile) und nach der Auswahlregel verbotenen Ubreygé(gestrichelte schwarze Pfeile) sowie die NMR-
Ubergange (rote Pfeile).

Die isotrope Kopplung, die sogenannte Fermi-Kontakhselwirkung, wird durch endliche
Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Elektrons am Kerihervorgerufen. Der anisotrope Anteil

der Hyperfeinkopplung kann als dipolare Wechselumdk zwischen den magnetischen
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Dipolen eines Elektrons und eines Kerns beschrigtnalen und fihrt zu den Hauptwerten
des g-Faktors, g«, g, und g,, die abhéngig von der Lage der Orbitale sind. Budie
Ermittlung der g-Tensorhauptwerte konnen damit ithetae strukturelle Informationen zur

Bindungssituation des Kofaktors erhalten werden.

3.1.6.1 EPR-Spektroskopie an gefrorenen Losungen

In einer flissigen Losung existiert eine statistescVerteilung an Molekulorientierungen
relativ zum auf3eren Magnetfeld. Aufgrund der Brostren Molekularbewegung werden in
einer flissigen Losung alle richtungsabhangigen Welevirkungen herausgemittelt, die von
der Orientierung des paramagnetischen Molekils mgMétfeld abhangen. Als Ergebnis wird
ein isotroperg-Faktor erhalten. Im Gegensatz dazu liegt in emefrorenen Lésung eine
Uberlagerung der verschiedenen ResonanzpositiooerDiese sogenannten Pulverspektren
spiegeln die Verteilung der Molekulorientierungeieder.

In continuous wavécw)-EPR-Spektren von Eisen-Porphyrinen ist haufige eifAnisotropie
mit Hauptwerten vorg, = 2 undg, = 6 zu beobachten. Dies beruht auf deigh spin

Zustand des B&lons mit einem Spin voB8 = 5/2. Bei einem Spin vo&>1/2 liegt eine Spin-
Spin-Wechselwirkung vor, die zur Nullfeldaufspalgufiihrt. Aus der Nullfeldaufspaltung
resultieren die sogenannten Kramer-Dubletts. WeenNiillfeldaufspaltung gréRer als die
Zeeman-Aufspaltung ist, kann der sogenannte effegtiWert @err) eingefuihrt werden (Abb.
24a). Die Lage degy-Wertes bezuglich der Magnetfeldrichtung ergibthsiaus den
Hauptwerten deg-Tensorsy, gy undg, und den Winkeln, B, v:

9. = (gf [€os a + g, [Cos’ B +g; [EoS y)J/2 (Atherton, 1973) (3.1.6.5)

Die ermittelten g-Tensorwerte geben allerdings keine Auskunft Ubier Richtung des
angelegten Magnetfeldes im Bezug auf das zu urdeesule System. Die Zuordnung der
g-Tensoren beziglich der Richtung des Magnetfelddbb.( 24b) kann nur Uber
Einkristallmessungen erhalten werden. Da fur daglieser Arbeit vorliegendele novo
synthetisierte Hamimraquette keine Einkristalle vorliegen, kann die Zuordnungr de
g-Tensoren auch nadherungsweise durch den Vergleith bekannteng-Tensoren aus
kristallisierten, naturlichen Hamin-Komplexen egeh.
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8 8, g,

L L
C

— 1. Ableitung

Abbildung 24: (a) Veranschaulichung eines Ellipsoids mit defiensor-Ausrichtungeg., g,, g, im Magnetfeld
B,. Der effektiveg-Wert (@er) ergibt sich aus den Hauptwerten der drdiensoren fiir eine beliebige Richtung
und den Winkelrw, p undy. (b) cw-EPR-Spektrum eindsw spinFe(lll)-Komplexes und deren erste Ableitung
(adaptiert aus Fahnenschmidt, 2000)-EPR-Spektren werden aufgrund ihrer Aufnahmetechmgist in der
ersten Ableitung dargestellt.

3.1.6.2 EPR-Spektroskopie an Triplettzustanden
Diamagnetische und lichtabsorbierende Verbindurigemen nach optischer Anregung tber
den S-Zustand in den FZustand gelangen (s. Abb. 19) und somit mit deR&Rethode
detektiert werden. In diesem Triplettzustand liegewei parallel ausgerichtete
Elektronenspins vor§ = 1). Aufgrund der Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwlgen den
magnetischen Momenten der Elektronen kommt es auie auflleres Magnetfeld zur
sogenannten Nullfeldaufspaltung, die mit dem ndgefuden Spin-Hamiltonian-Term
beschrieben wird:

3 02 1 0 02 02
FHes = D(Sz—észj + E(Sx— Syj (3.1.6.6)
Weil der isotrope Anteil Null ist, kbnnen aus denfgpaltung des {FZustands in die I T,
und T, Unterzustande die zwei Nullfeldparameter |D| ujd#@stimmt und dariber Aussagen
Uber die Elektronenspinverteilung in den Triplettergfunktionen gemacht werden (Abb.
25a). Der Parameter |D| gilt als Mal3 fur die Ausaly der elektronischen Wellenfunktion
des Triplettzustands und der Parameter |E| gibvdreerrung des Systems ausgehend von
einer tetragonalen Symmetrie an (Carrington und &dtllan, 1969).
Bei den transienten EPR-Messungen wird das Trifigmhal bei kontinuierlicher
Mikrowellenbestrahlung in einem bestimmten Zeitbdre(Integrationsfenster) nach dem
Laserpuls und einer Verzogerungszeiel@y time after flashDAF) in Abhangigkeit vom
Feld gemessercgntinuous wawd echnik), (Abb. 25b).
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Abbildung 25:(a) Der Triplettzustand (Tmit einem Spin vois = 1 spaltet infolge der Nullfeldaufspaltung in die
Triplettunterzustandel,, T, und T, auf. Die Unterschiede der Energieniveaus T, und T, sind in der
Abbildung vergréfert dargestellt. (b) Messprinzgr ttansienten EPR-Spektroskopie.

Nach Anlegen eines Magnetfeldes spalten die Enaixgiaus aufgrund der Elektron-Zeeman-
Wechselwirkung abhéngig von der relativen Lage btslekils zur B-Achse, die als
Quantisierungsrichtung gilt, erneut auf. Die natidode Abbildung 26 zeigt die
magnetfeldabhangigen EPR-Ubergéange im Triplettngistait einem Spin vos = 1.

Bl y Bdl x B! z
M ms M
+1 +1 +1
T Yi a
X
X 0
i v, I n
-1 L -1
> Bo

Abbildung 26: Schematische Darstellung der feldabhangigen EB&ddnge in einem Triplettsystem mit
einem Spin vors = 1; D, E > 0. Die Lage der Resonanziibergénge ist abharagigder relativen Lage der

Molekilhauptachsen (x, y, z) zum auf3eren MagneBgld

Die unterschiedliche Besetzung der drei Unterzuddes T-Zustands, die durch den
intersystem crossinBrozess bestimmt wird, ist die Ursache fur die id@btung, dass im
zeitaufgelosten EPR-Spektrum bei kontinuierlicheikigwellenstrahlung absorptive oder
emissive Linien erscheinen. Aus den Ubergéangen éirdie Nullfeldparameter |D| und |E|
erhalten werden. Die Abbildung 27 zeigt ein solcBpgktrum von Zink-Pheophorbal das
aus den in Abbildung 26 gezeigten EPR-Ubergangeh hihtanregung resultiert. Die erste
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Resonanzfrequenz im Niederfeld ist der emissiveUligérgang. Mit zunehmendem
Magnetfeld folgt der absorptive XJbergang. Die weiteren Ubergange und Darstellurigen
EPR-Spektrum erfolgen entsprechend. GemaR der Aumegel Ams = 1 setzt sich das
Triplettspektrum somit aus der Summe der Ubergamge 0 — +1 undms = 0 — -1

Zusammen.

2 |D]
—IDl + 3|E[—.

EPR-Signal

310 320 330 340 350 360 370 380
B (mT)
Abbildung 27: Transientes EPR-Spektrum (X-Band, 9,5 GHz) vomkZheophorbida in 50 mM
KH,PO/K,HPO, (100 mM KCI, pH 7,3 und 60 % Glycerin). Die Prolvarde bei 590 nm angeregt und die

Messtemperatur war 80 K. Im Spektrum sind die gits@m mit 'a’ und die emissiven Uberginge mit ’e’
gekennzeichnet. Die Grof3en fur die |D|- und |EfrBgé sind im Spektrum angedeutet.

3.1.6.3 ESEEM-Spektroskopie

Die Electron Spin Echo Envelopdodulation (ESEEM)-EPR-Spektroskopie ist eine auf der
Puls-EPR  basierende Methode, bei der Hyperfeinvedaitkungen zwischen
Elektronenspins und nahe liegenden Kernspins bébdiawerden konnen. Rowan, Hahn und
Mims beobachteten im Jahre 1965, dass das Hahn4kichb exponentiell mit wachsenden
Pulsabstand zerfallt, sondern dem Zerfall eine Modulation &mhointensitat tberlagert ist,
deren Frequenzen denen der Kernspinubergdnge d@pmmten Kernspins entsprechen
(Rowan et al., 1965; Mims, 1972).

Die nachfolgende Abbildung 28 zeigt zum einen ewweiPuls ESEEM-Spektrum (90° und
180° Pulse) von Zinkchlorin mit den zu beobachtet®tnckstoff- und Wasserstoff-
modulationen und stellt zum anderen das Messpriexier Drei-Puls-ESEEM-Messung vor,
das zur Anwendung der in Kapitel 5.2.2.4 gezei@BPRESEEM-Spektroskopie diente. Bei

einer Drei-Puls-Messung wird die Modulation desfaliés nicht nur als Funktion von (wie
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beim Zwei-Puls-Verfahren), sondern auch als Fumktieon t; beobachtet. ESEEM-
Messungen erfolgen bei einem konstanten MagnetBlas Spektrum eines Drei-Puls-
Experiments kann zweidimensional als Funktion ¥prund z aufgetragen werden. Nach
Umwandlung der Zeiterty(undz) durch Doppel-Fourier-Transformation in die Frecuem,
und v, erhalt man das typische 2D-ESEEM-Spektrum. Dieolftbnsitaten in Abh&ngigkeit
der Frequenzem; undv, resultieren aus den erlaubten und verbotenen ER&gangen der
Hyperfeinaufspaltung (Abb. 23).

Die ESEEM-Methode wurde in dieser Arbeit zur Ubé&fpng der axialen Koordination von
peptidgebundenen Zinkchlorinen angewendet. Diek8&trudes Zinkchlorins beinhaltet vier
Stickstoffe im zyklischen Tetrapyrrolsystem und hener axialen Bindung kommt ein
weiteres Stickstoffatom hinzu. Die$&-Kerne mit einem Kernspin voh= 1 weisen ein
elektrisches Quadrupolmoment auf, das mit dem m$ekien Feldgradienten am Kernort
wechselwirkt. Im ESEEM-Spektrum werden somit zugédte Korrelationsfrequenzen
erwartet, wenn eine axiale Bindung des Zinkchloxiodiegt. Ohne axiale Bindung sind nur
die Hyperfeinaufspaltungen, die aus den Stickstoffeen des Tetrapyrrolsystems resultieren
zu beobachten. Die Quadrupol-Wechselwirkung léisst mit den ParameterefqQ als MaR
fur die gesamte Quadrupol-Wechselwirkung ynals Geometrie-Parameter in Abhéngigkeit
von der Umgebung des Kernspins darstellen (De Grbal., 1985; Hoff et al., 1985; Review:
Dikanov und Tsvetkov, 1992).

Wenn als axiale Bindung des Zinkchlorins ein StieKatom mit *>N-Markierung vorliegt,
das mit einem Kernspin voh = 1/2 keine Quadrupolaufspaltung aufweist, werden i
ESEEM-Spektrum hauptsachlich die Signale der Hgpeslufspaltungen zu beobachten sein,
die sich aus dert®N-Kernen des Tetrapyrrolsystems ergeben. Das reritle ESEEM-
Spektrum ist in diesem Fall in erster Naherung legcgbar mit dem Spektrum vom
Zinkchlorin ohne axiale Stickstoffkoordination.
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Abbildung 28: (a) Zwei-Puls-ESEEM-Spektrum voR'N-Imidazol koordiniertem ZnPheid in 50 mM

KH,POY/K,HPQO,, 100 mM KCI, pH 7,5 und 60 % Glycin; B = 334 mi= 9,69 GHz, T = 5 K)e,= 590 nm;

(b) Messprinzip einer Zwei-Puls- und Drei-Puls-E8ERessung mit den Parametetr= Zeit zwischen dem
Laserblitz und dem ersten Puls (= DAF)= Zeit zwischen dem ersten und zweiten Puls undchen dem
zweiten (Zwei-Puls-ESEEM) bzw. dritten Puls (Dreid?ESEEM) und dem Echo-Signa, = Zeit zwischen
dem zweiten und dritten Puls.

3.1.7 NMR-Spektroskopie

Wie die EPR-Spektroskopie basiert die Kern-MagebtsResonanz (NMR)-Spektroskopie
auf einem magnetischen Resonanzphdnomen; die pligsiken Grundlagen beider
Methoden sind in der Regel die gleichen und sinthiiert in zahlreichen Lehrblchern
nachzulesen (z. B. Gunther, 1983; Hesse et al5;MMliams und Fleming, 1985). Wahrend
man sich allerdings in der EPR mit den magnetiscil@menten der Elektronen befasst,
basiert die NMR auf den magnetischen Momenten eéen&

Ein wesentlicher Unterschied ist die gro3ere Makse beobachteten Teilchens. So ist ein
Proton 1836mal schwerer als ein Elektron. Das nisgpiee Moment eines Kerns ist gegeben
durch:

u=9, u, 0 (3.1.7.1)

Die Proportionalitdtskonstante betragt= 5,5855 fir ein freies Proton. Da das magnetische
Moment eines Elektrons ca. 660-mal grofRer als desseProtons ist, werden in der NMR-
Spektroskopie im Vergleich zur EPR-Spektroskopiedngere Frequenzen und stérkere
Magnetfelder benétigt. Die verwendeten Frequenegeh im Radiowellen (MHz)-Bereich.

Fur die NMR-Spektroskopie sind alle natirlich varknenden oder substituierten Isotope
mit einem von Null verschiedenem Kernspin geeigbBat. Auswahlregeln sindms = 0 und
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Amy = 1. Da die magnetischen Momente der Kernspinsimem Molekul verschiedenen
lokalen Magnetfeldern ausgesetzt sein kdnnen, dieBz auf den unterschiedlichen
Elektronendichten in der Umgebung der Kerne beruhegt bei jedem Kern eine spezifische
magnetische Umgebung vor. Die exakte Resonanzfmzqiringt infolgedessen von der
Kernumgebung ab. Das am Kernort vorliegende effektlagnetfeld (Bx) betragt:

Bet = Bo—0 Bo (3.1.7.2)

Berr unterscheidet sich damit von dem angelegten MégdetBy, um das induzierte

Magnetfeld & Bp). Die dimensionslose Abschirmungskonstamtgeht in die Resonanzbe-

dingung ein:
y
=—B,\1-0 3.1.7.3
5 B:ll-0) (31.7.3)

Je starker ein Kern durch Elektronen abgeschirmd,vadesto grél3er ist. Dadurch wird das
effektive Magnetfeld kleiner und das angelegte Mafghd By muss bei konstanter Frequenz
groRer sein, damit die Resonanz eintritt. Die clsehen Verschiebungemn)( werden
hauptsachlich durch die intramolekularen Faktorees dnduktiven Effekts und der
Anisotropie der chemischen Bindung verursacht. Wdid Elektronendichte durch einen
induktiven Effekt eines benachbarten elektronegatiitoms erniedrigt, liegt eine geringere
Abschirmung des Kerns vor und die Resonanz kannelmsm niedrigeren Wert flir das
angelegte Feld erfolgen. Als Beispiel sind in alesfthen Doppelbindungen oder im
Benzolring die Elektronen weitgehend in bestimmtBareichen lokalisiert. Die $p
Hybridisierung und die Anisotropie von C=C-Doppeliingen filhren zu chemischen
Verschiebungen voi = 4,5 bis 6,5 ppm. Im Benzolring wird zusatzlioki B\nlegen eines
Magnetfeldes ein Ringstromeffekt durch kreiselndekEonen erzeugt, der das angelegte
Feld oberhalb, unterhalb und im Innern des Benagdri verstarkt. Durch die starke
Abschirmung erfahren Protonen, die sich im Inneri@es ausgedehntanSystems befinden,
eine Hochfeldverschiebung. Die aufRerhalb des Rimgst befindlichen Protonen werden
dagegen tieffeldverschoben.
Jedes Signal im NMR-Spektrum spaltet aufgrund depgfung zwischen magnetischen
Kernen in einem Molekdl, die nicht magnetisch aglent sind, auf. Als quantitatives Mal3
fur die GroRe der Aufspaltung wird die Kopplungs&tamte J herangezogen. Die
sogenannteniong-range Kopplungen 1 und J) werden im eindimensionalen NMR-
Spektrum aufgrund ihrer geringen Linienaufspaltumuy selten beobachtet. Die genannten
Kopplungen Uber chemische Bindungen sind von sogeanthrough spacékopplungen
(Wechselwirkung durch den Raum) zu unterscheidene BViethode, um eine solche
Kopplung indirekt zu detektieren, bietet der Kermethauser-Effekt Nuclear Overhauser
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Effect NOE). Dieser Effekt beruht darauf, dass durch Eamting in den Frequenzbereich
eines Kerns ein Eingriff in die Relaxation raumlibenachbarter Kerne erfolgt, der eine
Intensitatsanderung in den Signalen der Nachbagkeun Folge hat. Die Kreuzsignale des
2D-Spektrums, die die Konnektivitat durch den Raamgeben, lassen eine Aussage Uber die
in der Losung vorliegende Konformation zu. Der NBEzu f° (r = Abstand zweier Kerne)

proportional. Bei Abstanden vor0:3 nm ist kein NOE mehr zu beobachten.

NMR-Spektroskopie an Proteinen

Wesentliches Problem der Protonen-Resonanz an ifotast die Auflosung und die
Zuordnung einzelner Resonanzlinien. In Peptiden &ndteinen kommt es haufig zur
Uberlagerung der Linien vieler chemisch und magehbtidhnlicher Gruppen und einzelne
Linien sind wegen langer Rotationskorrelationszeitékurze Relaxationszeiten) stark
verbreitert. Die Auflosung lasst sich zwar durch rWendung hoherer Frequenzen
(>500 MHz) verbessern, doch erlauben erst Verfahemkdrrelierten zweidimensionalen
NMR-Spektroskopie wie COSY Cprrelated Spectroscojpy TOCSY (Total Correlation
Spectrosopyoder NOESY Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscdjg/Zuordnung
wechselwirkender Spins in einem komplexen MakrokidleEs wurden bereits zahlreiche
Ubersichtsartikel (iber die hochaufgeloste NMR-Spekiopie an Proteinen publiziert
(z. B. Locardi und Kessler, 2003; Wuthrich, 1995 @903).

Typische Protonen-Resonanzen fifrPtotonen liegen im Bereich von 3 bis 5 ppm, watiren
die aliphatischen Protonen der Aminosaurereste cheis 1 und 3 ppm inmtH-NMR-
Spektrum zu beobachten sind. Di&-Protonen liegen im Bereich von 7,5 bis 9 ppm. Jede
Aminosaure bildet ein separates Spinsystem, da iser Carbonylkohlenstoff keine
signifikante skalare Kopplung erreicht wird. Amidosen wie Prolin, Threonin oder Valin
zeigen ein charakteristisches Aufspaltungsmustéahrend die aromatischen Aminosauren
(Phenylalanin, Histidin oder Tryptophan) ein gleishAMXY Spinsystem mit A =
Proton; M = H-Proton, X, Y = zwei Chf-Protonen aufweisen (Locardi und Kessler, 2003).
Die Spinsysteme kdnnen z. B. mit TOCSY-Messungeer @@kalare Kopplungen ermittelt
werden. Durch eine erganzende Messung unter Anwgndes NOE besteht die Mdglichkeit,
die aromatischen Aminoséuren zu unterscheiden.alfis k. B. auf eines der beiden £H
Protonen eingestrahlt und durch Signalintensitéksémgen der rdumlich benachbarten
Protonen am gebundenen Aromaten die entsprechemdegiure identifiziert werden.
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3.2 Elektrochemie

Chemische Redoxtitration und Zyklovoltammetre

Die Redoxreaktion bezeichnet einen Vorgang, bei dgenchzeitig eine Reduktion und
Oxidation stattfindet und dadurch ein oder mehigektronen Ubertragen werden (Kortiim,
1966). Dabei stellt sich im Laufe der Reaktion immmégeder ein neues Gleichgewicht
zwischen der oxidierten und reduzierten Spezieg@in+n € = Red) und das Potentiglder
Losung, gemessen gegen eine Referenzelektrodeshiedss sich. Der Zusammenhang des

Verhaltnisses von [Ox] zu [Red] und des Potentalgurch die Nernstgleichung gegeben:

RIT [OX]
Fh [Red

E=E_+ (3.2.1)

mit E,, = Halbstufenpotential der untersuchten Verbindung
R = allgemeine Gaskonstanfz 8,31441 J maiK™
T = Temperatur
F = Faraday-Konstant€&, = 964846 C met
n = Zahl der Ubertragenen Elektronen
[Ox] und [Red] = Konzentration an oxidarbzw. reduzierter Spezies.

Bei der chemischen Redoxtitration wird durch defité Zugabe eines Reduktions-
(Oxidations)mittels das Gleichgewicht zwischen deidierten (reduzierten) und reduzierten
(oxidierten) Form der zu untersuchenden Probe lielsn. Dem eingestellten Gleichgewicht
entspricht gemald der Nernstgleichung ein bestimiatgentialE, das gemessen wird. Das
Potential E entspricht dem Halbstufenpotentig&l,, wenn 50 % der oxidierten Spezies
reduziert vorliegt. In diesem Fall nimmt der zwe8emmand der Gleichung 3.2.1 den Wert
Null an.

Als Bezugspunkt werden die Potentiale gegen diedsta-Wasserstoff-Elektrodedrmal
hydrogen electrodeNHE) angegeben, deren PotenEalH»/2H;0") = 0 V entspricht.

Das Verhaltnis von oxidierter zu reduzierter Spezk®nnte bei den untersuchten Ham-
Proteinen der vorliegenden Arbeit tber eine gleadig erfolgende Absorptionsdnderung bei
einer charakteristischen Wellenlange beobachtetleverbei der die oxidierte und reduzierte
Form unterschiedlich absorbieren.

Die Schwierigkeit der Redoxtitration von redoxaktiv Metallzentren in einer

Proteinumgebung besteht oftmals darin, dass dies#eiR-Redoxzentren mit einer
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Messelektrode nur sehr langsam oder gar keine raledh austauschen, da das aktive
Zentrum durch die Proteinhllle abgeschirmt wird.sAdiesem Grund werden Redox-
Mediatoren (Phenazin-, Viologen-, Anthrachinondat@y u.a.) verwendet, die als oxidier-
und reduzierbare Stoffe zwischen dem Redoxzentres Rrroteins und der Elektroden-
oberflache vermitteln, indem sie (im Fall einer Rletibn) Elektronen aus der Elektrode
tibernehmen und an das Protein weitergeben. DienBedgen fur die Mediatoren bei einer
Redoxtitration sind, dass sie sowohl mit der Elediér als auch mit dem Protein einen
schnellen Elektronentausch ausfiihren und damit Eirestellung des elektrochemischen
Gleichgewichts gewahrleisten. Zudem sollten siesahliel3lich ihrer reduzierten Form, bei
der zu untersuchenden Wellenlange keine Absorpdafmveisen, keine Reaktionen, aul3er
dem Elektronenaustausch mit dem Proteinkomplexgedien und sich nach ihrer Reduktion
nicht zersetzen. In der Regel kommt eine Mediatoischung zum Einsatz, die den gesamten

zu untersuchenden Messbereich abdeckt.

Bei der zyklischen Voltammetrie cyclic voltammetry CV) wird zwischen der
Arbeitselektrode und Referenzelektrode eine Spagimurerhalb einer bestimmten Zeit linear
von einem Startpotential zu einem Umkehrpotentigy gefihrt, von dem sie zum
Startpotential Es wieder zurlcklauft. Der Arbeitselektrode wird deaoh eine
Dreiecksspannung aufgepragt (Abb. 29a). Als Messkuiird der resultierende Stromfluss in
Abhangigkeit vom Potential aufgetragen (Abb. 29Bgi einem Ein-Elektroneniibergang
werden zwei Strompeaks registriert, denen Oxidatiomnd Reduktionsvorgange an der
Arbeitselektrode zu Grunde liegen. Auf dem Weg nzu Ey findet danach z. B. eine
Reduktion statt, die auf dem Ruckweg \HFannachEs wieder riickgangig gemacht wird.

Aus dem zyklischen Voltammogramm konnen die Spagriignund der maximale Strorp
der Reduktion (Hinreaktion;E/',1) und Oxidation (RuckreaktionEf,|F) abgelesen
werden (Abb. 29b). Je nach Reversibilitdit der HEtdénvorgdnge erhdlt man
Voltammogramme verschiedenen Aussehens, aus dernem Riickschlisse auf die
Elektrodenvorgange ziehen kann. Bei einer vollstierd Reversibilitat der Oxidation und

Reduktion des Molekiils sind die Strome der Hin- @ittkreaktion gleich:l ' =17. Bei

zwei Ein-Elektronentbergangen beobachtet man zwiglaflons- und zwei Reduktionspeaks.
Bei irreversiblen Reaktionen infolge einer schnelhemischen Umsetzung des Produktes
der Hinreaktion ist der Peak der Rickreaktion rehrsschwach ausgepragt oder gar nicht

vorhanden.
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Das Redoxpotential des untersuchten Redoxsystegiig sich aus:

H R
E :% (3.2.2)

Die PotentialdifferenzAE = E;' —Ef gibt Aufschlisse Uber den Reaktionsmechanismus und
der Reversibilitat einer Reaktion. Im Fall einegersiblen Ein-Elektronentibergangs% 1)
und einer Temperatur von T = 298 K betrddt nach der Gleichung

005 _ somy . (3.2.3)
n

AE=E' -Ef=

Fur die Ubertragung von zwei Elektronem £ 2) entspricht die Potentialdifferenz somit

AE =30 mV.

Reduktion

07

iy
|
I (MA)

m
i
Oxidation

Zeit

0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0
E (V) vs. Ag/AgCl

Abbildung 29: (a) Potentialverlauf an der Elektrode; (b) Ddistey der Strom-Spannungskurve (am Beispiel
von 1,2-Naphtochinon-4-sulfonsaure in 25 mM GlyBaffer (50 mM NacCl, pH 10) und die Bezeichnung der
wichtigsten GréRen im zyklischen Voltammogramm. Didices H, R und P stehen in dieser Reihenfolgelifi
Hinreaktion, die Rickreaktion und fir das PeakpiaenFir die Aufnahme des Zyklovoltammogramms veurd
als Arbeitselektrode Glascarbon und als Gegeneld&tPlatin eingesetzt.

62



3. Grundlagen

3.3 Elektronische Struktur von FePPIX-Komplexen

Das Fé&*lon besitzt die Elektronenkonfiguration [Ar]3dAls freies lon sind die d-Orbitale
entartet und nach der Hundschen Regel und dem-Pankip einfach besetzt. In einem
Ligandenfeld kommt es zur Aufhebung der Entartund die Orbitale werden energetisch
aufgespalten. Die Aufspaltung ist dabei abhangig aer Art und Anordnung der Liganden.
Starke oder schwache Liganden konnen sich, untaralAme einer hohen Symmetrie,
oktaedrisch, tetraedrisch oder quadratisch plamardas Zentralmetall anordnen. In einem
oktaedrischen Ligandenfeld werden djeOrbitale (d-,., d2) energetisch angehoben und die
t,,-Orbitale (d,, d., d,,) energetisch abgesenkt. Wenn die Aufspaltungsendes Oktaeders
(Ao) groler als die Spinpaarungsenergie ist, werderstzdie energiedrmeren Orbitale besetzt
und es entsteht déow spinZustand. Die Grol3e von, ist sowohl vom Zentralmetall als
auch von den Liganden abhangig. Im Falle imm spinFe(lll) ist Ao >1,4 x 1¢ cm* (Abb.
30a).

Den gleichen Besetzungszustand wie ein freie§-Iba in Losung weist das Fe(lll) im
Porphyrin-System als oktaedrisclmgh spirKomplex mit einem Spin vo8 = 5/2 auf. Beim
oktaedrischenow spinKomplex sind dagegen zwej-Orbitale doppelt und ein Orbital
einfach besetzt. Der Spinzustand betragt in dieBathS = 1/2. Da die unterschiedlichen
Spinzustande in der EPR zu verschiedenen Signalererf, kann mit dieser Methode der
genaue Spinzustand und damit eine Information dieiKoordination des Eisens (z. B. in
dende novasynthetisierten Hamin-Proteinen) erhalten werden.

Wenn ein Fe(lll)-Porphyrin durch zwei Histidine et Peptids koordiniert wird, liegt im
Idealfall ein oktaedrisch koordiniertes Eisenzemtruor. In diesem Fall ist die Aufspaltung
zwischen dentyg- undeyg-Orbital so grof3, dass dag-Orbital separat betrachtet werden kann,

da die Beimischung vorg,-Orbital in diesem Fall vernachlassigbar ist. Alisteler tg’g-

Elektronenkonfiguration wird im Folgenden zur matia¢ischen Vereinfachung anhand des

,Loch-Formalismus® einet; -Lochkonfiguration betrachtet, um Mehrelektronenéieel-

wirkungen zu eliminieren. Nach dem ,Loch-Formalighuist ein System vom-negativen
Elektronen einem System von hOElektronenldchern® aquivalent. Die Aufspaltungsdg-
Satzes wird durch tetragonal&/X) und rhombische (W) Verzerrungen induziert (Abb. 30b).
Die GroéReA ist der Spin-Bahn-Kopplungsparameter und betréigt€in freies F&-lon
420 cm® (Palmer, 1983). Durch die Verzerrungen wird diemSyetrie von @ zu Dy

erniedrigt. Die tetragonale Verzerrung verlauftlamy der molekularen z-Achse und wird
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durch die Ligandenfeldstarke oder den Bindungsabstier axialen Liganden gegentber dem
Porphyrinring verursacht. Asymmetrische axiale bhidgn oder eine Verzerrung des
Porphyrinringes erzeugen eine rhombische Verzermirter x, y-Ebene. Die Wert/A und

V/\ kénnen aus den ermitteltgATensorwerten der EPR-Spektroskopie bestimmt werden

\% g A 1V
A gx + y Und—: gx + gz - (331)
A 9,+t9, 9,-9, A 9,9, 9,-9, 24
a b
On Dan Dan
Eky)
N R A E‘L\ o/
AOI LI :' fo /o - k™ e<n’ Zeeman-
“HH L=, SOA Wechselwirkung
high spin low spin VIA Sy E(yz hv
XZ, yZ ‘\‘~\\\\\ ”////1_,,
tg’ &7 tyy - - in-Bahn-
Tetragonale ¥, Spin-Bahn
Wechselwirkun
Verzerrung Rhombische Irkung
Verzerrung

Abbildung 30: (a) Aufspaltung der d-Orbitale im oktaedrischegdridenfeld und deren Spinbesetzundhigh
spin und low spinZustand von F& in Abhangigkeit von der oktaedrischen Aufspaltergsgie Ao.

(b) Aufspaltung det,¢-Orbitale einedow spinFe(lll)-Komplexes bei Annahme eindég -Lochkonfiguration

durch tetragonale A{A) und rhombische (M) Verzerrung des oktaedrischen Komplexes. Die ®aihn-
Kopplung mischt die Wellenfunktionen der rhombisthéerzerrung ¥y, ¥, ¥,), was drei Orbitale mit den

EnergienE(xy), E(xz) und E(yz) liefert. Durch Anlegen eines Magnetfelds spiattasE(yz)-Orbital durch die
Elektron-Zeeman-Wechselwirkung auf (adaptiert aatsnenschmidt, 2000).
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3.4 Lichtinduzierter Elektronentransfer und spinkorreliertes

Radikalpaar

Zinkchlorine koénnen bei Lichtanregung als Donatoreém einem lichtinduzierten
Elektronentransfer wirken, wobei ein Elektron ainf Akzeptormolekll Gbertragen wird. Bei
diesem Prozess entstehen Radikalpaare, die imretgebeschrieben werden.

Grundlegende Arbeiten zur Elektronentransfer-Theesimd bereits in verschiedenen Blichern
und Ubersichtsartikeln beschrieben (Balzani, 208list und Moore, 1991; Kurreck und
Huber, 1995; Rehm und Weller, 1969; Roder, 1999sifewski, 1992). Das einfachste
Modellsystem fur den lichtinduzierten photosyntbeltien Elektronentransfer besteht aus
einem kovalent verknupften Donator-Akzeptor (DARPaEntscheidende Kriterien fir die
Synthese solcher Systeme sind dabei die Redoxpaensowie die Orientierung und der
Abstand der Molekile zueinander. Wirkt der angeregiiromophor als Donator gilt das in
Abbildung 31 gezeigte Reaktionsschema. Das angefgnatormolekiil'D*) kann mit der
Geschwindigkeitskonstanig gt ein Elektron auf den Akzeptor Ubertragen und éstent das
Singulett-Radikalpaal(D"*A™). Alternativ kann der FZustand ebenfalls ein Elektron an das
Akzeptormolekiil abgeben, woraus ein Triplett-Rafiaar *(D°*A™) resultiert. Unmittelbar
nach der Bildung spricht man von einem sogenanspémkorrelierten Radikalpaar, das den
gleichen Gruppenspi wie der Ausgangszustand & = 0) oder T (S= 1) besitzt und somit
weiterhin Singulett- oder Triplettcharakter aufweigeim spinkorrelierten Radikalpaar
besteht eine starke Austauschwechselwirkung zwisaden beiden Radikalen. In Lésung
separieren die Radikale jedoch in weniger als 198Gm weit, dass die Austauschwechsel-
wirkung vernachlassigbar wird und das separierteil@#paar zu beobachten ist. Das
Radikalpaar 3D"*A") kann erst zum stabilen Grundzustand des Ausgtifess
rekombinieren, wenn es seinen GruppenspirSzu 0 geandert hat. Alternativ kdnnen die
getrennten Radikale auch Reaktionen mit ihrer Umgglkeingehen. Die Untersuchung der
Radikalpaare bzw. der raumlich getrennten Radikalen sowohl mit Hilfe der transienten
Absorptions- (Kap. 3.1.2) als auch der EPR-Spekbop® (Kap. 3.1.6) vorgenommen

werden.
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3. Grundlagen
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Abbildung 31: Lichtinduzierte Elektronentransferprozesse eiri@gnator-Akzeptor-Systems. Die in der
Abbildung bezeichneten Geschwindigkeitskonstarkesind im Einzelnen folgende: Zerfallsgeschwindigei
konstante dessc-Prozesses vom;Szum T;-Zustand K;so); Geschwindigkeitskonstante des Elektronentrassfer
aus dem Singulett- kfgy) bzw. Triplettzustand k{g7); Zerfallsgeschwindigkeitskonstante des
Triplettradikalpaares zu separierten Radikal&gy);( Zerfallsgeschwindigkeitskonstante des Singudeiical-
paaresk; ) und des separierten Radikalpaares, das zuvan Sipi; vonS= 0 angenommen haity(.).

Nach der Marcus-Theorie (Marcus, 1956; Marcus, 1989der Elektronentransfer von der
freien ReaktionsenthalpieA&,, der Reorganisationsenergie (Energiebeitrag, der zur
Umorientierung aller Kerne aufgrund der Ladungsssan sowohl im Molekdl als auch im
Losungsmittel benotigt wird), vom Ldsungsmittel urer Temperatur abhangig. Die
Geschwindigkeitskonstante des Elektronentrangfansrd durch Gleichung 3.4.1 bestimmt:

—_ # —_— 2
k, =k [&x G =k [&x M (3.4.1)
‘ K, T 40k, T

mit AG” = freie Aktivierungsenthalpie des Elektronentrarssfe= Proportionalitatskonstante,

ks = Boltzmann-Konstante und T = absolute Temperatur.
Wenn die freie Reaktionsenthalpie der Reorganisaéinergie entsprichtA&o = 1), ist der

Elektronentransfer aktivierungsfrei.
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4. Experimenteller Tell -

Material und Methoden

Alle verwendeten Chemikalien waren vom Reinheitdgrariss. p. a. oder p. a. und wurden,
sofern nicht anders aufgefiihrt, von folgenden Firrhezogen: Acros Organics (Geel, BL),
Fluka-Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D), Merck (Darradgt, D), Roth (Karlsruhe, D) und
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D). Fir die Spektrosl@pwurden Uvasol-Losungsmittel
verwendet. Dimethylsulfoxid und Pyridin wurden in . Qualitat eingesetzt. Methanol,
Diethylether (DE) und n-Pentan in technischer QéaaWwurden vor Gebrauch destilliert.

Die Fmoc-Aminosauren, Dimethylformamid (DMF) faredPeptidsynthese, Diisopropylamin
(DIPEA), N-Methyl-pyrrolidon (NMP), PyBOP, TCTU und@rifluoressigsaure (TFA) in der
Qualitat peptide grade wurden von Iris Biotech (Marktredwitz, D) oder Naochem
(Schwalbach, D) erhalten. Das PAL-PEG-PS-Harz té@rRéstphasenpeptidsynthese stammte
von Applied Biosystems (Foster City, USA). Acetoihin der Qualitatgradient grade fur die
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) wurde von J. T. Baker (Phillipsburg,
USA) bezogen.

Chlorin es wurde von Frontier Scientific, Inc. (Carnforth, Y&rworben.

Pyridin-d; fur die NMR wurde von Deutero GmbH (Kastellaun,ddhalten.

Fur alle Pufferlosungen wurde deionisiertes Wasgdilli-Q Academic, Millipore)

verwendet.
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4.1 Synthese, Aufreinigung und Identifizierung dePeptide

4.1.1 Chemische Peptidsynthese

Das Design der in dieser Arbeit synthetisiertentidepberuht auf der bereits im Kapitel 1.5
gezeigten Cyi-Untereinheit des Clgt;-Komplexes vorRb. capsulatus (me-1 bis me-9) und
auf den im Kapitel 1.8 beschriebenen naturlicheshisammelkomplexen LH1 und LH2 von
Rb. sphaeroides (sphu3l, spip31, sp54, spit50). Alle verwendeten Peptidsequenzen sind

in der nachfolgenden Tabelle 1 angegeben:

Tabelle I Sequenzen dele novo synthetisierten Peptide mit der Anzahl der end#melh Aminosduren

Peptid Peptidsequenz z

me-1 | L-K-K-K-R-E-E-H-L-K-L-L-E-E-F-K-K-L-L-E-E-H-L-K-W-L -E-G-G-G-C- | 62
C-G-G-G-E-L-W-K-L-H-E-E-L-L-K-K-F-E-E-L-L-K-L-H-E-E-R-K-K-K-L
me-2 | L-K-K-L-R-E-E-A-L-K-L-L-E-E-F-K-K-L-L-E-E-H-L-K-W-L -E-G-G-G-G- | 62
G-G-G-G-E-L-L-K-L-M-E-E-L-L-K-K-C-E-E-L-L-K-L-A-E-E -R-L-K-K-L
me-3 | L-K-K-L-R-E-E-A-L-K-L-L-E-E-F-K-K-L-L-E-E-H-L-K-W-L -E-G-G-G-G- | 62
G-G-G-G-E-L-L-K-L-M-E-E-L-L-K-K-A-E-E-L-L-K-L-A-E-E -R-L-K-K-L
me-4a | C-L-K-K-L-R-E-E-A-L-K-L-L-E-E-F-K-K-L-L-E-E-H-L-K-W -L-E-G-G-G- | 63
G-G-G-G-G-E-L-L-K-L-M-E-E-L-L-K-K-F-E-E-L-L-K-L-A-E-E-R-L-K-K-L
me-4b | C-L-K-K-L-R-E-E-A-L-K-L-L-E-E-F-K-K-L-L-E-E-M-L-K-W -L-E-G-G-G- | 63
G-G-G-G-G-E-L-L-K-L-M-E-E-L-L-K-K-F-E-E-L-L-K-L-A-E-E-R-L-K-K-L
me-5 | L-K-K-K-R-E-E-A-L-K-L-L-E-E-F-K-K-L-L-E-E-H-L-K-W-L -E-G-G-G-C- | 62
C-G-G-G-E-L-W-K-L-H-E-E-L-L-K-K-F-E-E-L-L-K-L-A-E-E-R-K-K-K-L
me-6 | L-K-K-L-R-E-E-A-L-K-L-L-E-E-F-K-K-L-L-E-E-H-L-K-W-L -E-G-G-G-G- | 62
G-G-G-G-E-L-L-K-L-H-E-E-L-L-K-K-C-E-E-L-L-K-L-A-E-E-R-L-K-K-L
me-7 | L-K-K-K-R-E-E-F-K-K-L-L-E-E-H-L-K-W-L-E-G-G-G-C-C-G-G-G-E-L-W- | 48
K-L-H-E-E-L-L-K-K-F-E-E-R-K-K-K-L
me-8 | L-K-K-K-R-E-E-F-K-K-L-L-E-E-A-L-K-W-L-E-G-G-G-C-C-G-G-G-E-L-W- | 48
K-L-A-E-E-L-L-K-K-F-E-E-R-K-K-K-L
me-9 | L-K-K-K-R-E-E-A-K-K-L-L-E-E-H-L-K-W-L-E-G-G-G-C-C-G-G-G-E-L-W- | 48
K-L-H-E-E-L-L-K-K-A-E-E-R-K-K-K-L
spu3l | D-P-R-RV-FV-AQ-G-V-F-L-F-L-L-AV-M-I-H-LI-L-L-S -T-P-S-Y-N 31

Spip31 | E-L-H-S-V-Y-M-S-G-L-W-L-F-S-AV-AI-V-A-HLAV-Y- -W-RP-W-F | 31

sptu54 | M-T-N-G-K-I-W-L-V-V-K-P-T-V-G-V-P-L-F-L-S-A-AV-I-A -S-V-V-I-H-A- | 54
AV-L-T-T-T-T-W-L-P-A-Y-Y-Q-G-S-A-A-V-A-A-E
SpI50 | T-D-D-L-N-KV-W-P-S-G-L-T-V-A-E-A-E-EV-HK-Q-L-L-G-T-R-V-F- | 50
G-G-M-A-L-I-A-H-F-L-A-A-A-A-T-P-W-L-G
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Die Synthese der helikalen Peptide erfolgte mieeinmultiplen Peptidsyntheseautomaten
(348Q2 Modell, Advanced ChemTech) an einer festen Phasge. RPfogrammierung der
gewlnschten Sequenzen wurde die zugehodrige ACT2 MBS Software verwendet. Die
natdrlichen Aminosauren, deren #&ruppe durch eine Fmoc-Gruppe geschuitzt war, wurde
in einem fiinffachen molaren Uberschuss zum Hargesigtzt. Die reaktiven Seitenkeiten der
Aminosauren waren mit saurelabiletert-Butyloxycarbonyl (Boc)-, tert-Butyl (tBut)-,
2,2,4,6,7-Pentamethyl-dihydroxybenzofuran-5-sulforbf)- oder Trityl (Trt)-Gruppen
geschutzt. Das Harz (1,0 — 1,1 g), das als feshséPfiir die Peptidsynthese eingesetzt wurde,
bestand aus einem mit Polyamidlinkern versehendanckjeschitzten Polyethylenglycol-
Polystyrol (Fmoc-PAL-PEG-PS). Es hatte eine Belgddichte von 0,16 mmol/g und wurde
vor der ersten Kopplung mit DMF gequollen. Die Awmsduren wurden vor dem
Synthesestart in NMP gelost. Der erste Synthesegykkegann mit der Zugabe von 25 %
Piperidin in DMF zur Abspaltung der Fmoc-Gruppe Heszes. Nach mehreren Waschzyklen
erfolgte die Kopplung der ersten Aminosaure duiicke ®oppelkopplung mit TCTU/DIPEA
und PyBOP/DIPEA bzw. zweimal TCTU/DIPEA (fur die rBlgese von me-4a und me-4b).
Die Kopplungsreagenzien PyBOP und TCTU wurden infENg&16st und in einem funffachen
molaren Uberschuss zum Harz eingesetzt. Das mMarkaltnis von DIPEA zum Harz
betrug 10:1. Bei der Synthese der Lichtsammelpeptidurde zusatzlich zu den
Kopplungsreagenzien im gleichen molaren Verhaltas Additiv HOBt zugesetzt. Nach
erneutem Waschzyklus endete der erste Kopplungsgsound der zweite Synthesezyklus
begann mit der Abspaltung der Fmoc-Gruppe von d&ter gekoppelten Aminosaure. Die
Tabelle 2 gibt detailliert die Ablaufe eines Syraeyklus flr die verschiedenen Peptide an.
Durch die Wahl des Harzes bedingt, tragt der C-Tmusnder synthetisierten Peptide eine
Amidgruppe. Der N-Terminus wurde nach der letzteopplung zur Stabilisierung der
Helices (s. Kap. 1.2) mit 5 % Acetanhydrid in DME2Q min) acetyliert. Die Abspaltung der
Peptide vom Harz mit gleichzeitiger Abspaltung raeitenschutzgruppen erfolgte mit einer
frisch angesetzten Losung aus 90 % TFA, 5 % ThsmnB % Ethandithiol und 2 % Anisol
(Inkubationszeit: 1 x 120 min, 1 x 60 min). Die BepAbspaltibsung wurde fur ca. 16 h bei
277 K aufbewahrt, um eine Abspaltung aller Seiteasagruppen zu gewéhrleisten.
AnschlieRend wurde die Losung mit Hilfe einer Oladiionspumpe eingeengt. Das
Rohprodukt konnte anschlieBend mit Ether/Pentah (dv) geféllt werden. Zur Entfernung
der restlichen Abspaltlosung wurden die Peptidénii@h mit ca. 5 ml Ether/Pentan (1:1, v/v)
gewaschen, bevor sie in Essigsaure/Wasser (1:¥pgeldst und anschliel3end lyophilisiert

wurden.
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Tabelle 2 Synthesezyklen dele novo synthetisierten Peptide

me-1, me-2, me-3, me-b5me-4a, me-4b

Peptide me-6, me-7, me-8, me-9
Syntheseschritte sphu3l, spi31, sphs54,
spH350
Vor dem 1. Zyklus: DMF, 2 x 30 min DMF, 1 x 60 min

Quellen des Harzes
1. Abspaltung der Fmoc-Gruppe 25 % Piperidin in DMF| 25 % Piperidin in DMF

2 x 15 min 2 x 15 min
2. Waschen DMF, 6 x 1 min DMF, 6 x 1 min
3. Kopplung 1. TCTU/(HOBL)/DIPEA | 1. TCTU/DIPEA
1 x 60 min 1 x 60 min
2. PyBOP/(HOBLt)/DIPEA | 2. TCTU/DIPEA
1 x 60 min 1 x 60 min
4. Waschen DMF, 6 x 1min DMF, 6 x 1min

Fir die aus 62 Aminosauren bestehenden und an &gk synthetisierten Peptide konnten
Ausbeuten von max. 8 % relativ zum Erwartungsweetr, aus der Beladungsdichte des
Harzes berechnet wurde, erreicht werden. Fur dieekén Peptidstrange konnten Ausbeuten
von max. 10 % erhalten werden. Aufgrund einer achriischen Grinden begrenzten
Reproduzierbarkeit der gleichen Synthese einesid®epnnen fur die Ausbeuten nur
Maximalwerte angegeben werden.

Die Peptide me-1, -5, -7, -8 und -9, die aus zveanbmereru-Helices bestehen, wurden aus
zwei 31meren durch Luftoxidation der Cystein-Restejeweiligen C-Terminus und Bildung
einer Disulfidbricke verknupft. Dazu wurde das Rept einer 50 mM Ammoniumacetat-
Pufferlosung mit 2 % DMSO (pH 7,6) bei RaumtempardRT) fir ca. 16 h geruhrt. Die
Dimerbildung (ca. 90 %) konnte durch Entstehen ®imeuen Signals mit hoherer
Retentionszeit und gleichzeitiger Signalintensiétgngerung des 31meren mittels HPLC
verfolgt werden. Das entstandene Peptid wurde vioint mmgesetzten Monomer abgetrennt,
lyophilisiert und bei 253 K aufbewahrt.

Das Peptid me-4 wurde aus zwei heteromeren Pept{desr4a und me-4b) unter
Verwendung von 2,2’-Dithiobis-5-nitropyridin (DTNRjber Cysteine verknipft, die sich am
C-Terminus beider Peptidstrange befinden (Rabanal.e1996). Hierzu wurde das Peptid
me-4a in einer Argon-gesattigten Losung aus EigAssisser (3:1, v/v) geldst und unter
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Rihren ein vierfacher Uberschuss an DTNP zum Pétizligegeben. Der Reaktionsverlauf
wurde mittels HPLC verfolgt. Nach vollstandiger Kbyng wurde die L6sung mit Eisessig
versetzt, bis ein Essigsaure/Wasser-Verhaltnis &dn (v/v) vorlag und lyophilisiert. Der
Uberschuss an DTNP wurde durch wiederholtes Wasntieiethylether/Methylenchlorid
(7:3, viv) entfernt. Nach erneuter Gefriertrocknuwwgrde das Lyophilisat in einer 1 M
Ammoniumacetat-Losung (pH 5) aufgenommen und dasdPme-4b im molaren Verhaltnis
von 1:1 zum Peptid me-4a hinzugeben. Die Freisgtaton 5-Nitro-2-pyridinthiol konnte
durch Gelbfarbung der Losung beobachtet werdene@ukionnte die Kopplung der beiden

Peptide durch Aufnahme von HPLC-Chromatogrammefolgtrwerden (Tabelle 3).

4.1.2 HPLC

Die HPLC diente zur Aufreinigung der Peptide undblgte mit einer semipraperativen-

HPLC-Anlage (Abimed-Gilson) bestehend aus zwei Perm{T'yp 331 und 332), einem UV-

Vis-Detektor (Typ 156), einem Umschaltventil (Valvate), einem automatisierten

Pipettierroboter mit Injektionsmodul und einem Riahkssammler (215 Liquid Handle, 819

Injection Module). Zudem wurde ein Laufmittel-Entga (ERC-3215a, ERC) eingesetzt. Fur
die computerunterstiitzte Anlage wurde die Uni-P8irtC System Software (Version 3.0)

verwendet.

4.1.2.1 B novo synthetisierte Peptide me-1 bis me-9

Die lyophilisierten Peptid-Rohprodukte wurden in etanitril/Wasser (30:70, viv, 0,1 %
TFA) geldst und mit einem Spritzenfilter (Spartand6 um, Schleicher & Schuell) vor dem
Auftragen auf die HPLC-Saule filtriert. Die Peptidlrden mit einer Protein & Peptide-C18-
Saule (Vydac, 250 x 22 mm, 300 A, 218TP1022) mitsBtaten von 10 ml/min aufgereinigt.
Die analytische HPLC der Peptide erfolgte an eipmtein & Peptide-C18-Saule (Vydac,
200 x 4,6 mm-Saule, 300 A, 218TP54) mit einer Fatesvon 1 ml/min.

Es wurden folgende Gradienten verwendet:

Gradient 10 min: 20 % - 80 % (35 min), 35 min: 80 % (12 7 min: 80 - 20 % (1 min).
Gradient 20 min: 30 % - 75 % (35 min), 35 min: 75 % (12 7 min: 75 - 30 % (1 min).
Gradient 30 min: 30 % - 90 % (35 min), 35 min: 90 % (12 7 min: 90 - 30 % (1 min).
Gradient 40 min: 30 % - 95 % (35 min), 35 min: 95 % (12 7 min: 95 - 30 % (1 min).
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Gradient 50 min: 45 % - 95 % (35 min), 35 min: 95 % (12 7 min: 95 - 45 % (1 min).

Die Prozent-Angaben entsprechen dem Gehalt an Aitetq+ 0,1 % TFA); die auf 100
fehlenden Prozentanteile geben den Wasserant@jlL(% TFA) an.

Die Detektion der Peptide erfolgte bei 220 und 26@ Die getrennten Fraktionen wurden
lyophilisiert, durch MALDI-TOF- oder ESI-Massenspekmetrie (Kap. 4.1.3) identifiziert
und bei 253 K gelagert.

Tabelle 3 Verwendete HPLC-Gradienten und Retentionszeitrsygnthetisierten Peptide me-1 bis me-9.

Peptid GradientRetentionszeit (min)
me-1 2 27,6
me-2 5 29,7
me-3 5 30,6
me-4a 4 21,7
me-4a + DNTR 4 27,9
me-4b 4 27,8
me-4 (a + b) 5 39,9
me-5 2 25,4
me-6 3 31,5
me-7 1 251
me-8 1 30,5
me-9 1 24,2

4.1.2.2 B novo synthetisierte Peptide sph31, spip31, sptub4 und spip50

Fur die hydrophobede novo synthetisierten Peptide, die nach der Sequen®dptide aus

den Lichtsammelkomplexen vorRb. sphaeroides hergestellt wurden, erfolgte die

Aufreinigung mit einer Gemini-C18-Saule (Phenomengp-C18 110A, 250 x 4,6 mm

(analyt.), 250 x 21,2 mm (prap.)). Die Peptide vaurdn Hexafluoraceton (HFA) angelost

und mit 30 % Acetonitril in Wasser (0,1 % TFA) veia. Vor der HPLC wurde die

Peptidlosung mit einem PTFE-Spritzenfilter (0,45, Roth) filtriert. Die Flussrate der HPLC

betrug 1 ml/min. Es wurde folgender Laufmittel-Gead verwendet:

Gradient 6: 0 min: 30 %, 7 min: 40 %, 17 min: 60 %, 47 m85 %, 49 min: 40 %,
54 min: 30 %.

Die Retentionszeiten sind in der nachfolgenden Tedeangegeben.
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Tabelle 4 Retentionszeiten der synthetisierten Peptide3phspi$31, sp54, spif50.

Peptid Retentionszeit (min)
sphu3l 28,8
spi331 43,8
sphu54 29,3
spH350 23,7

4.1.3 MALDI-TOF- und ESI-Massenspektrometrie

Die Aufnahme demMatrix Assisted Laser Desorption lonisation-Time of Flight (MALDI-
TOF)-Massenspektren erfolgte an einem Voyager-DEO P®W/orkstation Spektrometer
(Applied Biosystems) und einem Hochgeschwindigklgfisalisierer (LeCroy). Die Proben
wurden in Acetonitril/Wasser oder HFA (fur Peptider LH-Komplexe) gel6st und mit den
Matrixsubstanzen  wie a-Cyanohydroxyzimtsaure, 2,5-Dihydroxybenzoeséaure er od
Sinapinsaure vermischt. Die Aufnahme der Spektndolgte bei einer Beschleunigungs-
spannung von 20 kV und einer Verzogerungszeit v@h 1&. Die Analyse der Peptide fand
im linearen Negativ-lonen-Modus statt und es wurnd@ndestens 100 Spektren akkumuliert.
Zur Massenkalibrierung wurden synthetisierte Oligdeotide als externe Standards
verwendet. Die Messgenauigkeit lag bei £0,2 % dedeklilargewichtes. Di&lectrospray
lonisation (ESI)-Messungen wurden am Max-Planck-Institut Kiohlenforschung an einem
Fourier Transform lon Cyclotron Resonance (FT-ICR) APEX lll-Massenspektrometer
(Bruker) durchgefuhrt. Das Gerat ist mit einem Magneten ausgestattet und an eine externe
ESI-Quelle angeschlossen. Es wurden ausschlieRbsitiv geladene lonen analysiert und
zur Verbesserung des Signal-Rauschverhaltnisses dd¥#y 200 Einzelschussspektren
akkumuliert. Die Proben wurden vor der InjektionNrethanol/Wasser (1:1, v/v) und 2 %
Essigsaure gelost.

ESI-Messungen an FePPIX-me-1 wurden von T. Daulsemigs der Arbeitsgruppe von Dr.
G. van der Rest (Laboratoire DCMR, Ecole Polyteghaj Palaiseau, Frankreich) ebenfalls
an einem FT-ICR APEX lll-Massenspektrometer durdiige. Hierfir wurden jeweils 4
bzw. 8 puM maguette in 10 mM Ammoniumacetat (pH 7,0) oder 10 mM Ammont
hydrogencarbonat (pH 7,9) geldst und in das Speidter injiziert.

Die Fehler der ermittelten Molekulargewichte aus @&SI-MS-Messungen betrugen in der
Regel £1 Da.

Die durch MALDI-TOF- und gegebenenfalls ESI-MS etalten Molekulargewichte sind in

der nachfolgenden Tabelle 5 zusammengefasst.

73



4. Experimenteller Teil — Material und Methoden

Tabelle 5 Berechnete und experimentell durch MALDI-TOF-M8sbmmte Molekulargewichte (M) dete
novo synthetisierten Peptide. Molekulargewichte, dig Kontrolle durch ESI-MS ermittelt wurden, sind
gesondert angegeben. Die Abweichungen der erreittéltolekulargewichte aus den ESI-Messungen von den
berechneten Werten betragen max. 0,07 %.

Peptid | Molekulargewicht (D4 Molekulargewicht (Da)
berechnet (monoisotop.) experimentell

me-1 7600 7607 [M] 3802 [M}"; ESI-MS: 7600 [M]

me-2 7166 7175 [M} ESI-MS: 7166 [M]

me-3 7134 7138 [M} ESI-MS: 7134 [M]

me-4a 7313 7320 [M]

me-4b 7307 7318 [M]

me-4 14618 14663 [M]7328 [M["; ESI-MS: 14622 [M]

me-5 7470 7478 [M] 3739 [M["; ESI-MS: 7470 [M]

me-6 7173 7177 [M} ESI-MS: 7173 [M]

me-7 5877 5887 [M] 2945 [M"

me-8 5745 5756 [M] 2881 [Mf"

me-9 5725 5736 [M] 2868 [M["

sphu3l 3570 3599 [M + N&], 3615 [M + Na + %2 g;
ESI-MS: 3570 [M[]

spp31 3702 3733[M+N4] 3749 [M+Na+¥% g™
ESI-MS: 3702 [M]

sphub4 5636 5652 [M + %5 @)"; ESI-MS: 5640 [M]

SpH50 5355 5364 [M], 2682 [MF"; ESI-MS: 5355 [M]
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4.2 Darstellung der Kofaktoren

Bei der Isolierung und Synthese der Kofaktoren wardlle Arbeitsschritte unter Grinlicht
durchgefuhrt und die Proben zwischen den einzeReaktionsschritten, sofern moglich, auf
Eis gelagert. Die Metallisierungsreaktion erfolgterch die Acetat-Methode, bei der das

entsprechende Metallacetat zugegeben wurde (Shaiwg).

Standardaufarbeitung: Die Standardaufarbeitung erfolgte bei 277 K. Beaktionsansatz
wurde mit Ether/Wasser im Verhéaltnis 1:3 (v/v) \wes. Nach der Phasentrennung (bei
schlechter Phasentrennung wurde gesattigte Nathilamd-Losung hinzugegeben) wurde die
organische Phase sechsmal mit Wasser gewascheransuthlielend tber Natriumsulfat
getrocknet. Das Trockenmittel wurde abfiltriert undlas Losungsmittel am

Rotationsverdampfer (Rotavapor R-124, Biichi) entfer

Aufreinigung der Kofaktoren: Die (Bakterio)Chlorinderivate wurden an einer lgtischen
und praparativen HPLC-Anlage (Abimed-Gilson) mit nean Gradientensystem
(Pumpenmodelle 305 und 306) und Detektoren derdfamimadzu (SPD-M10AV, analyt.;
SPD10AV, prap.) gereinigt. Algeversed phase-Saulen wurden die Nucleosil-5-C18-
(Macherey & Nagel, 125 x 8 mm) und die Kromasil-b8cSaule (NZ-Analysentechnik,
125 x 4,6 mm) eingesetzt. Eine Econosphere-Sidéiit 125 x 4,6 mm) wurde at®rmal
phase-Saule verwendet. Die verwendete Saule als staBoidase und das eingesetzte
Laufmittel als mobile Phase fir die jeweiligen Kkifaren sind den entsprechenden Absatzen
dieses Kapitels zu entnehmen. Die Detektion demBrge erfolgte bei der Wellenlange ihrer
Soretbande. Die Durchfiuhrung der HPLC fand unteiinicht statt und die gereinigten
Fraktionen wurden bereits wahrend der Aufreinigan§ Eis gelagert und mit Argon begast.

Alle Pigmente wurden anschlieend unter Argon B8iK gelagert.

4.2.1 Chlorophylla

Chla konnte durch Methanol-Extraktion aus getrocknetgpirulina platensis Zellen
gewonnen werden. Hierzu wurden 100 g Algen in 200M&thanol fir 6 h inkubiert. Die
Zellrickstande wurden mit einer Glasfritte abféttiund mit Methanol gewaschen, bis der
Extrakt nur noch schwach griin gefarbt war. Der &kttwurde nach der Standardmethode
(s. o.) aufgearbeitet. Fur die anschlieRende HPL@de jeweils 1 g der getrockneten

organischen Phase in wenig Methanol aufgenommengdtang, das Chl von seiner
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epimeren Form Chl zu trennen. Man erhielt durchschnittlich 190 migiaC Die Ausbeute an
Chla ist allerdings abhangig von den Wachstums- undudhtsbedingungen der Algen und
kann deshalb variieren.
HPLC: stationére Phase: Nucleosil-5-C18

mobile Phase: Methanol

Flussrate: 0,8 ml/min

Retentionszeiten: 7,9 min (Gh) 9,1 min (Ch#).
UV-Vis (nm), DE:382 (0,43), 412 (0,77), 428 (1,00), 532 (0,03), BY06), 615 (0,12),

661 (0,78)s: (DE) = 90300 Mcm™* (Jones et al., 1977).
Aceton: 382 (0,49), 414 (0,88)942,00), 531 (0,02), 578 (0,07), 616 (0,14),
66D,82).

MS (ESI) (g/mol): ber. fir MgGsH72N,Os: M = 892 g/mol; exp. 893 [M + H] und 915
[M + Nal.
'H-NMR (ppm), 400 MHz, Pyridin< & = 0,86 (m, je 3H, CktP7a, CH-P11a, CH-P15a),
1,29 (m, je 2H, CRP5 - CH-P15), 1,61 (s, 3H, CHP3a), 1,62 (d, 3H, CH18"), 1,66 (t,
3H, CH:-87), 1,96 (m, 2H, ChP4), 2,25 (m, je 1H, CHL7'b, CH-17°b), 2,65 (m, 1H, Cht
17'a), 2,82 (m, 1H, Ch17%a), 3,28 (s, 3H, CH7Y), 3,37 (s, 3H, Ck2Y), 3,71 (s, 3H, Cht
12Y, 3,77 (g, 2H, CH8Y, 3,82 (s, 3H, CH13%, 4,51 (dg, 1H, CH-18), 4,66 (d, 2H, GH
P1), 4,76 (m, 1H, CH-17), 5,45 (t, 1H, CH-P2), 6,636 (je dd, 2H, Clg=|32), 6,71 (s, 1H,
CH-13), 8,30 (dd, 1H, CH-3, 8,60 (s, 1H, CH-20), 9,76 (s, 1H, CH-5), 9,931¢d, CH-10).
(Kennzeichnung aller H-Atome in Bezug auf Abbildui®)

4.2.2 Pheophytina
Durch Zugabe von 20 ml Eisessig zu 200 mga@mitstand durch sofortige Entmetallisierung
das Pha. Dieses war optisch an einem Farbumschlag von gaidh braun zu erkennen. Das
Losungsmittel wurde als azeotropes Gemisch mitlgean Volumenanteil an Toluol an einer
Vakuumanlage (Trivag, Leybold-Heraeus, 15 Ifibar) entfernt. Der Riickstand konnte ohne
Reinigung fur die Metallisierungsreaktion mit Zi(kap. 4.2.3) eingesetzt werden.
UV-Vis (nm), DE:406 (1,00), 504 (0,09), 533 (0,08), 561 (0,01), @1,06), 667 (0,53);

¢s67 (DE) = 55900 Mcm™ (Jones et al., 1977).
MS (ESI) (g/mol): ber. fur GsH74N4Os: M = 870 g/mol; exp. 871 [M + H] und 893 [M + Na].
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4.2.3 Zink-Pheophytina
120 mg Phea wurden in 40 ml Essigsaure gelost und mit einen@-faBhen molaren
Uberschuss an Zinkacetat, 200 mg Natriumacetatlidnchg Natriumascorbat versetzt. Die
Suspension wurde 1 h bei RT gerthrt. Nach der @tdadfarbeitung wurde die gewiinschte
Verbindung mittels HPLC aufgereinigt. Man erhieht g (51 %) ZnPhe
HPLC: stationare Phase: Nucleosil-5-C18

mobile Phase: Methanol

Flussrate 0,8 ml/min

Retentionszeiten: 10,3 min (ZnRHel2,3 min (ZnPha).
UV-Vis (nm), DE: 423 (1,00), 519 (0,02), 563 (0,05), §0®9) 653 (0,73);

¢e53 (DE) = 90300 M'em® (Jones et al., 1968).

MS (ESI): ber. fir ZnGsH72N4Os: M = 933 g/mol; exp. 956 [M + Na].
'H-NMR, 400 MHz, Pyridin-¢ Das NMR-Spektrum von ZnP&én Pyridin entspricht dem
von Chh mit maximalen Abweichungen von 0,05 ppm.

4.2.4 Pheophorbida
Pheich wurde durch Zugabe von 5 ml TFA zu 150 mgaCahd einer Inkubationszeit von
30 min gewonnen. Das TFA wurde anschliel3end arr &akuumanlage entfernt und die
Verbindung nach der Standardmethode aufgearbé&itetVerbindung konnte ohne weitere
Aufreinigungsschritte fir die Metallisierungsreakti(Kap. 4.2.5) eingesetzt werden.
HPLC: stationdre Phase: Nucleosil-5-C18
mobile Phase: Methanol/0,5 M Ammoniumacetat-Los{@, v/v)
Flussrate: 1,5 ml/min
Retentionszeiten: 11,2 min (Phajid13,0 min (Pheid).
UV-Vis (nm), DE: 407 (1,00), 469 (0,03), 504 (0,09), $3®7), 561 (0,01), 610 (0,05),
667 (0,49)s7 (DE) = 55900 M'cmi* fiir Phe (Jones et al., 1977); der
Beitrag des Phytylesszum Absorptionsspektrum ist vernachlassigbar
gering;
es67 (H20) = 45000 Mem* (Eichwurzel et al., 2000).
MS (ESI) (g/mol): ber. fir GsHzeN4Os: M = 592 g/mol; exp. 593 [M + H].
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4.2.5 Zink-Pheophorbida
150 mg Pheid wurden in 15 ml Eisessig gelost und mit einem #&hen molaren
Uberschuss an Zinkacetat, 100 mg NatriumacetaR0ndg Ascorbat versetzt und 60 min bei
RT geruhrt. Durch die Metallisierung farbte sicke dibsung von braun nach grin. Nicht
umgesetztes Zinkacetat wurde vor der Standardaifarly abzentrifugiert. Die
anschlieBende Probenaufreinigung erfolgte durch@iHbie Ausbeute an ZnPheidag bei
80 mg (48 %). Ammoniumacetat wurde durch erneutad@&trdaufarbeitung aus der Probe
entfernt und die Reinheit des Pigments durch anidt.C kontrolliert.
HPLC: stationdre Phase: Nucleosil-5-C18

mobile Phase: Methanol/0,5 M Ammoniumacetat-Los{@, v/v)

Flussrate: 1,5 ml/min

Retentionszeiten: 5,6 min (ZnPhajd8,4 min (ZnPheid).
UV-Vis (hm), DE: 378 (0,45), 407 (0,83), 423 (1,00), 5238), 563 0,04), 607 (0,10), 653

(0,71%s3 (DE) = 90900 M'cm™® (Jones et al, 1968);
e663 (L0MM KH.PQ/K HPOs-Puffer, pH 7,3) = 47000 Nemit,

MS (ESI) (g/mol): ber. fir ZnGsH3z4N4Os, M = 654 g/mol; exp. 655 [M + H].
'H-NMR (ppm), 400 MHz, Pyridin€ & = 1,67 (t, 3H, CH8?), 1,72 (d, 3H, Ck18"), 2,54
(m, 1H, CH-17'b), 2,68 (m, 1H, Ck17°b), 2,84 (m, 1H, Ch17%), 2,96 (m, 1H, CH
17*a), 3,26 (s, 3H, CH7Y), 3,37 (s, 3H, CH2Y), 3,72 (s, 3H, Ch12Y), 3,77 (g, 2H, Ch8Y,
3,84 (s, 3H, CI3|-134), 4,49 (m, 1H, CH-17), 4,57 (dg, 1H, CH-18), 6,681 (je d, 2H, Chi
3?), 6,78 (s, 1H, CH-13, 8,27 (dd, 1H, CH-3, 8,67 (s, 1H, CH-20), 9,74 (s, 1H, CH-5), 9,93
(s, 1H, CH-10).

4.2.6 Zink-Chlorin €5
Das kommerziell erworbeneegCwurde in einer Pufferlésung (25 mM Glycin, 50 mM@l,
pH 10) durch Zugabe &quimolarer Mengen an Zinkacetd Rihren bei RT (1,5 h) zu Zel
umgesetzt. Der Einbau liel3 sich mit der UV-Vis-Spaskopie verfolgen. Nicht umgesetztes
Edukt konnte mittels HPLC separiert werden.
HPLC: stationare Phase: Kromasil-5-C18

mobile Phase: Methanol/50 mM Trietihylaoniumacetat-Losung (pH 8) (2:1, v/v)

Flussrate: 0,8 ml/min

Retentionszeiten: 14,2 min€g}, 17,4 min (Zn@y).
UV-Vis (nm), Puffer (25 mM Glycin, 50 mM NaCl, pH 10): 412 (1)0®20 (0,03), 593

(0,04), 633 (0,22)33= 40000 M'cm™.
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MS (ESI) (g/mol): ber. fir ZnG4H34N4O06: M = 659 g/mol, exp. 660 [M + H],
615 [M — C@l.

4.2.7 Bakteriochlorophylla
BChla konnte aus dem Aceton-Extrakt vaxlochromatium vinosum (DSM 185) isoliert
werden. Hierzu wurden die frisch geernteten ZeB@min in Aceton gerihrt (die Zellanzucht
und das Aufbrechen der Zellen wurden von P. Kellarss unserer Arbeitsgruppe
durchgefuhrt). Durch das Aufbrechen der Membranefarml sich im Uberstand neben
verschiedenen Carotinoiden als Hauptkomponente &Cllie Zelltrimmer wurden
abzentrifugiert (Biofuge R15, Heraeus, 5000 UpM7 & 30 min) und der Uberstand vor
Anwendung der HPLC zweimal mit einem Spritzenfilt¢s um, Roth) filtriert, um restliche
Zellbestandteile zu entfernen.
HPLC: stationare Phase: Nucleosil-5-C18

mobile Phase: Methanol

Flussrate: 0,8 ml/min

Retentionszeit: 4,7 min (BCjl

Eine Epimerentrennung wird durch Verwendungraemal phase-Saule

(Econosphere-Si) in n-Hexan, 2-Propand Methanol (100, 2, 0,3; v/v/v) erhalten:

Retentionszeiten: 6,9 min (BG), 9,8 min (BChh).
UV-Vis (nm), DE: 357 (0,75), 391 (0,48), 574 (0,23), T0421), 770 (1,00);

¢770 (DE) = 96000 Mcm™ (Sauer et al., 1966).

MS (ESI) (g/mol): ber. fur GsH74MgN4Os: M = 910; exp. 911 [M + H].
'H-NMR (ppm), 400 MHz, Pyridin¢ & = 0,87 (m, je 3H, CKHP7a, CH-P1la, CH-P15a,
Phytyl), 1,14 - 1,42 (m, je 2H, GHP5 - CH-P15, Phytyl), 1,58 (d, 3H, GHL8"), 1,69 (s,
3H, CH-P3Y), 1,75 (d, 3H, CH7), 2,01 (m, 2H, Ck8Y), 2,24 (m, 2H, CH17?), 2,59 (m,
2H, CH-17Y), 3,16 (s, 3H, Ckt3), 3,49 (s, 3H, Cht2Y, 3,59 (s, 3H, CH12Y), 3,82 (s, 3H,
CHs-13%, 4,03 (m, 1H, CH-8), 4,26 (m, je 1H, CH-7 und @R, 4,37 (m, 1H, CH-18), 4,79
(d, 2H, CH-P1), 5,49 (m, 1H, CH-P2) 6,59 (s, 1H, CH)1.8,53 (s, 1H, CH-20), 8,67 (s, 1H,
CH-10), 9,53 (s, 1H, CH-5).
CV, in Acetonitril/DMF (9:1, v/v) und 0,1 M Tetrabutylammimmtetrafluoroborat:
E%x = +0,249 V,E's = -0,100 V,Eleq = -1,440 V,E%¢q = -1,802 V vs. FeCjpFeCp (siehe
Anhang 1). Die Werte sind gegen FE€@HeCp angegeben, um sie mit der Literatur

vergleichen zu kénnen (Noy et al., 1998).
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4.2.8 Bakteriopheophorbida
BPheich wurde durch Zugabe von 10 ml TFA zu 200 mg BClhd einer Inkubationszeit
von 30 min gewonnen. Das Losungsmittel wurde aref8dhd an einer Vakuumanlage
entfernt. Das Pigment wurde ohne weitere Aufreinggau ZnBPheid umgesetzt.
UV-Vis (nm), DE: 356 (1,00), 383 (0,56), 491 (0,05), $@4£2), 679 (0,09), 749 (0,61);

745 (DE) = 67600 Mcm™ fur BPha (Oelze, 1985). Der Beitrag des

Phytylrestes zum Aipsimnsspektrum ist vernachlassigbar gering.

4.2.9 Zink-Bakteriopheophorbid a
150 mg BPheid wurden unter Argonatmosphare in 15 ml Eisessigseimit einem 250-
fachen molaren Uberschuss an Zinkacetat, 50 mguXedcetat und 20 mg Ascorbat versetzt
und 60 min unter Ruckfluss erhitzt. Durch die Mitarung entstand ein Farbumschlag von
braun nach grin. Nicht gelostes Zinkacetat wurde wer Standardaufarbeitung
abzentrifugiert. Aufgrund der Sensitivitat des Pagits wurde das Losungsmittel nach der
Standardaufarbeitung nicht am Rotationsverdamp$emdern an einer Vakuumanlage
entfernt. Die anschlielende Pigmentreinigung etéoldurch HPLC. Man erhielt 50 mg
(30 %) ZnBPheid. Ammoniumacetat wurde durch erneute Standarddgiang aus der
Probe entfernt und die Reinheit des Kofaktors dartdlyt. HPLC kontrolliert.
HPLC: stationare Phase: Nucleosil-5-C18

mobile Phase: Methanol/0,5 M Ammoniumacetat-Los{@, v/v)

Flussrate: 1,5 ml/min

Retentionszeit: 4,5 min (ZnBPhajd 5,6 min (ZnBPheid).
UV-Vis (nm), DE: 355 (1,00), 389 (0,82), 426 (0,36), 56£9), 672 (0,24), 763 (1,00);

¢762 (DE) = 67700 Mrem* (Hartwich et al., 1998);
e770 (H20) = 47000 Mtcm™® (Noy, 2005).

CV in Acetonitril/DMF (9:1, v/v) und 0,1 M Tetrabutylamminmtetrafluoroborat:
E%x = +0,330 V,Ey = 40,004 V,Eeq = -1,421 V,E%eq = -1,745 V vs. FeCjpFeCp (siehe
Anhang Il). Die Werte sind gegen Fe@@eCp angegeben, um sie mit der Literatur
vergleichen zu kdénnen (Noy et al., 1998).

4.2.10 Lutein
Lutein konnte aus frischem Spinafp(nacia oleracea L.) nach einem institutsinternen
Standardprotokoll (personliche Mitteilung M. Reuspeitsgruppe Prof. Holzwarth) durch

eine Petrolether/Methanol-Extraktion isoliert werdeHierzu wurden 100 g gewaschene
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Spinatblatter (ohne Stil und Mittelrippe) in fligesm Stickstoff gemorsert, in einen
Rundkolben tberfuhrt und mit 200 ml PetroletherMéetol (3:1, v/v) versetzt. Nach Rihren
(6 h) bei RT und unter Lichtausschluss wurden @imd@rserten Blattbestandteile abfiltriert
und mit Methanol gewaschen. Die vereinigte orgdréasPhase wurde mit 80 %iger KOH-
Lésung (0,1 Volumenanteile) und 30 ml einer gegteti Natriumcarbonat-Lésung zur
Verseifung der Chlorophylle und Entfernung reseichiipide versetzt. Nach erneutem
Ruhrprozess (16 h) wurde die Losung zur Phasentrgnmmit Ether/Wasser (1:2, v/v)
versetzt. Die organische Phase (gelb) enthielt @iarotinoide, wahrend sich die
Chlorophyllderivate nach Abspaltung des Phytylresia der wassrigen Phase (grin)
befanden. Nach dem Waschen der organischen Pha¥e¢asser erfolgte die Trocknung tber
NaSO, und schlie3lich das Entfernen des Losungsmittets Rotationsverdampfer. Der
Ruckstand wurde in Aceton aufgenommen und Uber éieselgelsdule (Glassaule,
Durchmesser: 3 cm, Fullhéhe: 25 cm, Kieselgel 6@r@W)) chromatographisch gereinigt.
Als Laufmittel wurde n-Hexan/Aceton (1:1) verwendéléhrend der Aufreinigung wurden
DC-Kontrollen auf Kieselgelfolien (DC-Alufolien, Kselgel 60fs4) mit gleichem Laufmittel
durchgefuhrt. Nach der Saulenchromatographie famel\geitere Aufreinigung mittels HPLC
statt. Aus den 100 g Frischgewicht an Spinatbldttennten 9,6 mg Lutein erhalten werden.
DC: Re-Wert (Aceton/n-Hexan, 1:1, v/v): 0,48
HPLC: stationare Phase: Nucleosil-5-C18

mobile Phase: A: Acetonitril/Methanol/Wasser (72;8/v/v)

B: Methanol/n-Hexan (4:1, v/v);

Flussrate: 2 ml/min

Gradient: 0 - 5 min 0 % B, 28 - 33 min 100 % B;

Retentionszeiten: 24,4 min (Lutein); aus dem Ruola&k (vor der

Saulenchromatographie) konnten weitere Carotinades Spinat mit folgenden

Retentionszeiten isoliert werden: 17,3 min (Nedkar), 19,5 min (Violaxanthin),

22,3 min (Antheraxanthin).
Fur die Zuordnung der HPLC-Peaks dienten folgeneiei@nzen: Muller, 1997; Rivas et al.,
1989.
UV-Vis (nm), Ethanol: 422 (0,70), 445 (1,00), 474 (0,90);

eass (Ethanol) = 144840 Mcm* (Britton et al., 2004).

MS (EI) (g/mol): ber. fir GoHseO2: M = 568 g/mol; exp. 568 [M].
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4.3 Biochemische Versuchsvorschriften

4.3.1 Einbau von Kofaktoren in die Peptide

4.3.1.1 Hamin

Das in DMSO geldoste Hamin (Flukag € 4,8 mM) wurde in kleinen Portionen zu den
Peptiden ¢ = 6 — 60 uM) hinzugegeben, die in 1 ml Puffer (& Kalium-Phosphat,
100 mM KCI, pH 7,0) gelost vorlagen. Die Lésung deir30 min bei RT im Grinlicht
geschuttelt (Tischschuttler, Béhler). Uberschissiggmin konnte mit Hilfe einer PD-10-
Saule (Pharmacia) entfernt werden. Fur kleinereumata wurde eine NAP-5-Saule
(Pharmacia) verwendet. Die Saulen wurden zuvordaih gleichem Puffer equilibriert, der
auch fur das Lésen der Peptide verwendet wurde Hddrau des Hamins in das Peptid me-1
betrug nach dem Absorptionsverhaltnis der Soretbdred 413 nm zu der Peptidbande bei
280 nm unter Beriicksichtung der entsprechendemlidnskoeffizienten 100 %. Um eine
genutgend hohe Konzentration des Komplexes fur #iR-Elessungen zu erhalten, wurden
Amicon-Ultra Konzentratoren (Millipore) mit eineruAschlussgrenze von 5 kDa verwendet.
Die entstandenen FePPMaquettes wurden lyophilisiert und bei 253 K gelagert.

4.3.1.2 Chlorin- und Bakteriochlorinderivate

Die Chlorin und Bakteriochlorinderivate, mit Ausmaé von Zn@s, wurden in Aceton geldst
und portionsweise zum Peptid hinzugegeben, dasnier érgon-gesattigten Pufferldsung
(2 — 2 ml, 50 mM KHPOy/K,HPQ,, 100 mM KCI, pH 7,3) gel6st vorlag. Im Unterschiad
Kap. 4.3.1.1 wurde wahrend der Einbaureaktion disubng 30 bis 60 min bei ca. 283 K im
Grinlicht in einem 10 ml Kolben unter Argon gerihilach dem Entfernen von
Uberschissigem und nicht eingebundenem Pigmenth deiree PD-10-Saule konnte eine
erfolgreiche Einlagerung der Pigmente an den eatfignden Verschiebungen der UV-Vis-
Banden festgestellt werden. Nach Anwendung der @34ule, die mit gleicher Pufferldsung
(s. 0.) equilibriert war, betrug der Acetongehat Wetallopeptidproben weniger als 1 %.
Das hydrophile Zn&;, das als konzentrierte Stammlésung in 25 mM Glysth mM NaCl
(pH 10) bei 253 K aufbewahrt wurde, konnte direlinzPeptid hinzugegeben werden. Der
Einbau des Pigments und die Aufreinigung der eghalh Zn@;-maquettes entsprachen dem
oben beschriebenen Ablauf.
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4.3.2 Konzentrationsbestimmungen der Peptide und Kaktoren

Die lyophilisierten Peptide wurden mit einer Anagsvaage eingewogen und in einer
bestimmten Menge Puffer gelést. Die daraus errtgtt&onzentration wurde durch die
Absorption von aromatischen Aminosauren bei 280 rmmd ihrer bekannten
Extinktionskoeffizienten (Kap. 3.1.3.1) durch Aulfimae eines UV-Vis-Spektrums uberpruft.
Enthielt die Peptidprobe in ihrer Sequenz zwei Toppane, wurde fir dieses Peptid
entsprechend des Extinktionskoeffizienten einepfbhans von,g = 5600 Mcm™ ein
Wert fiirezgo = 11200 M* cnit angenommen.

Zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten von Hekh in wassriger Losung wurde
aufgrund der hydrophoben Eigenschaft des Pigments Sammlosung in DE hergestellt.
Von dieser Losung wurden gleiche Mengen in verstdnen Konzentrationen in jeweils 1 ml
DE und Pufferlosung (50 mM KIRO/K,HPQ,, 100 mM KCI, pH 7,3) gegeben und
Absorptionsspektren aufgenommen. Mit dem aus deerdiur bekannten Extinktions-
koeffizienten von ZnPheadin DE (g53 = 90900 M'cmi’; Jones et al., 1968) kann fiir jede
Absorption (Extinktion, E) der Q-Bande mit dem Lambert-Beer'schen Gesetz die
entsprechende Pigmentkonzentrationefmittelt werden:

Zim mit d = Schichtdicke in cm. 4.3p.1
E

Die Auftragung der gemessenen Absorption in derfddlbung gegen die Pigment-
Konzentration ergibt eine Gerade, aus deren Stgigdear Extinktionskoeffizient des
Kofaktors im wassrigen Milieu bestimmt werden kann.

Zur Uberprifung einer moglichen Anderung des maolaBxtinktionskoeffizienten beim
Einbau von ZnPhealbzw. ZnQ@; in die Peptide wurde lyophilisiertes Peptid im tHaduss
zum Kofaktor in wassriger LOosung hinzugeben. Nachrzém RUhren wurde das
Absorptionsmaximum der Bande von ZnPhea in der Pufferldsung mit dem vom
peptidgebundenen ZnPhaiderglichen. Peptidgebundenes ZnPhereigte dabei einen um
20 % hoheren Extinktionskoeffizienten. Der Extiokiskoeffizient von peptidgebundenem
ZnCes war um 10 % hoher als der vom freien Za@ 25 mM Glycin (50 mM NacCl, pH 10).
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4 .3.3 Gelfiltration

Fur die Gelfiltrationen zur Molmassenbestimmung &eptide und der Peptid-Kofaktor-
Komplexe wurde eine Superdex75 HR10/30-Saule (AnaensBiosciences) verwendet, die
an einer FPLC-Anlage (Akta Basic, Amersham Biosmés) mit der zugehdrigen Software
Unicorn angeschlossen war. Zur Molekulargewichtsimesung wurde die Sé&ule mit
folgenden Proteinen (Molekulargewichte in Klammarngegeben) geeicht, die zuvor in dem
als Laufmittel dienenden Puffer gelost wurden: Baxt Blau 2000 [l 2000000 Da),
Rinderserumalbumin (67000 Da), Ovalbumin (43000, @dgymotrypsinogen A (25000 Da),
Ribonuklease A (13700 Da), Cytochrani12500 Da), Aprotinin (6500 Da).

Als Laufmittel wurden folgende Pufferlésungen vendet:

- 50 mM Tris/HCI (100 mM NaCl, pH 8) oder 10 mM KPO,/K,HPO, (150 mM NaCl,
pH 7,5) fur FePPIXnaquettes,

- 50 mM KH,POJ/K,HPO, (150 mM NacCl, pH 7,3) fir ZnPhadund ZnCGes-maquettes,

- 50 mM KH,POY/K,HPO, (5 mM MgSQ, 0,9 % OG, pH 7,8) fir die Modellsysteme der

Lichtsammelkomplexe.

Die Chromatographie wurde unter Grunlicht bei 283llchgefuhrt. Die Flussrate betrug
0,5 — 0,7 ml/min und die Detektion der Apopeptidélgte bei 260 und 280 nm. Die
Holopeptide wurden zuséatzlich bei 420 nm detekti€tir die Molekulargewichtsbestim-
mungen wurden 100 pl Peptidprolee=(50 — 100 uM) in die Probenschlaufe injiziert wnd
die Saule aufgetragen.

Aus dem Chromatogramm kann fir jeden eluierten BleakElutionsvolumen  abgelesen
werden. Das Elutionsvolumen ist das Volumen, das der Probenaufgabe bis zum
erscheinen des Peakmaximums (ber die Saule gepwingt und hangt vom totalen
Saulenvolumen Vund der Qualitat der Saulenpackung ab. Bei dereSax75 HR10/30-
Séaule wird vom Hersteller ein Saulenvolumen varn=\24 ml angegeben. Die Elution eines
Probenbestandteils wird durch den Verteilungskoieffiten K,, charakterisiert. Das Volumen
der mobilen Phase in der Saule, das als Totvolwhdrezeichnet wird, kann durch Dextran
Blau 2000 bestimmt werden. Dieses Molekul ist sal3gdass es von der Diffusion auch in
die grol3ten Hohlraume des Saulenmaterials ausgssem ist und damit ohne
Bindungsaffinitat durch das Sdulenmaterial wandert.

(Ve _Vo)
(Vt _Vo)

Mit der FormelK , = (Amersham Biosciences, 2002) 3.811)
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kann durch die Auftragung vonaKgegen den Logarithmus des Molekulargewichtes des
jeweiligen Eichproteins eine Eichgerade ermitteid uolglich mit dem K,Wert der zu
untersuchenden Probe das Molekulargewicht bestwerden.

4.3.4 Bestimmung der pH-Abhangigkeit von FePPIX-md-

Fur die Untersuchung der pH-Abhangigkeit des FeRRex1-Komplexes wurden folgende
Pufferlésungen fur die entsprechenden pH-Bereieheendet:

pH Pufferbestandteile
3,0-35 50 mM NaAc, 100 mM KCI
4,0-6,0 50 mM MES, 100 mM KCI
7,0-8,5 50 mM KHPQyYK,HPQ,, 100 mM KCI
9,0-11,0 | 50 mM Glycin, 100 mM KCI

Das Metallopeptid (6 uM) wurde in gleichen Konzatiobnen zu den oben genannten
Pufferlésungen mit pH-Werten von 3,0; 3,5; 4,0;; %®; 7,0; 8,0; 8,5; 9,0; 10,0 und 11,0
gegeben, wobei der Einbau des Hamins durch die Hag&oretbande im UV-Vis-Spektrum

kontrolliert wurde. Bei vollstandigem Einbau destiés in das Peptid me-1 befindet sich die
Soretbande bei 413 nm. Ein unvollstandiger Einbder @ine schwache Bindung verschiebt
die Soretbande zu kirzeren Wellenlangen.

4.3.5 Denaturierung der Apo- und Holopeptide

Die Entfaltung des Apo- bzw. Holopeptides erfolgierch Zugabe des chaotropen Agens
Guanidiniumhydrochlorid (GdnHCI). Hierzu wurde ei@eM Vorratslésung von GdnHCI in
50 mM KH,PO/KHPO, (100 mM KCI, pH 8) angesetzt. Von dieser Ldosungrden
Konzentrationsreihen erstellt, indem die Konzergravon GdnHCI schrittweise um 0,5 M
erhoht wurde, bis schliel3lich eine EndkonzentraaanGdnHCI von ca. 7,5 M dem Peptid
zugesetzt wurde. Die genaue GdnHCI-Konzentratiodeinjeweiligen Probenlésung wurde
mit Hilfe eines Refraktometers bei 294 K bestimnidabei wurde zunachst der
Brechungsindex des verwendeten Puffers gemessen,diesen von dem jeweiligen

Brechungsindex der Puffer-GdnHCI-Mischung zu sub&@®n, in dem das Peptid
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(c =8 - 15 uM) gelodst vorlag. Aus diesetn-Wert wurde die vorliegende Konzentration an
GdnHCI mit folgender Gleichung ermittelt (Pace, P8

c = 57,150n) + 36,804n)* — 91,60An)°. (4.3.5.1)

Die Peptidproben wurden fur 60 min bei RT in denm&tarierungsmittel inkubiert, bevor die
Auswirkungen von GdnHCI auf die Peptide anhand fauoreszenz-, CD- oder UV-Vis-
Messungen untersucht wurden.

Die Fluoreszenz von Tryptophan kann zur Ermittiaeg freien EntfaltungsenthalpigG,, ,

eines Proteins in wassriger Loésung genutzt werdargie Lage des Tryptophanfluoreszenz-
maximums von seiner Umgebung abhangt. Im gefaltéggtid befindet sich das Tryptophan
in hydrophober Umgebung. Durch Zugabe eines deerataden Agens wie GdnHCI gelangt
es aufgrund der Entfaltung des Peptids zunehmendianhydrophilere Umgebung des
Wassers. Dieses hat eine bathochrome Verschiebesmd-ldoreszenzmaximums zur Folge,
deren Abhangigkeit von der GdnHCI-Konzentration Etstellung von Denaturierungskurven
genutzt werden kann. Die Denaturierungskurven, dereen die Stabilitatsparameter eines
Peptids gewonnen werden, ergeben sich aus derafjufig des Anteils an gefaltetem Peptid
gegen die Konzentration des denaturierenden Agénssgehend von einem Zweli-
Zustandsmodell mit einem Zustand der komplett ¢etfeh Struktur und dem Paramedgy;
der in diesem Fall der Wellenlange des Absorptiamsmums von Tryptophan ohne
GdnHCI-Zusatz entspricht und einem Zustand derstaniidig entfalteten Struktur, der als

Parametef, angegeben wird, ergibt sich der Anteil des get@attéeptid$ zu:

b, . —-P
= e (4.3.5.2)
o, -,
In der Gleichung 4.3.5.2 istby,s die beobachtete Verschiebung des Maximums der
Tryptophanfluoreszenz bei einer bestimmten Konagioim des denaturierenden Agens.

Die freie Gibbs-Enthalpie der EntfaltundG,. gibt den Energieunterschied zwischen

obs

gefaltetem und denaturiertem Zustand an:

AG, =-RTInK =-RTIn[(1- f)/(f)] (4.3.5.3)

obs -
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Zwischen der freien Entfaltungsenthalpie und denk®dl-Konzentration besteht eine lineare
Abhéngigkeit, deren Parametar als Mal3 fur die Kooperativitat des Entfaltungsgsses
bezeichnet wird (Tanford, 1970; Dill und Shortl®91):

AGy, = AGHZO ~ Moy (4.3.5.4)

Die Kooperativitat der Entfaltung gibt an, wie &talie Stabilitdt der Polypeptide im Verlauf
der Denaturierung von der bereits vorliegenden dintig beeinflusst wird. Der Parameter

fur die freie Entfaltungsenthalpie ohne DenatungsreagenziedG,, ,, der als MaB fur die

Stabilitat derde novo synthetisierten Peptide in wassriger Lésung gitii der Parameten
kénnen durch Auftragung vdngegen die Konzentration an GdnHCI erhalten wer@amch
Gleichsetzen der Formeln 4.3.5.3 und 4.3.5.4 undddeaus gewonnenen Gleichung wird

diese den Messpunkten angepasst:

1

f e ) (4.3.5.5)

AG
mit k = —— undb = —1©.
RT m

Analog zur Fluoreszenzspektroskopie bietet die @Bk8oskopie unter Anwendung der

Gleichung 4.3.5.2 die MoglichkeifdG, , aus dem Intensitatsverlust des-nn*-Ubergangs

bei 222 nm mit zunehmender Konzentration des Deeatungsagens zu bestimmen. In
diesem Fall gibt der Paramet®y das Maximum der Elliptizitat bei 222 nm ohne GdiHC
Zusatz undd, das Minimum des Drehwertes nach Inkubation vonM,&dnHCI an. Der
Parametef,,s entspricht dem beobachteten Drehwert bei eindgimbegen GdnHCI-Zugabe.

Fur die Stabilitatsbestimmung des FePPIX-me-1-Kexgt in der vorliegenden Arbeit
mittels UV-Vis-Spektroskopie gab die schmale Saetle desmaquettes bei 413 nm den
Zustand der kompletten Faltung und die breite $arete der freien Hamingruppe mit einem
Absorptionsmaximum bei 380 nm den Endzustand d&alimg an. Nach jeder Zugabe von
GdnHCI zum Peptid-Komplex konnte durch Linearkonaltion dieser beiden Zustande der
momentane Entfaltungszustand und daraus die S&l@timittelt werden.
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4.3.6 Isolierung des naturlichen LH2-Komplexes auRb. sphaeroides WT

Der LH2-Komplex vonRhodobacter sphaeroides 2.4.1 (WT) wurde aus gefriergetrockneten
Zellen, die von M. Reus aus der Arbeitsgruppe viof.Holzwarth erhalten wurden, isoliert.
Nach dem Auftauen wurden die Zellen in 20 mM TriSIHpH 8) gel6st und anschliel3end
zentrifugiert (Beckman, JA-10, 277 K, 8000 UpM, &0n). Das Pellet wurde in 20 mM
Tris/HCI (pH 8) aufgenommen und erneut zentrifug{Beckman, JA-10, 277 K, 8000 UpM,
20 min). Nach der Resuspension des Pellets in 20Tm&MHCI (pH 8) und dem Hinzufligen
von DNase | (Merck) wurden die Zellen mit einem fHen aufgeschlossen und auf Eis
gelagert. Die Zelltrtmmer wurden durch Ultrazenwtion (Beckman, JA-10, 277 K, 10000
UpM, 25 min) von den in Lésung befindlichen Lichtsaelkomplexen abgetrennt. Nach
erneuter Zentrifugation des Uberstandes (Beckma70;T277 K, 90 min, 43000 UpM)
wurde das Pellet in 20 mM Tris/HCI (pH 8) resusperid Zur Isolierung des
Antennensystems wurden die Membranen fir 60 minlréit LDAO (v/v) bei 277 K geruhrt
und anschlieBend in Zentrifugenrohrchen mit eineaccBarosedichtegradienten (1,2 M;
0,6 M; 0,4 M) Uberfuhrt und ultrazentrifugiert (Basan, SW28, 17 h, 277 K, 28000 UpM).
Der LH-Komplex sammelte sich im 0,6 M Saccharoseiochr an (Kontrolle durch
Absorptionsmessungen). Als weiterer Reinigungstchnrde eine selbstgepackte DEAE-
Sephacel-Séaule (80 x 7 mm) verwendet. An einer LRAnlage (Pharmacia) wurde die Saule
mit 20 mM Tris/HCI (0,1 % LDAO, pH 8) equilibrietind die Verunreinigungen mit einem
Gradienten bis 150 mM NaCl innerhalb von 20 mirieztu Der Antennenkomplex konnte bei
einer Salzkonzentration von 300 mM NaCl in 20 mNs/HCI (0,1 % LDAO, pH 8) von der
Séaule eluiert werden. Die Aufbewahrung der Probagie bei 253 K.

4.3.7 Rekonstitution der synthetischen Lichtsammelkmplexe

Die lyophilisierten B-Peptide spp31 (Teilsequenz de$-Peptids aus LH1 vonRb.
sphaeroides, PDB: 1DX7) und spbb0 (Gesamtsequenz d@sPeptids aus LH2 vorRb.
sphaeroides, NCBI: AAA26130) wurden in 10 — 30 pul HFA geldshdi zu einer 50 mM
KH,POJ/K,HPQO,-Pufferlosung (5 mM MgSE 4,5 % n-OctylB-glucopyranosid (OG),
pH 7,8) gegeben. AnschlieRend wurde die gleichéeRasung ohne OG hinzugegeben, so
dass eine Endkonzentration von 0,66 % OG in debdhdsung erreicht wurde. Die
a-Untereinheiten (spt81 als Teilsequenz desPeptids aus LH1 voRb. sphaeroides, NCBI:
Q3I1A4 und sph54 als Gesamtsequenz defeptids aus LH2 voRb. sphaeroides, NCBI:
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AAA26131) wurden in 10 — 30 pl HFA geldst und im laren Verhaltnis von 1:1 zum
entsprechendeffi-Peptid hinzugegeben. Die Peptidlosung wurde aiedtdhd mit Argon
gespult und BCH (in Methanol) und Lutein (in Ethanol) in einem ran Konzentrations-
verhaltnis von 3:1 (BChtPeptide) und 2:1 (Lutein:Peptide) in Anlehnungeeinattrlichen
LH-Untereinheit zum Peptidgemisch hinzugegeben.Ma@ben wurden Uber Nacht bei 277 K

inkubiert und am darauf folgenden Tag bei gleichemperatur vermessen.

4.4 Spektroskopische Methoden

4.4.1 Absorptionsspektroskopie

Absorptionsmessungen wurden mit einem Cary 5 UMUNIR- (Varian, CaryWinUVv
Software), mit einem Shimadzu- (UV-2401, UVPC-Seite) oder einem Dioden-Array- (HP
8453, Hewlett Packard)-Spektrophotometer aufgenamme Standardmessungen erfolgten
bei RT. Fur Messungen bei Temperaturen unterhalb WRirde beim Cary 5 der
Kivettenhalter mit Hilfe eines Peltier-Elementekigdt und mit Stickstoff umspult, um
Kondenswasserbildung an den Kivetten zu vermeid@a. Spektren wurden mit der
Basislinie des reinen Losungsmittels korrigiertr 8i@ Messungen wurden Quarzkivetten mit
Schichtdicken von 0,02 cm (Sonderanfertigung) bismd verwendet; die Schichtdicke
entsprach 1 cm bei Standardmessungen. In den Zamgotometern diente das Losungs-
mittel der Probe als Referenz. Fiur die UntersuchidgrgGrundzustandsreaktionen zwischen
Zinkchlorinen und Chinonen (Kap. 5.2.6) wurde daB Bioden-Array-Photometer zur
Aufnahme der Kinetiken bei charakteristischen Wd#lagen eingesetzt.

Die Standard-Probenkonzentration bei der Aufnahere WV-Vis-Spektren lag zwischen 5
und 10 pM. Die Angabe von relativen Intensitateém Kap. 4.2.1 bis 4.2.10 ergédnzen die
aufgefuhrten Absorptionswellenlangen.

Der Ablesefehler fur die in Kapitel 5 angegebenésdptionswellenldngen betrug 0,5 nm.
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4.4.2 Transiente Absorptionsspektroskopie

Fur die zeitaufgelosten Absorptionsmessungen watdeAnregungslichtquelle die zweite
Harmonische eines Nd:YAG Brilliant Laser (532 nm) Kombination mit einenOptical
Parametric Oscillator (OPO), (Opotek, Vibrant, 355 Il) verwendet. Als rAgungswellen-
langen wurden die Lage der Soret- ung-Bande der untersuchten Zinkchlorin-Systeme
gewahlt. Der erzeugte Lichtpuls mit einer L&dnge ean15 ns traf mit einer Energie von bis
zu 10 mJ auf die Probe, die sich in einer Quarzitéwait 1 cm Schichtdicke befand. Zur
Abschwachung der Laserleistung dienten geeignetditbetze. Die Probe E 6 — 15 pM)
wurde sowohl im Luft- als auch Argon-gesattigterstamd bei RT vermessen. Als Messlicht
diente eine 150 W Xenon-Lampe (Schoeffel), deren lléfk&ngen durch einen
Monochromator (Applied Photophysics) selektiert @am. Die Detektion erfolgte Gber einen
Photomultiplier (R955, Hamamadzu) und zwei Transerecorder (7912AD und 390AD,
Tektronix).

Fur dieintersystem crossing Quantenausbeut®;sc wurde als Referenz der Wert von &l
Ethanol von®;sc = 0,5 verwendet (Jabben et al., 1986). Die expartgil bedingten Fehler
betrugen fldisc £15 % fir Werte 8,2 und 80 % fur Werte €,2.

Fur die Elektronentransferuntersuchungen wurdenvdivendeten Chinone direkt vor der
Messung in deionisiertem Wassgr-Benzochinon) oder DMSO (PhengiBenzochinon)
gel6ést und zu den Chlorinsystemen hinzugegebendigiMessungen in Abhéngigkeit von
der Temperatur wurde die zu untersuchende Probaer Puffer/Glycerin-Losung (2:3, v/v)
gelést und sowohl im Luft- als auch Argon-gesaigt Zustand vermessen. Als
Reaktionsgefal3 diente ein Quarz-Vierkant-Rohrchédas zur Kuidhlung mit flissigem
Stickstoff umspult wurde. Ein Temperaturfuhler, ¢éch im Probengefal? befand, gab die
jeweilige Messtemperatur an.

Zur Datenerfassung und den kinetischen Analysemteliein Archimedes Computer (Acorn).
Die Auswertung der Kinetiken erfolgte nach eineaR®n (pseudo) 1. Ordnung. Die Fehler
der ermittelten Triplettlebensdauer und der Geschwindigkeitskonstanten durch Léschung
mit Sauerstoffk.x) und durch Chinonek§) entsprachen #0 %.
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4.4.3 Fluoreszenzspektroskopie

Emissionsspektren und angeregte Fluoreszenzspekiteden mit einem Cary Eclipse
Fluoreszenz Spektrophotometer (Varian) mit zugejedri Software (Cary Eclipse)
aufgenommen. Hierfir wurden Quarzkivetten mit 1 $ahichtdicke bei RT verwendet.
Temperaturabhangige Messungen bis 277 K konntemdiifié eines Peltier-Kihlers erreicht
werden, wobei der Kulvettenhalter auf die entspnedbeTemperatur gebracht und der
Probenraum mit Stickstoff gespult wurde.

Die Standardprobenkonzentration betrug zwischendb 10 pM. Im Allgemeinen betrug der
Ablesefehler aller in Kapitel 5 angegebenen Flumerzwellenlangen +1 nm. Fir die
Auswertung der Tryptophanfluoreszenz wurde das Marm der Messkurve mit der
Anpassung nach Gauss bestimmt. Die Fluoreszenznaugbeute der Chlorinsysteme wurde
nach Anregung bei 418 nm anhand der Flache unte@Q@dBande durch Gauss-Anpassung
bestimmt. FUr die Messung wurden die Probenkonagaotren so eingestellt, dass alle Proben
bei 418 nm mit gleicher Intensitat absorbierters Referenz diente Ghin Aceton mit einer
Quantenausbeute vabL = 0,24 (Bohne et al., 1988). Es wurden Fehler vaa % fur Werte

>0,1 und von 20 % fur Werte €,1 angenommen.

4.4.4 Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie

Fur die zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie davuein F900 Spektrofluorometer
(Edinburgh Instruments) verwendet, das im Singlesfiog Modus arbeitet. Die
Anregungswellenlange der Proben betrug 385 nm (LEPRS 370, PicoQuant). Als
Emissionswellenlange wurde die Lage dgrB@nde der Zinkchlorine in Losung bzw. in
peptidgebundener Form verwendet. Zur Datenauswgifaumd eine Akkumulation von 3000
Einzelphotonenspektren statt. Die Zeitskala der nAabme betrug 100 ns mit einer
Zeitauflésung von 0,2 ns. Zur Aufnahme der Appduatietion wurde eine Streulichtmessung
mit einer Ludox-Suspension (DuPont) durchgefihei gleichen Messbedingungen wurde
ein Emissionsspektrum aufgenommen und von dem &mekter untersuchten Proben
subtrahiert. Die Messung erfolgte bei RT in LufttduArgon-gesattigten Losungen. Fur die
Ermittlung der Fluoreszenzlebensdauepy diente das Software-Paket F900 der Firma

Edinburgh Instruments. Der absolute Fehler xdretrug 0,2 ns.
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4.4.5 Zirkulardichroismus

CD-Spektren wurden mit einem Jasco J-715 CD-Speldter mit passender Software
(SpectraManager) in Quarzkivetten mit 0,1 oder @R Schichtdicke aufgenommen. Zur
Detektion wurden folgende Photomultiplier der Firkk@mamatsu eingesetzt:

R376 (160 — 850 nm) und R316 (400 — 1100 nm).

Die Scan-Geschwindigkeit betrug 100 nm/min. Diggestellte Bandbreite war 1 nm und es
wurden jeweils, soweit nicht anders angegeben, Zyktren akkumuliert. Die Peptid-

konzentration lag zwischen 5 und 50 uM in entspgaden Pufferlésungen. Die Spektren
wurden jeweils um die der Pufferbeitrage korrigiert

4.4.6 Resonanz-Raman-Spektroskopie

Resonanz-Raman-Spektren wurden durch Anregung dssePmit einem AvKr*-lonen-
Laser (BeamLok 2060-6S, Spectra Physics) mit dieestung von 30 — 40 mW erhalten. Das
gestreute Licht wurde auf einen Monochromator (E€fpo, Acton Research, 2400
Striche/mm holographisches Gitter) gelenkt, der gpektralen Zerlegung des Streulichts
diente. Eine mit flissigem Stickstoff gekihlte C®Bmera (SpeclO-LN, Princeton
Instruments) wurde als Detektor verwendet. Interfefilter (Edmund Optics) wurden zur
Eliminierung von Laserseitenbanden eingesetzt. Bigektrenaufnahme erfolgte unter
Verwendung der Software Acton Research SpectraSense

Die Resonanz-Raman-Spektren wurden bei 77 K in @dBaPR-R6hrchen aufgenommen.
Die Proben wurden vor der Messung durch fdeeze-pump-thaw-Methodeentgast und das
Quarzréhrchen unter Argon abgeschmolzen. Die Anrggler FePPIX-Proteine erfolgte bei
407 nm. FUr ein besseres Signal-Rausch-Verhaltarden 20 — 60 Spektren a 30 s gemittelt.
Die Konzentration der Proben wurde so eingesteliss im Bereich der Anregungs-
wellenlange eine OB 5 in 50mM KHPO/K,HPO, (100 mM KCI, pH 7,0) vorlag. Die
Reduktion der Haminproteine erfolgte durch Zugalom WaS,0,. Fir die Auswertung
wurden die Spektren jeweils um das Spektrum desurngmnittels korrigiert. Der

Ablesefehler der Wellenzahlen betrugy eni*.
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4.4.7 EPR-Spektroskopie

Die Aufnahme der EPR-Spektren erfolgte an X- unB8apd EPR-Spektrometern der Firma
Bruker.

Die X-Bandcw-EPR Spektren der Hamin-Peptide wurden an einemsideSpektrometer
aufgenommen. Die Konzentrationen der untersuchegatidproben betrugen 400 — 600 puM.
Die Messtemperatur war 20 K. Die aufgenommenen tggekwurden gemittelt und
basislinienkorrigiert.

Die X-Band cw-EPR Spektren und die X-Band Puls-EPR-Spektren dekchlorin-
Triplettzustande wurden an einem ESP 380-E-Gerfgleaommen. Die Proben wurden mit
einem OPO VisIR 100 (Vibrant) belichtet, der wiadarvon einem Nd:YAG Laser Typ GCR
130 (Spectra Physics) betrieben wurde. Die Messtesyr dercw-EPR-Aufnahmen lag
zwischen 180 und 220 K. Die Aufnahme der Puls-EpBk8en erfolgte bei 5 K. Die
Pulslangen betrugeti2 = 16 ns und = 32 ns, die Zeit zwischen den Pulsen 200 ns. Die
Zeit zwischen der Laseranregung und dem erstenWwailspar = 520 ns. Die Anregungs-
wellenlangen betrugen, wenn nicht anders angegeb@M,nm fir ZnPhe@Proben und
639 nm fur Zn@s-Proben.

Die X-Band 2D-Puls-ESEEM-Messungen an Zinkchlorimarrden ebenfalls an einem ESP
380E Spektrometer mit einem dielektrischen Ringnatar (Bruker) (ESP380-1052 DLQ-H)
aufgenommen. Die Pulssequenz wi-r-n/2-t;-n/2-r-Echo, wobein/2 = 16 nsz = 112 ns
und t; = 40 ns betrugen. Die Probenanregung erfolgtegheithem Lasersystem wie oben
beschrieben. Die Messung wurde bei 5 K durchgefiibie aufgenommenen Spektren
wurden mit Hilfe der Software WIinEPR (Version 2.Bruker) basislinienkorrigiert (lineare
bzw. quadratische Funktion). Des weiteren wurde Zidverfolgung mit einer Hamming-
Funktion multipliziert und die Datensatze mit 10241024 Punkten aufgeflllt. Nach
zweifacher Fouriertransformation der Zeitachsen deor diese in Frequenzachsen
umgewandelt. Die Darstellung der Spektren erfaddgekonturenspektren.

Die X-Band Triplett-EPR-Spektren der untersuchtank&hlorine wurden an einem ESP
380-E FT-EPR Spektrometer mit einem dielektriscBaphirring-Resonator ER4118X-MD-
5W1 aufgenommen. Die Probenbelichtung erfolgteatien beschrieben.

Die Q-Band Triplett-EPR-Spektren wurden mit einetexBys 580 Super QFT Spektrometer
(Bruker) mit einem hausintern gebauten zylindrischResonator gemessen. Fiur die
Probenbelichtung wurde ein OPO (Vibrant 355 Il, @gd verwendet, der mit einem
Nd:YAG Laser Brilliant betrieben wurde. Die Messengwurden zwischen 200 und 220 K
durchgeflhrt.
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Die auf die Zinkchlorined = 200 — 500 uM) treffende Laserleistung betruglien Fallen
zwischen 12 und 15 mJ/Puls. Als Glasbildner wulten&inkchlorin-Proben 60 % Glycerin
zum Puffer (50 mM KHPQJ/K,HPQ,, 100 mM KCI, pH 7,3 oder 25mM Glycin, 50 mM
NaCl, pH 10) hinzugefugt. Die Messfrequenz alleBXad-Messungen betrug 9,7 GHz und
die der Q-Band-Messungen 33,6 GHz. Alle EPR-Prolvarden vor der Messung entgast,
unter Grunlicht in den Resonator eingefihrt undcdueinen Oxford Heliumkryostaten
(Model CF935) mit Temperatursteuerung (ITC4) gekuhl

4.4.8 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektren der Pigmente wurden mit einem Wz-Gerat (DRX-400, Bruker) bei
RT aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen isingom angegeben und beziehen
sich auf das verwendete deuterierte Losungsmidiel Signalmultiplizitaten wurden wie folgt
abgekirzt: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplejt= Quartett, m = Multiplett. Das Losungs-
mittel Pyridin-& zeigt Signale bei 7,19, 7,56 und 8,69 ppm. Deldfeder Signalzuordnung
lag bei 0,1 ppm. Die Zuordnung der Signale fur @@akterio)Chlorinderivate erfolgte mit
Hilfe entsprechender Literaturdaten (Bonigk, 19dheer, 1991, Smith, 1976).

Die NMR-Untersuchungen an “spBl“ wurden von Dr. P. Schmieder (Leibniz-Institiit f
molekulare Pharmakologie, Berlin) durchgefuhrt andgewertet. Fir die Spektrenaufnahme
wurde ein AV600-Gerét (Bruker Biospin) eingesebxie Messtemperatur betrug 300 K. Das
lyophilisierte Peptid wurde in CDECDsOH (1:1, v/v) gel6st, so dass eine Konzentration
von ¢ = 320 pM vorlag. Es wurden neben einBtaNMR-Spektrum auch zweidimensionale
'H-NMR-Spektren zur Protonenzuordnung aufgenommen™-HH, H“-HY-NOESY
(Mischzeit: 150 msec) und¥-H*-TOCSY-Spektren (Mischzeiten: 32 und 80 msec)).
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4.5 Elektrochemische Methoden

4.5.1 Elektrochemische Redoxtitration

Die elektrochemische Redoxtitration wurde in Konation mit der Aufnahme von UV-Vis-
Spektren an Cygt FePPIX-me-1 und FePPIX-me-2 durchgefuhrt. Die dvag fand unter
anaeroben Bedingungen in einer speziell angefertiQuarzkivette (V = 2,5 ml) mit einer
Schichtdicke von 1 cm und einem abgedichteten Anfia die Elektroden und Begasungs-
vorrichtung statt. Zur Verfolgung der Potentialanohg diente ein pH Meter (pHM 63 Digital
pH Meter, Radiometer). Die Anderung des Redoxzuastapei Zugabe von N§0, als
Reduktions- bzw. KFe(CN)] als Oxidationsmittel konnte mit einem Dioden-Arra
Spektrophotometer (HP 8452 A, Hewlett-Packard) zagehdriger Software (HP 89532 A
UV-Vis Software) an der Absorptionsanderung dddande beobachtet werden. Eine Silber-
Silberchlorid-Elektrode (Ag/AgCIl/1 M AgCl) dientdsaReferenz- und ein Platindraht als
Gegenelektrode.

Der Peptidkomplexd = 6 — 10 uM) wurde in eineGlovebox in einem argongesattigten
Puffer (50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, pH 8) geloshdi eine geeignete Mediatoren-
mischung in DMSO (Tab. 6 und 7) hinzugegeben. Desamtanteil an DMSO in der
Peptidprobe betrug 25 %. Die Mediatoren sorgten fir einen schnellegktEonenaustausch
zwischen Elektrode und Protein. Wahrend der Messunge die Kivette mit Argon begast,
das vor Verwendung durch eine Oxisorb-Saule (MeSsersheim) geleitet wurde. Nach
jeder Zugabe von N§&,0O,4 (Stammlésung = 2 — 10 mM in 50 mM Tris/HCI, 100 mM NacCl,
pH 8) bzw. K[Fe(CN)] (Stammldésung = 1 mM in 50 mM Tris/HCI, 100 mM NacCl, pH 8)
wurde die Peptidldsung gerihrt und anschlieRend32min gewartet, bis sich ein Potential-
gleichgewicht eingestellt hat. Zur Ermittlung deallb$tufenpotential&., ,, wurde nach jeder
Zugabe des Reduktionsmittels der Anteil der redteme Form gegen das Potential
aufgetragen. Die Auftragung der ermittelten Wertgs ader Absorptionsanderung der
Soretbande (anstelle defBande) gegen das Potential lieferte die gleichbahigigkeit. Die
erhaltenen Kurven wurden an folgende Gleichungegepasst, die eine Umstellung der
allgemeinen Nernst-Gleichung (Gl. 4.5.1.1) darstell

y= 1+1C(E:_LEm) oy (fur ein Halbstufenpotential)
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05 , 05
1+ 1O(E-Em1)/(60/n1) 1+10(E—Em2)/(60/n2)

bzw. y= (fir zwei Halbstufenpotentiale) (4.3n

mit y = Anteil der reduzierten Form (Red/(Red + Ox))

E = zugehdoriges Potential der Zelle

Den Anpassungen wurden die Halbstufenpotenkaleentnommen. Fir die FePPIX-Peptid-
Komplexe (F&" s F€*) entsprichin = 1.

Fur die Bestimmung des Halbstufenpotentials vonc @ytisste das Protein zunachst durch
Zugabe von K[Fe(CN)] vollstandig oxidiert worden, da es in der MedratoPufferlésung
bereits zu Beginn der Messung teilweise reduzierag.

Ein Teil der Mediatoren, die zur Bestimmung der bstdifenpotentiale der FePPIX-Peptide
verwendet wurden, waren nach einmaliger Reduktiaohtn mehr redoxaktiv. Fur
Wiederholungsmessungen war es deshalb notwendig,neiue Peptidlésung mit einer frisch
angesetzten Mediatorenmischung zu verwenden.

Nach jeder Versuchsreihe wurde zur Eichung derreefelektrode das Halbstufenpotential
von Methylviologen Ewwsagiaga) durch Aufnahme eines zyklischen Voltammogrammer od
durch Anwendung deBquare-Wave-Methode unter gleichen Messbedingungen bestimmt.

Das Halbstufenpotential von Methylviologen ist prlabhangig und mi€;, (MV2+/MV+)

= -448 mV gegen NHE bekannt (Wardman, 1989). Demegsene Potentialwert der
Peptidkomplexe gegen Ag/AgCEngagc) kann als Potential gegen NHE mit folgender

Gleichung umgerechnet werden:

Eowe = (EvsAgCI - EMVvsAgCI )+ E&v (4.5.1.2)

Die Ermittlung der Halbstufenpotentiale der Mediato erfolgte durch zyklische

Voltammetrie.

Tabelle 6 Verwendete Mediatoren fur die chemische Red@tidn von Cyt

Mediator Konzentration| HalbstufenpotentiaEm pHz
(LM) vs. NHE (mV)
Phenazinethosulfat 16 +63
2,6-Dichlorophenol-Indophenol 10 +265
N,N-Dimethyl{p-phenylendiamin 16 +416
1,2-Napthochinon 16 +125
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Tabelle 7 Verwendete Mediatoren fir die chemische Red@tidn der FePPIX-Peptid-Komplexe

Substanz KonzentratignHalbstufenpotentiaEn prs
(LM) vs. NHE (mV)
Phenazin 10 -180
Phenazinmethosulfat 10 +82
Phenazinethosulfat 10 +63
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid 10 -80
Anthrachinon-2-sulfonat 15 -237
2-Hydroxy-1,4-naphtochinon 15 -228
1,4-Benzochinon 25 +280
1,2-Napthochinon 25 +125
1,4-Naphtochinon 25 +28
Durochinon 40 +5
2,3,5,6-Tetramethyb-phenylendiamin 40 +234

4.5.2 Zyklovoltammetrie

Die Aufnahme der zyklischen Voltammogramme erfolgtié einem Potentiostat der Firma
EG&G Princeton Applied Research (Modell 273A). Die untersuchende Probenlésung
befand sich in einem speziell angefertigten Gla#gél/ = 3 ml) mit Deckel und Offnungen
fur die Elektroden und einer Argon-Zuleitung. DipaBnungsvorschubgeschwindigkestan
rate) betrug zwischen 50 und 200 mV/s. Das Halbstufeemdtal ergibt sich bei reversibler
Reaktion aus dem Mittelwert des Peakpotentials ldereaktion (Reduktion) und der
Ruckreaktion (Oxidation), (s. Kap. 3.2).

Als Referenzelektrode diente eine Kalomel-Elektr@dg/HgClo/1 M KCI), als Gegenelek-
trode ein Platindraht und als Arbeitselektrode wuaihe Glascarbon-Elektrode eingesetzt.
Die Messungen wurden in einer Argon-gesattigtenubgsbei 50 mM Tris/HCI| (100 mM
NacCl, pH 8) bei RT durchgefiihrt.

Auch zur ldentifizierung von BChl und ZnBPheid wurde die Methode der zyklischen
Voltammetrie angewendet. Hierfir wurde als Arbé#kirode Glascarbon, als
Gegenelektrode Graphit und als Referenz 0,01 M 4B verwendet. Als Elektrolytldsung
dienten 5 ml Acetonitril (Uvasol-Qualitat)/DMF (9:V/v), in denen 0,1 M Tetrabutyl-
ammoniumtetrafluoroborat als Leitsalz gel6st wurde Pigmente wurden unter Argon aus
dem Vorratsgefald entnommen und in die argonges&tigdektrolytldosung gegeben. Die
Referenzelektrode wurde am Anfang und Ende der iMesgegen Ferrocen als Standard

gemessen. Es wurde ein Wert R +0,087 mV ermittelt.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Wechselwirkung von Hamin mitde novo synthetisierten
Peptiden

5.1.1 Charakterisierung von FePPIX-me-1

Das Modell des Peptids me-1 (Sequenzangabe s.4Khf, Tab. 1), das in diesem Abschnitt
untersucht wird, beruht auf den B- und D-Helices @ytb-Untereinheit des Cht;-
Komplexes ausRb. capsulatus (Robertson et al., 1994), dem Prototypen [H24K10]
(Kap. 1.12). Es wurde bereits in der Arbeitsgruppa Prof. Lubitz nach Austausch eines
Leucins gegen Lysin an Position 28 zur Charakemisig der Wechselwirkung zwischen
Metalloporphyrinen undle novo synthetisierten Peptiden verwendet (Fahnenschra@dfi)).
Fur dieses Peptid, zuvor von Fahnenschmidtnaguette verwendet und hier als me-1
bezeichnet (Abb. 32a), konnte bereits gezeigt werdass eingelagerte Haminmolekile tber
zwei Histidine koordiniert werden (Abb. 32b), (Fanschmidt et al., 2000).

a b

FePPIX

Abbildung 32: (a) Schematische Darstellung des Peptids me-Eim#éim Helixturn-Helix-Bindungsmotiv (mit
PyMOL™, Version 0.97, DeLano Scientific Software ersjelDie Kofaktor-bindenden Histidine sind in rot
hervorgehoben. (H)is-Histidin-Koordination von FePPIX.
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Das Peptid me-1 besitzt ein Helwrn-Helix-Bindungsmotiv. Jede Helix besteht aus 27
Aminosauren an deren N-Terminus nacheinander dhgir@ und ein Cystein gebunden
sind. Das Cystein bildet mit einer gleichen, bebacten Helix durch Luftoxidation eine
Disulfidbriicke und damit deturn des Strukturmotifs. Bekanntlich erhéht eine degart
Disulfidbindung zwischen zwei parallelea-Helices die Proteinstabilitat, wahrend die
Proteinstruktur unverandert bleibt (Zhou et al939

Die Abbildung 33a zeigt eine Aufsicht entlang dezlikachsen des Vier-Helix-Biindels von
me-1. Die Anordnung der Uberwiegend hydrophilen woséuren auf einer Seite und der
Uberwiegend hydrophoben Aminoséduren auf der and&eite einer Helix wird als
amphipathisch bezeichnet. Urspringlich wurde fum derototypen [H24H10Q] eine
Zusammenlagerung vier solcher amphiphiler Helicaseru Ausbildung einercoiled coil
Struktur zu einem Vier-Helix-Biindel angenommen. M@am zu dieser Annahme, da eine
regelmafige Aminosauresequenz aus polaren und ghyaloen Aminosauren vorliegt, die
sich alle sieben Aminoséuren (a bis g) wiederhaliti; 33b). Die hydrophoben Aminosauren
'a’ und 'd’ zeigen in das Innere des Peptids, wotisich ein hydrophober Bereich ausbildet.
Die Kristallstruktur eines durch iterative Proteiodellierung aus dem Prototypen
entstandenemaguettes zeigte hingegen, das die Winkel zwischen den Hsligicht einer
typischencoiled coil Struktur entsprechen und die Anordnung der Helileagbler ist (Huang

et al., 2003). Dieses Strukturmotiv kann aber alemfachtes Modell des vorliegenden Vier-
Helix-Bindels angenommen werden. Im Allgemeinen rigin Aminosauren wie z. B.
Histidin, Methionin oder Cystein den Kofaktor koovdtiv Uber sein Zentralmetall binden.
Diese Bindung kann durch hydrophobe Wechselwirkonggischen dem Protein und dem
Kofaktor unterstiitzt werden. lonische Wechselwidem und Wasserstoffbriickenbindungen
tragen ebenfalls zur Gesamtstabilitat des Protafaktor-Komplexes bei.

Die Abbildung 33a verdeulicht, dass sich das Lydas von M. Fahnenschmidt anstelle des
Leucins in die Sequenz eingebracht wurde, als Ipydi® Aminosaure in Position 28 im
hydrophoben Bereich befindet. Allerdings konnte elisr festgestellt werden, dass diese
Substitution keine negative Auswirkung bezugliclh Bendungsaffinitdt und Gesamtstabilitat

im Vergleich zum urspringlichen Modellsystem hath{fenschmidt, 2000).
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a b

cd efg abcdefg abcdefgocadefg a
me-1: CGGGELWKLHEELLKK FEELLKL HEERKKK L
1 5 10 15 20 25 30

] E21
Hydrophiler k24

Bereich K17 K10 k3

Hydrophober
Bereich

a— d: Hydrophobe Wechselwirkung
e— g: lonische Wechselwirkung

Abbildung 33: (a) Helixrad Helical Wheel)-Darstellung entlang einer Helixachse vom N- zusig€minus am
Beispiel von me-1 (erstellt mit WinPep, Version B3.0(b) Coiled coil Struktur durch Zusammenlagerung von
vier amphiphilen Helices unter Ausbildung einesnelix-Biindels. Die Heptadenpositionen einzelnelites
sind mit a bis g kennzeichnet. Die hydrophoben Ars#turen a und d zeigen ins Innere des Peptids ildehb
den hydrophoben Bereich. Zwischen den e und giBwosit existieren ionische Wechselwirkungen.

Im Folgenden werden der Einbau von FePPIX in dadidPene-1 und die Eigenschaften des
entstandenen Kofaktor-Protein-Komplexes bezugleimes Sekundar- bzw. Tertiarstruktur,

Stabilitat und seines Redoxverhaltens beschrieben.

5.1.1.1 Einbau von FePPIX in me-1

Die Einlagerung von FePPIX (Fe(ll)PPIX: Hamin, BEPIX: Ham) in das Peptid me-1

konnte mit der UV-Vis-Spektroskopie verfolgt werd&iese spektroskopische Methode gibt
Aufschlisse Uber den Oxidations- und Spinzustarsl Eisens und ist die am haufigsten
angewendete und effizienteste Technik zur Untersughvon natirlichen und artifiziellen

FePPIX-Proteinen (Lombardi et al., 2001). Nicht#doiertes Hamin absorbiert in einer
50 mM Tris/HCI (100 mM NacCl, pH 8)-Pufferlosung aghen 340 und 420 nm mit einem
Maximum bei 380 nm. Diese breite Soretbande istfggregation von Haminmolekilen in

wassriger Umgebung zurtickzufihren. Eine weitere umdVergleich zur Soretbande ca.

10-fach schwachere Absorption ist bei 640 nm zubhebten.
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Nach Zugabe des Peptids me-1 zeigt das UV-Vis-8peksowoh! eine schmale Soretbande
bei 413 nm 441> = 1,24 x 16 M cm™; Robertson et al., 1994) als auch die im Kapitél13
bereits beschriebenen undp-Banden bei 558 und 537 nm (Abb. 34), die sichdeih dort
erlauterten Vier-Orbital-Modell nach Gouterman éarkh lassen. Die beobachteten
Absorptionsbanden sind auch von natirlichen Cymden bekannt, in denen eine
sechsfache Koordination des Hamins vorliegt (Moonel Pettigrew, 1990). Ein weiterer
Hinweis einer sechsfachen Koordination ist das &fessnden der Absorptionsbande bei
640 nm. Diese Bande, die aus einewchayge transfer” zwischen demmn-Orbital des
Porphyrins und dem d-Orbital des Eisens resultvegist auf einénigh spin-Spezies hin, die
typisch fur FePPIX-Proteine mit einer HisbtKoordination des Zentralmetalls ist (Brill und
Williams, 1961; Moore und Pettigrew, 1990). Einela&gerung von KO an Hamin tritt auf,
wenn der Kofaktor vier- oder funffach koordiniedriregt oder fir den Fall, dass der sechste
Ligand nur sehr schwach gebunden ist und vom Wasdekul verdrangt werden kann.

Das Fé&"-lon im FePPIX-me-1 lasst sich durch Natriumditfiiais Reduktionsmittel zu Eé
reduzieren. Das entstehende reduzierte Fe(ll)PRifuette zeigt daraufhin eine
bathochrome Verschiebung der Soretbande zu 425nuheine starke Intensitdtszunahme der
a-Bande, wahrend die Intensitat d¢-Bande nur leicht ansteigt (Abb. 34). Der
Extinktionskoeffizient dieser Verbindung betréagts = 1,60 x 18 M™*cm* in gleicher Puffer-
l6sung wie oben beschrieben. Der Komplex ist ugtarerstoffausschluss stabil und lasst sich
durch Luftsauerstoff oder unter anaeroben Bedingundurch Zugabe von Kaliumhexa-

cyanoferrat als Oxidationsmittel wieder zum FeIRIX-maquette oxidieren.

Soret
0,6 - q

0,5-
0,4-
0,3-

0,2+

Absorption

high spin Spezies
630-650 nm

558

0,11

0,0

300 400 500 600 700 800
Wellenlange (nm)

Abbildung 34: Absorptionsspektrum des freien Hamigs=(4 pM) in 50 mM Tris/HCI (100 mM NacCl, pH 8)
(rot) sowie des Hamin-me-1-Komplexes (schwarz) sether reduzierten Form Ham-me-1 (blau). Freies. bzw
durch Wasseranlagerung fiinffach koordiniertes Hamsorbiert bei 630 — 650 nm. Diese Bande ist
charakteristisch fiir eingigh spin-Spezies.
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Untersuchungen zur pH-Abhangigkeit zeigten, dagssFe®PIX-me-1-Komplex im Bereich

zwischen pH 5 und 10 stabil ist. Hierfiir wurde ¢dopeptid in gleicher Konzentration in

verschiedene Pufferldésungen mit unterschiedlichelrWerten gegeben und die Lage der
Soretbande durch UV-Vis-Spektroskopie bestimmt.séuren und alkalischen Bereichen
ausserhalb der angegebenen Grenzen kam es zthgpsaichromen Verschiebung und einer
Intensitdtsabnahme der Soretbande. Diese Beobagmnusind auf Freisetzung von Hamin
zurtckzufiihren, bedingt durch beginnende Entfaltdesg Peptids. Die gro3te Stabilitat weist
die Verbindung bei pH 8 auf. Der StrukturverluspH 4 bzw. >H 10 lasst keine (voll-

standige) Koordination des Kofaktors mehr zu. Zzigédt kann der Verlust an Bindungs-
affinitat des Hamins an das Peptid einerseits ddreHProtonierung der Histidinliganden bei
niedrigen pH-Werten und andererseits durch kooedeémde Hydroxylgruppen an das Hamin

in stark alkalischem Milieu erklart werden.

5.1.1.2 Struktur des FePPIX-me-1-Komplexes

Das Modell des Peptids me-1 ist so konzipiert, dassich in wassriger Lésung spontan zu
einem Vier-Helix-Bindel, bestehend aus zwei Hélia-Helix-Peptidstrukturen,
zusammenlagert. Um dies zu Uberprifen, wurde dithddie der Gelfiltration (Kap. 4.3.3)
angewendet. Die verwendete Superdex-75-Saule vauntigchst mit Proteinen mit bekannten
Molekulargewichten geeicht, um aus dem Elutionsv@no des zu untersuchendeaquettes
das Molekulargewicht bestimmen zu kdnnen.

Fur das Apopeptid me-1 ergibt sich in einer 50 mMs/HCI (100 mM NaCl, pH 8)-
Pufferlosung ein Molekulargewicht von 18000 (+x20@3 und fir FePPIX-me-1 ein Wert
von 20000 (x2000) Da. Diese Molekulargewichte emsipen denen eines Dimers (Vier-
Helix-Bindel; Berechnung: (me-l)F 15214 Da; (FePPIX-me-l= 16448 Da). Analog
wurden vom Prototyp [H10H24]Molekulargewichte von 20100 Da durch Gelfiltration
bestimmt (Gibney et al., 1998).

Sowohl beim Apo- als auch beim Holopeptid kénnenNgbenkomponente §%) Moleku-
largewichte von 40000 (+2000) Da beobachtet werden.aus der Zusammenlagerung von
zwei Vier-Helix-Biindeln resultieren konnen.

Die experimentellen Abweichungen von den berecndi#olekulargewichten beruhen
darauf, dass die zu untersuchende Peptidverbindimegandere Gestalt als die der Standards
aufweist. Dasde novo synthetisierte Peptid hat keine kugelsymmetriscdmndern eine
zylindrische Form. Aus diesem Grund passt es niekékt in die Hohlraume des

Saulenmaterials und wandert schneller durch dideS@ls Ergebnis wird, verglichen mit
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dem berechneten Wert, ein hoheres Molekulargewiohstimmt. Die Detektion des
Molekulargewichtes eines Dimers bestétigt die smpost Ausbildung eines Vier-Helix-
Bindels in Ldsung. Ein solches Vier-Helix-Bindeksddurch Zusammenlagerung von
amphiphilen Helices entsteht, wovon nur zwei Ubare eDisulfidbindung miteinander
verbunden sind, erlaubt eine Umlagerung und belebi Orientierung der
Peptiduntereinheiten. Im Vergleich dazu ist ein r\Hielix-Blndel, das nach dem TASP-
Prinzip (Kap. 1.5) aufgebaut ist und den Vorteihezi bekannten Konformation durch
selektives Ankoppeln der einzelnen Helices hat,igesrflexibel.

Die Existenz eines Vier-Helix-Blindels in wassrigaisung erweckte das Interesse der
Molekulargewichtsbestimmung durch eine massenspaidpische ESI-Messung, die
allerdings in der Gasphase durchgefuhrt wird. Hiervurde das Molekulargewicht des
Apopeptids am Max-Planck-Institut fur Kohlenforsalguan einem FT-ICR-APEX llI-
Massenspektrometer bestimmt. Fir das unter Stapeldirtjungen flir Routinemessungen
(Losen und Injizieren der Peptids in MeOHOH(1:1, v/v) und 2 % Essigséaure) durchgefihrte
Experiment ergab sich eine Molmasse von 7605 (#2) dde exakt dem berechneten Wert
einer monomeren Struktur vom Peptid me-1 entspfibb. 35). Ein Nachweis eines Vier-

Helix-Bundels in der Gasphase wurde nicht erbracht.

[7605+9HP*

[7605+8HP*

[7605+10H}%*

[7605+7HJ*

W — .IflLi.J‘“y,m}.ﬁu’@iul A -
600 800 1000 mM/z

i

Abbildung 35.: ESI-Massenspektrum von Peptid me-1, injiziert Methanol/Wasser (1:1, v:v) und 2 %
Essigsaure. Die Angaben der Molekulargewichte eetsen den durchschnittlich berechneten Molmassen.
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Unter gleichen Messbedingungen gibt es auch keidenveis, dass der FePPIX-me-1-
Komplex in der Gasphase stabil ist. Das ESI-Spekizaeigt lediglich Molekulargewichte des
monomeren Apopeptids me-1 von M = 7605 (+2) Da uebs freien Hamins von
M =617 (£1) Da (Abb. 36).

[7605 + 10H}%

[7605 + 9HP*
FePPIX
\ [7605 + 11H}*

[617 + 1H}

[7605 + 12H}2+

I I

|| et A,J.L..u'w. QMMMM L].Jv-’ TSR AR

" 600 700 800 900 m/z

PR PR | NPT JWM,.,V_..L\JL/,J'

Abbildung 36.: ESI-Massenspektrum vom FePPIX-me-1, injiziertMethanol/Wasser (1:1, v:v) und 2 %
Essigsaure.

In Kollaboration mit T. Daubenfeld (Laboratoire D@&YI Ecole Polytechnique, Palaiseau,
Frankreich), dessen Arbeitsgruppe unter der Leituag Dr. G. van der Rest Uber gute
Erfahrungen auf dem Gebiet von ESI-Messungen ant-kimvalent verbundenen Kofaktor-
Peptid-Komplexen verfugt, wurden ebenfalls ESI-Megen am FePPIX-me-1-Komplex
durchgefuhrt. Durch geanderte Messbedingungen (Laes FePPIXnaguettes in einer
10 mM Ammoniumacetat-Losung (pH 7,0)) wurden netbenDetektion des Apopeptids mit
einem Molekulargewicht von 7605 (x2) Da Molekulasgghte von 8221 (+2) und
8837 (x2) Da gefunden, die einem monomeren Pegethunden mit einem bzw. zwei
Kofaktor(en) entsprechen (Abb. 37).
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Peptid-me-li i My, = 7605.3 Da; M, =7604.9 Da i i

Ham M, = 8221.0 Da; M,, =8221.4Da ii
6+ 5+ Mo =8838.8Da; M, =8837.9Da ﬁ
5+
4+
6+
4+
7+ 6+ 5t 4+
j e ym F Y
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Abbildung 37: ESI-MS-Spektrum von Fe(lll)PPIX-me-t € 8 pM) in 10 mM Ammoniumacetat (pH 7,0).

Durch Messung des FePPIX-me-1-Komplexes in 10 mMmamumhydrogencarbonat
(pH 7,9) gelang schliel3lich neben der Bestimmung Molekulargewichten des Apopeptids
me-1 (7605 (x2) Da) und des Peptids me-1 mit eikeardinierenden Hamin (8221 (x2) Da)
die Detektion eines Signals von 16443 (x2) Da (Al3B). Dieses Molekulargewicht
entspricht dem eines Vier-Helix-Bundels mit zweibgedenen Haminmolekilen. Das
Ergebnis stellt damit, unter Einbezug der mir zggi&hen Literatur, die erste Detektion eines
synthetischen Vier-Helix-Bundels mit eingelagerfaktoren in der Gasphase dar. Es zeigt
zudem, dass zur Detektion von nicht-kovalent gebonad Kofaktoren, die in eine
Peptidstruktur eingebunden sind, mildere Messbeniggn und pH-Werte, die der
maximalen Stabilitdt in wassriger Losung entsprachgewahlt werden muissen, um den
Metallopeptidkomplex vollstandig zu detektieren.eDVerwendung von Essigsaure, die
routinemafig zur besseren lonisation der Peptichithe wird, wirkte sich negativ auf die
Stabilitat des FePPIXaquettes in der Gasphase aus. Dies ist vergleichbar mitrdgabilitat
des Komplexes bei niedrigen pH-Werten in Lésung deddamit verbundenen Freisetzung

der Hamingruppe.
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Peptid me-li i Mey, = 7605.0 Da; M, = 7604.9 Dai i
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Abbildung 38: ESI-MS-Spektrum von Fe(lll)PPIX-me-t € 4 pM) in 10 mM Ammoniumhydrogencarbonat
(PH 7,9).

Die ESI-Massenspektrometrie kann somit als ergdeddethode zur Gelfiltration oder
Ultrazentrifugation (Stryer, 1999), die zur Bestionmmg der Molekulargewichte demaquettes

in Losung dienen, angewendet werden. Sowohl die filtkation als auch die
Ultrazentrifugation sind mit einem grofRen Fehlehdfeet, der die Angabe der genauen
Anzahl peptidgebundener Kofaktoren unmdoglich maEhirch ESI-Messungen lassen sich
dagegen exakte Molmassen bestimmen. Die Detektem \der-Helix-Bindels mit zwei
eingelagerten Haminmolekulen zeigt, dass die hywsbpn Wechselwirkungen zwischen
Peptid und Kofaktor auch in der Gasphase stark ggesmd, um die Hamingruppen an den
Peptiden gebunden zu halten.

Die Anzahl der peptidgebundenen Kofaktoren in L@swonnte auch durch chemische
Titration des Kofaktors zum Peptid me-1 untersugtgrden. Nach Auftragung der
Absorptionsdnderung bei 413 nm gegen das Konzemisaerhaltnis von Kofaktor zum
Vier-Helix-Bundel wurde entsprechend dem Ergebngs &SI-Messung auch in einem
50 mM KH,PO/K,HPQOy-Puffer (100 mM KCI, pH 8) ein Einbau von zwei Kkfaren in das
Vier-Helix-Buindel nachgewiesen (Seidel, 2006).
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5.1.1.3 Stabilitdt von FePPIX-me-1

Peptide lassen sich durch Erhitzen, in unpolaresubhgsmitteln oder durch Zusatze von
denaturierenden Verbindungen wie GdnHCI oder Hafh&ntfalten. Letztere brechen die
Wasserstoffbriickenbindungen im Peptid auf und hildeerseits Wasserstoffbriicken mit
den Aminosauren des ungefalteten Peptids aus (Gosig 1993). Der Entfaltungsprozess
fuhrt zum Verlust der Sekundar- und folglich dertiggstruktur der Peptide. In dieser Arbeit
wurde fir die Entfaltungsstudien die Methode der nB@l-Zugabe gewahlt. Die
Peptiddenaturierung kann durch die Anderung derelLdgs Fluoreszenzmaximums von
Tryptophan oder durch die Abnahme des Drehwert2B2inm im Zirkulardichroismus mit
zunehmender Konzentration an GdnHCI verfolgt werder® Bestimmung mit Hilfe der
Fluoreszenzmessung beruht auf einer Positionsamgleder Tryptophanseitengruppe aus
einer eher hydrophoben in eine hydrophilere Umggbuihrend die Messung des Drehwerts
bei 222 nm (n— n*-Ubergang) als MaR fiir den helikalen Anteil eirfesptids verwendet
wird. Aufgrund der Absorption des Hamins kann fiendFePPIX-me-1-Komplex die
Stabilitat zusatzlich Uber die Anderung des Absorsispektrums bei Zugabe des
Denaturierungsmittels bestimmt werden.

Der helikale Anteil des Peptids me-1 in 5 mM Tri€/H10 mM NaCl, pH 8) wird aus dem
CD-Spektrum durch Ablesen des Drehwerts bei 222umah Einsetzen in die Gleichung
3.1.4.1 zu 72 (£5) % bestimmt. Der Paramd®erder das Verhéltnis des Drehwertes bei
222 nm zu dem bei 208 nm angibt, betragt 1,11 ubtl damit einen Hinweis auf das
Vorliegen einera(3.6,3)-Helix. Der Prototyp [H24H1Q] lieferte vergleichbare Prozentwerte
fur die Anteile amu-Helix (80,5 %) und fur den Paramei(>1,0), (Gibney et al., 1998).

Das Tryptophan ist in wassriger Losung in den hgHoben Innenraum des Vier-Helix-
Bindels gedreht und fluoresziert bei 345 nm. Mihegwmender GdnHCI-Konzentration
verschiebt sich seine Position aufgrund der Entf@gt des Peptids in die hydrophile
Umgebung des Wassers und die Fluoreszenzintensimémt zu (Abb. 39a). Aus der
Positionsanderung resultiert eine bathochrom veisehe Fluoreszenzbande zu 354 nm, d.h.,
der vollstdndig gefaltete Zustand und der entfaltEndzustand fluoreszieren somit bei
Wellenlangen, die um ca. 9 nm verschieden sind.e Hiaraus entwickelte typische
Entfaltungskurve, bei der gemaR den Gleichunge®b 2 3- 4 der Anteil an gefaltetem Peptid
gegen die GdnHCI-Konzentration aufgetragen wurdiejn Abbildung 39b dargestellt. Die
geringere Intensitat der Fluoreszenz im gefaltefaatand gegenuber der des ungefalteten

Zustands kann durch eine schnellere Energieabghldeteverden.
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Abbildung 39: (a) Fluoreszenzverschiebung des Tryptophans in derodkpofon me-1 unter Einwirkung drei
verschiedener GdnHCI-Konzentrationeg{xc = 0 M (schwarz)cggnnct = 3,5 M (rot),Codgnnci = 7,5 M (blau))

in 50 mM Tris/HCI (100 mM NacCl, pH 8,0). (b) Denatrungskurven des Apo-me-1 (schwarz) und des
FePPIX-me-1-Komplexes (rot). Die Entfaltung der fEpmit GdnHCI und einer Inkubationszeit von 6hmi
erfolgte bei Raumtemperatur.

Die Stabilitst der Apoform von me-1 betragt nachr dduoreszenzauswertung unter
Anwendung der Gleichungen 4.3.5.2 — 4 bei RGu,0 = 19,3 (+1,9) kJ mal und die
ermittelte Kooperativitat der Entfaltung ist = 3,9 (+0,4) kJ mot M?* (Tab. 8). Die
Konzentration an GdnHCI, bei der 50 % diernovo synthetisierten Peptide entfaltet sind,
betragtc;, = 4,9 (x0,2) M. Ein geringerer Wert fur die frdtmtfaltungsenthalpie wird tber
die CD-Auswertung gefunden.

Tabelle 8 Freie EntfaltungsenthalpiaGy,0), Kooperativitatenrf) und Konzentrationen fir eine 50 %ige
Entfaltung dede novo synthetisierten Haminproteine,f).

Methode | AGy,o (kI mol®) | m(kd mol*M™) | ¢y (M)
me-1 Fluoreszenz 19,3+1,9 3920,4 4,9 0,2
CD 12,3 41,2 2,2 +0,2 4,7 +0,2
FePPIX-me-1 UV-Vis 18,7 £1,9 45 +0,5 4,2 +0,2
Fluoreszenz 23,3 2,3 4,304 5,4 0,2
CD 16,9 £1,7 3,1+0,3 55 +0,p
[H24H10}L CD 17,3 2,0 5,0
(Gibney und Dutton, 1999)
mMOP1 CD, 22,4 +2,1 4,4+0,4 51
(Fahnenschmidt, 2000) Fluoreszenz*
FePPIX-mMOP1 UV-Vis, CD, 31,426 6,1 0,5 52
(Fahnenschmidt, 2000) Fluoreszenz#*

* es liegen keine Angaben iber Unterschiedeemetmittelten Parametern mit den verschiedenersMes

methoden vor.
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Im Vergleich zum Apopeptid zeigt das Holopeptid bgieicher spektroskopischer
Untersuchungsmethode eine um ca. 4 kJ'rgmdRere Stabilitat und es kénnen hdhere Werte
fur die Parametan undc;; ermittelt werden.

Die verschiedenen spektroskopischen Untersuchuripsden derselben Probe ergeben
leicht unterschiedliche Stabilitatsparameter. Esrdee (ber die Auswertung der
Fluoreszenzspektroskopie hohere Werte fiur die fiemfaltungsenthalpie als Gber die
Methode des Zirkulardichroismus gefunden. Dies kdarauf zurtickgefuihrt werden, dass
sich der Zirkulardichroismus auf die Chiralitat bavas Drehvermdgen des gesamten Peptids
bezieht, wahrend man bei den Entfaltungsstudiem dlee Tryptophanfluoreszenz nur eine
Aminosaure betrachtet. Befindet sich das Tryptopdnaigrund der Peptidsequenz z. B. weiter
von dem hydrophoben Kern eines Vier-Helix-Bundeifegnt oder ist es an einem Terminus
eines Peptids positioniert, so kann sich seine laagedem hydrophoben Milieu bei bereits
geringen Zugaben an GdnHCI leichter in die hydrigpei Umgebung des Wassers andern.
Vergleichbar mit der Auswertung tiber die CD-Speditapie wird auch bei der Anderung der
Absorptionen des FePPIX-me-1-Komplexes die Gesanmktsr des Peptids betrachtet. Beide
Messmethoden eignen sich somit gut fir die Entfgisstudiena-helikaler Peptide und
werden haufig in der Literatur angewendet (Feng Siighr, 1991, Manning, 1993).

Bei den Dbeschriebenen und auch in den folgenden itdlap dargestellten
Stabilitatsuntersuchungen ist anzumerken, dassghdigf grof3te Peptidstabilitat nach Zugabe
von 0,5 M GdnHCI beobachtet wurde und somit eintdfitert aus der beobachteten
Messgrof3e bei 0 und 0,5 M GdnHCI-KonzentrationZaistand der vollstandigen Faltung fur
die Auswertung der Messdaten verwendet wurde. Digade einer kleinen GdnHCI-
Konzentration verhilft dem Peptid offensichtlicigisoptimal zu falten.

Beim Vergleich der ermittelten freien Entfaltungg®ipien desde novo synthetisierten
FePPIXmaquettes mit der Literatur zeigt sich, dass z. B. beim FePRMOPL1 (Tab. 8), das

in der Arbeitsgruppe von Prof. Haehnel (Albert-LugsvUniversitat Freiburg, Institut fur
Biologie ll/Biochemie) als templat-assoziiertes Migelix-Bindel synthetisiert wurde, ein
um 10 kJ mol hoherer Wert gefunden wurde (Fahnenschmidt, 2000).das natirlich
vorkommende C¥ise,, in dem die Hamgruppe zwar Uber Histidin und Matim koordiniert
ist, das aber ebenfalls ein Vier-Helix-Bundel aledd] wurde als Mal3 fur die Stabilitat
AGp,0 = 30,0 kJ mot bestimmt (Arnesano et al., 2000), wahrend fiir Rytbse, ein Wert
von AGy,0 = 13,8 kJ mot ermittelt wurde (Fuentes und Wand, 1998). Darigttder Einbau
des Kofaktors in naturliche Proteinstrukturen imrfeich zu dem hier verwendeten Peptid in

hoherem Mal3e zur Stabilisierung bei. Dieses las$t mit der bereits aus der Evolution
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entstandenen, vorgebildeten und definierten Strukes Peptids und der optimalen und
effektiven Einpassung des Kofaktors in die Peptigkstir erklaren, die bei den artifiziellen
Peptiden nicht gegeben sind. Die ermittelten Wintalie Kooperativitat der Entfaltung von

me-1sind mit denen des mMOP1-Peptids vergleichbar.

5.1.1.4 Redoxverhalten von FePPIX-me-1

Die Bestimmung des Halbstufenpotentials von FePiRE&<1 gibt Aufschliisse Uber die
vorliegende Konformation der homodimeren Peptide \imr-Helix-Bindel. Die hierfur
angewendete chemische Titration erfolgte unter rabaa Bedingungen durch Zugabe von
definierten Mengen an Natriumdithionit zu der gdeaén Proteinlésung bei pH 8. Zunachst
wurde das bereits aus der Literatur bekannte Hdkagpotential von Cygtbestimmt, um von
diesem Experiment ausgehend gute Messbedingungeatefithemische Redoxtitration von
FePPIX-me-1 zu entwickeln. Mit den in der Tabellarfgegebenen Mediatoren wurde ein
Halbstufenpotential fir Cgtin 50 mM KH,PO/K,;HPO,-Puffer (100 mM NacCl, pH 7) von
Empnz = +28 (¥15) mV vs. Ag/AgCI bestimmt (Abb. 40). e wurden die gemessenen
Absorptionen dero-Bande als Anteil der reduzierten Form ((Red) /(RedOx)) mit
zunehmender Konzentration an Natriumdithionit gedengemessenen Halbstufenpotentiale
aufgetragen und die Messpunkte mit der Gleichurigl4l (nach Nernst) flr einen Ein-
Elektronentibergang (n = 1) angepasst. Die Umredhrdes Halbstufenpotentials gegen
Ag/AgCl in das von NHE erfolgte anhand der Gleiopynb.1.2.

0,4+

Anteil reduziertes Cytc
o
il

0,0-
-150  -100 -50 0 50 100
Potential vs. Ag/AgCI (mV)

Abbildung 40: Chemische Redoxitration von 10,7 uM Cyhit Natriumdithonit in 50 mM KHPQ/K,HPQ,
(100 mM KCI, pH 7). Die Auswertung erfolgte Uberedintensitatszunahme derBande bei 556 nm mit
zunehmender Dithionit-Konzentration. Die Fehler vdnmV geben den Ablesefehler der Potentiale zur
Gleichgewichtseinstellung an. Der Fehler fir dieri&/'eles Anteils an reduziertem Cytetragt 0,01.
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Man erhalt fir Cyt ein Halbstufenpotential vol, pH7 = +215 (+15) mV. Dieser Wert stimmt
innerhalb seines Fehlerbereiches mit dem Literagrtrwles Halbstufenpotentials von €yt
von Em pr7 = +225 mV Uberein (Dutton et al., 1970). Auf diebtessung und entsprechender
Literatur (Robertson et al., 1994; Gibney et abDQP) aufbauend wurde eine geeignete
Mediatorenmischung, deren Zusammensetzung in ddyelléa 7 beschrieben ist, zur
Bestimmung des Halbstufenpotentials von FePPIX-rgefinden.

Fir den FePPIX-me-1-Komplex wurden Halbstufenpagdstvon B prs = -434 (x15) mV
und Bnzprs = -337 (¥15) mV vs. Ag/AgCl mit jeweils einem Eklektronenubergang
ermittelt. Diese Werte entsprechen Halbstufenp@tiemt von i pHe = -207 (+15) mV und
Em2,pHe = -110 (+15) mV vs. NHE. Die Differenz betragt dawa. 100 mV und ist typisch flr
die Einbindung von zwei Haminen an gleicher Positides Vier-Helix-Bindels. Die
ermittelten Potentiale stimmen innerhalb ihres &shimit denen vormaquette [H10A24],
Uberein, in denen fir die zwei nahe des Glyomps eingebauten Hamine in Position 10
Potentiale von Eprng= -220 und -105 mV bestimmt wurden (Sharp et &98b). Die fur den
FePPIX-me-1-Komplex ermittelten Potentiale und 8@fach hoéhere Bindungsaffinitat der
Histidine in der Position 10 im Vergleich zu denerPPosition 24 (Gibney und Dutton, 1999)
geben einen Hinweis darauf, dass sich die zwei Hgmppen bei einesyn-Topologie der
beiden Helixturn-Helix-Motive im Vier-Helix-Buindel von me-1 beiden ider Position 10
befinden (s. Abb. 15 und 42). Die Potentialdifferetésst sich folglich durch die
elektrochemische Wechselwirkung der beiden damitniiéh nahe gelegenen Kofaktoren
erklaren. Das erste Elektron kann aufgrund der zwwdiegenden Hamin-Molekile leichter
aufgenommen werden als das zweite Elektron, bei damnoch ein oxidiertes FePPIX
vorliegt.

Im Allgemeinen beeinflusst die lokale Peptidumgabulie Eigenschaften des Hamins und
folglich auch sein Halbstufenpotential. Eine Andeyweiner negativen zu einer positiveren

Ladungsverteilung in der Proteinumgebung erhohtRidsntial (Lombardi et al., 2001).
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Abbildung 41: Chemische Redoxtitration von 6,4 pM FePPIX-meil Matriumdithonit in 50 mM Tris/HCI
(100 mM NaCl, pH 8). Die Auswertung erfolgte Ubée dbsorptionsdnderung bei 426 nm mit zunehmender
Dithionit-Konzentration. Die Halbstufenpotentialeinde mit der Gleichung 4.5.1.1 angepasst. Die FFealken

mit einer LA&nge von 4 mV geben den AblesefehleRi#entiale zur Gleichgewichtseinstellung an.

Der Einbau der positiv geladenen Hamine in die idepergibt auch die Mdglichkeit eines
Konformationswechsels. Ausgehend von einer paesil@dnordnung der beiden Helixen-
Helix-Motive mit einem Kofaktor-Kofaktor-Abstand w013 A kann es durch ionische
Wechselwirkungen zu einer Abstol3ung der beiden lkofan kommen, die zu einenti-
Topologie fiihrt. Die Distanz zwischen den beidemnifégruppen betréagt in diesem Fall 26 A
und sie wirden aufgrund der Aquivalenz das gleldalbstufenpotential besitzen (Gibney et
al., 2000; Grosset et al., 2001; Ishida et al.,4208ine 20 — 80fache Anderung Byn-anti-
Verhdltnis der vorliegenden Konformere entsprichbhee freien Standardenergie von
7,9 — 10,9 kJ mdli (Abb. 42), (Grosset et al., 2001).

!
syn-Topologie anti-Topologie

Abbildung 42: Syn- und anti-Topologie der Vier-Helix-Bundel-Proteinkomplexe.ieDEnergien fir die
Anderung im Konformerenverhéltnis veyn zuanti liegen zwischen 7,9 — 9,6 kJ ifobdaptiert aus Grosset et
al., 2001.
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5.1.2 Darstellung von [FePPIX-me-1]CN

Naturliche FePPIX-Proteine haben neben ihren rddwem Eigenschaften und ihrer
Funktion als Elektronentransferproteine in der Atggkette und Photosynthese die Aufgabe,
kleine Molekile wie @ CO, CN oder NO zu binden. Durch Zugabe einer 20 KCN-
Lésung (in 50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, pH 8) zuneFPIX-me-1 sollte die Bindungs-
affinitat der CN-lonen zum FePPIX-Protein, in dem die Kofaktoremctiuzwei Histidine
gebunden sind, untersucht werden.

Nach der Zugabe von KCN wurden die in Abbildung g&eigten Absorptionsspektren
erhalten. Im Vergleich zu den Absorptionsbanden aledierten und reduzierten Form des
FePPIX-Proteins ohne Cyanideinfluss kénnen sowobhdnverschiebungen als auch
Intensitatsunterschiede in den und p-Banden beobachtet werden. Die charakteristischen
Absorptionen des Fe(ll)PPIX-me-1-Komplexes liegeai 413, 531 und 553 nm. Nach
Zugabe von KCN ist die Soretbande zu 419 nm batleociverschoben. Die- undp-Banden
liegen nicht mehr separiert vor und eine Koaleszdeser Banden bei 545 nm wurde
beobachtet. Im Vergleich dazu liegen bei freienpRgrin-Basen mit B-Symmetrie vier Q-
Banden vor, wahrend bei den héher symmetrischeraldporphyrinen nur zwei Q-Banden
auftreten. Das Erscheinen von nur einer Q-Bandestweiamit auf eine weitere
Symmetrieerhéhung des Systems hin, die aus derdikeerenden Liganden an der flinften
und sechsten Koordinationsstelle resultiert. Ddddreder Absorptionsbande bei 640 nm, die
auf einenhigh spin-Zustand des Eisens und damit auf eine funffacher odir schwache
sechsfache Koordination hinweist, bestarkt die Amnma einer sechsfachen Koordination des
Hamins. Ein Vergleich der Lage der beobachteten ofiinsbanden mit denen des
natirlichen Hamiglobincyanids weist eindeutig aufea entstandenen [FePPIX-me-1]CN-
Komplex hin (Toothill, 1967). In beiden Komplexese(ovo und nativ) ist das FePPIX Uber
ein Histidin an das Peptid gebunden und die sedtstedinationsstelle wird durch ein CN-

Molekul besetzt.
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Abbildung 43: UV-Vis Absorptionsspektren jeweils 8 uM Fe(lll)PPme-1 (schwarz) und Fe(ll)PPIX-me-1

(blau) und nach Zugabe von 10 mM KCN zu Fe(lll)Pfh¥-1 (rot) und Fe(ll)PPIX-me-1 (grin) in 50 mM
Tris/HCI (100 mM NaCl, pH 8). Die reduzierten Form&urden durch Zugabe von Natriumdithionit erhalten

Auch der [Fe(ll)PPIX-me-1]CN-Komplex konnte mit thionit zum [Fe(I)PPIX-me-1]CN-
Komplex reduziert werden. Dadurch verschiebt siehSbretbande zu 431 nm, wéhrend die
a- undB-Banden bei 535 und 561 nm gleiche Intensitatew@igen (Abb. 44). Damit erfolgt
im Cyanidkomplex [Fe(lll)PPIX-me-1]CN wie auch beim cyanidfreien Kolex bei
Reduktion eine Verschiebung der Soretbande um 12DmenWechselwirkung des Prototypen
[H24H10L mit Cyanid lieferte gleiche Anderungen in den Afpsionsspektren (Gibney et
al., 1998).

Die Versuche haben gezeigt, dass der starke Cyagaohd das Eisenatom des Porphyrins
von einer Seite koordiniert, was sowohl beim oxigie als auch beim reduzierten FePPIX-
maguette zu einer bathochromen Verschiebung der Soretbdidde. Das o-Orbital des
Cyanid-lons kann mit dem s-Orbital des Metalls esy8indung eingehen und durch
Uberlappung der besetzten d-Orbitale des Metaltsunidesetztem*-Orbitalen des CNlons
entsteht eine-Ruckbindung. Beide Bindungen stabilisieren den i§mx. Allerdings wurde
eine Freisetzung des Hamins vom Peptid und dietBasg der sechsten Koordinationsstelle
des Kofaktors durch ein weiteres Cyanid nicht bebtet, da dieses zu einer stéarker
bathochromen Verschiebung der Soretbande fahrt 422 nm), die in diesem Fall nicht
beobachtet werden konnte. Die Ergebnisse zeigelit @éame gute Einbindung des FePPIX in
das Vier-Helix-Blundel, dass trotz des starken-Cijanden nicht vom Peptid abgetrennt
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wird. Es eignet sich somit hervorragend als Mogstlsm eines naturlichen FePPIX-Proteins
mit der Funktion von Bindung und Transport kleirMolekile, wie hier am Beispiel der

Cyanid-Komplexierung gezeigt werden konnte.

5.1.3 Auswirkungen verkurzter Peptide im Vergleichzu me-1

Um die Auswirkung einer Verkirzung der Peptide alfe Bindungseigenschaft des
Kofaktors, ihre Faltungsstruktur und die Stabildés Komplexes zu tberprufen, wurden die
Peptide me-7 bis me-9 synthetisiert (Sequenzangali¢ap. 4.1.1, Tab. 1). lhre Helices
bestehen aus jeweils 20 Aminosauren. Die im Vergleum Peptid me-1 fehlenden sieben
Aminosauren betreffen die zweite, vom verbindentlmp entferntere Histidin-Bindungs-
stelle, die damit eliminiert wurde. Damit befindgich im Peptid me-7 pro Heliturn-Helix-
Motiv anstelle von vier Histidinen, wie im PeptideAd, nur noch zwei Histidine nahe der
loop-Region. Das Peptid me-8, das keine Histidine dntdéent der Uberprufung, ob eine
selektive Koordination des Hamins uUber Histidineeroaine zuféllige Anlagerung des
Kofaktors an das Peptidgerust erfolgt. Das PepeeOnentspricht der Sequenz von me-7 mit
der Ausnahme des Austausches von Phenylalanin gdgam (detaillierte Sequenz in 4.1.1,
Tab. 1). Damit bietet dieses Peptid die Moéglichkdie Funktion und den Einfluss einer
einzelnen Aminosaure, in diesem Fall die des Plaganyins, auf die Stabilitat des Peptids und
die Bindungsaffinitat zum Hamin zu untersuchen.

Die Absorptionsspektren der me-7- und mejuettes zeigen nach Zugabe von FePPIX die
gleichen Absorptionsbanden wie die des FePPIX-rd@plexes. Im Unterschied dazu
entspricht das Spektrum desaquettesme-8 dem eines Hamins in wassriger LOsung
(Abb. 44). Das frei vorliegende Hamin erklart autib zu beobachtende Bande um 630 nm,
die aus einehigh spin-Spezies des Eisens resultiert. Damit kann gezeggtien, dass der
Kofaktor ausschlie3lich in die Peptide me-7 und 9neingebaut werden kann. Die
Nichteinlagerung des Hamins in das Peptid me-8 lstweass sich das Hamin nicht
unselektiv am Peptidgerist anlagert, sondern dass Histidin die Bindungsstelle des

Kofaktors darstellt.
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Abbildung 44: Absorptionsspektren von jeweils 7 pM Peptid mésghwarz) und Peptid me-8 (rot) nach
Zugabe von FePPIX. Der FePPIX-me-7 Komplex wurdet matriumdithionit reduziert (blau). Die
Absorptionsspektren von FePPIX-me-9 sind mit dewem FePPIX-me-8 identisch und werden deshalb nicht

gesondert gezeigt.

Um Informationen Uber die Supersekundarstruktur Eeptide in wassriger Losung zu
erhalten, wurden die Molekulargewichte der Peptidser Gelfiltration bestimmt. Die
Abbildung 45 zeigt als Beispiel die Elutionsprofiier verwendeten Eichproteine und des
Peptids me-8. Alle ermittelten Molekulargewichtedsin Tabelle 9 angegeben.
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Abbildung 45: (a) Elutionsprofil einer Gelfiltration von Eichgeinen (schwarz) und vom 75 uM Peptid me-8
(rot) in 10 mM KHPO/K,HPQ, (150 mM NacCl, pH 7,5)Aex = 280 nm. Die mit Nummern gekennzeichneten
Elutionsvolumina gehoren zu folgenden EichproteirferDextran-Blau (>200000 Da), 2. Rinderserumalioum
(67000 Da), 3. Ovalbumin (43000 Da), 4. Chymotrgpgen (25000 Da), 5. Ribonuklease A (13700 Da), 6.
Aprotinin (6500 Da). (b) Die Auftragung des Vertgigskoeffizienten K, gegen den Logarithmus des
Molekulargewichtes der entsprechenden Eichproteargibt eine lineare Abhangigkeit, aus der die
Molekulargewichte des untersuchten Peptids (hieBjneestimmt werden kdnnen. Die anhand der Gleighun
4.3.3.1 ermittelten |g-Werte sind fir das Peptid me-8 (Monomer und Dineémyjezeichnet.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Es kénnen fir jedes der drei Peptide Molekulargbteidbestimmt werden, die zu 90 % dem
berechneten Wert eines Dimers entsprechen. Numgefmger Anteil von 10 % liegt in
monomerer Form vor. Im Vergleich dazu wurde beimptideme-1 kein monomerer Anteil
beobachtet. Es liegt neben der Vier-Helix-Bundealrtierung lediglich ein 8 %-Anteil an

Oligomer vor.

Tabelle & Durch Gelfiltration bestimmte Molekulargewichterdde novo synthetisierten Peptide me-7, me-8
und me-9. Die Prozentangaben, die aus den Absaogwiohaltnissen bestimmt wurden, geben den Anggil d
jeweiligen Form an.

Peptid] ber. Masse (Da) exp. Masse 2000 Da

me-7 5878 (Monomer) 5700 (10 %)
11756 (Dimer) 10500 (90 %)

me-8 5747 (Monomer) 6500 (10 %)
11494 (Dimer) 14500 (90 %)

me-9 5727 (Monomer) 6200 (10 %)
11454 (Dimer) 11300 (90 %)

Die Ergebnisse der Gelfiltration zeigen, dass sieth die verkirzten Peptidstrange zu Vier-
Helix-Bundeln zusammenlagern konnen. Um die Anzirl Hamine im Vier-Helix-Bundel
der Peptide me-7 und me-9 zu bestimmen, wurdehté@imeinlosung bekannter Konzentration
zum Peptid titriert, das geldst in einem 50 mM JREy/K,HPQO,-Puffer (100 mM KCI,
pH 7,5) vorlag (Abb. 46a). Die Titrationen ergabéass bei beiden Peptiden nur ein Kofaktor
pro Vier-Helix-Buindel eingelagert wird. Die Abbildg 46b stellt die Auftragung der
Absorptionsanderung bei 416 nm mit zunehmender &atnation an FePPIX gegen das
Verhéltnis der Stoffmenge des Kofaktors zu der Wes-Helix-Blndels exemplarisch am
Peptid me-9 dar.

Durch die Eliminierung der zweiten Histidin-Bindwsgelle in den Peptiden me-7 und me-9
wurde im Vergleich zum Peptid me-1 nur noch ein Hé&pno Vier-Helix-Buindel eingelagert.
Aufgrund der immer noch vorhandenen vier Histicdim&e auch hier eine Einlagerung von
zwei Haminmolekilen moglich gewesen. Dieses lasstud schliel3en, dass bei einer
Verkirzung der Peptidstrange um ca. 1 ensi€ben Aminosauren) die Faltung, Struktur und
insbesondere die Stabilitat der Peptide, die ndgéihal dargestellt wird, so verandert werden,

dass nur die Bindung eines Kofaktors erfolgt.
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Abbildung 46: (a) Absorptionsspektren der chemischen Titration FePPIX (Vorratslésung 0,9 mM) zu 1 uM
Peptid me-9 in 50 mM KEPO/K,HPQO, (100 mM KCI, pH 7,5). Als Vergleich ist ein Spaltn von nicht
peptidgebundenem FePPIX in gleicher Pufferlosurg) (gezeigt, das zur besseren Darstellung um 0,4
Absorptionseinheiten verschoben wurde. (b) Auftraguer Absorptionsdnderung bei 416 nm gegen das
Stoffmengenverhéltnis vom Kofaktor zum Peptid maLVier-Helix-Bundel.

Zur Untersuchung der Sekundarstruktur und der Bttbn der Peptide diente auch hier die
Messung des Zirkulardichroismus. Hierzu wurden dReptide me-7 bis me-9 mit
verschiedenen Konzentrationen an GdnHCI inkubierd wie Denaturierung der Peptide
anhand der Abnahme des Drehwertes bei 222 nm be@bha@bb. 47a). Mit Hilfe der

Gleichung 4.3.5.2 und der Auftragung der Fraktiom gefaltetem Peptid gegen die
entsprechende GdnHCI-Konzentration erhalt man mlidkbildung 47b am Beispiel fur das

Peptid me-9 gezeigte Denaturierungskurve.
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Abbildung 47: (a) CD-Spektren von 20 uM Peptid me-9 ohne GdrHB@atz (schwarz), nach Inkubation mit
2 M GdnHCI (rot) und mit 7 M GdnHCI (blau) in 5 mKH,PO/K,HPO, (10 mM KCI, pH 7,5). (b) Aus den
Messwerten der CD-Spektren resultierende Denatungskurve vom Peptid me-9.

Im Vergleich zum 62meren Peptid me-1 weisen didi@sem Abschnitt gezeigten 48mere in
wassriger Losung eine zwei- bis dreifach geringeege EntfaltungsenthalpidG,o und
damit eine geringere Stabilitdt auf (Tab. 10), wedldr sich das Koorperativitatsmafd nur
geringfligig andert. Die geringen Werte tap = 1,5 — 1,9 (£0,2) M GdnHCI im Vergleich zu
dem fur FePPIX-me-1 vory, = 4,7 (x0,2) M GdnHCI zeigen, dass bereits beingen
GdnHCI-Konzentrationen eine 50%ige Entfaltung @evgiligen Peptide vorliegt.

Der o-helikale Anteil, dessen Gehalt mit der Formel 81.bestimmt wurde, betragt
30 (£5) % fur das Peptid me-7, 38 (x5) % fur men8 @28 (£5) % fur das Peptid me-9. Dieser
im Vergleich zum Peptid me-1 (72 % Helixanteil)igge Anteil ana-Helikalitat spiegelt sich

in der geringen Stabilitat der Peptide wieder, elafjl die Gelfiltration auch bei den Peptiden
me-7 bis me-9 die Existenz eines Dimers angibtsDidrt zu der Schlussfolgerung, dass
bereits der hier vorhandene geringe Anteibarelix ausreicht, um ein Vier-Helix-Buindel zu
bilden und das Hamin selektiv zu binden. Dennocigere die geringen Stabilitdten der
Peptide me-7 bis me-9 eine Begrenzung fir den nalstrschen Nachbau eines natirlichen
Proteins an. Eine zu kurze Peptidkette fuhrt zumuge der Sekundarstrukturelemente und
folglich zur Einschrankung der funktionellen Peptgkenschaften.

Das Verhéltnis des Drehwertes bei 222 nm zu den2@&inm betragt R = 0,91 (me-7), 0,88
(me-8) und 0,90 (me-9). Die Werte verifizieren itkea drei Fallen das Vorliegen einer
a(3.613)-Helix (vgl. Kap. 3.1.4).

Die Substitution des Phenylalanins durch Alaninveatier eine Auswirkung auf die Lage der

Absorptionsbanden der entsprechenden FePRigUettes (me-7 und me-9) noch auf die
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Stabilitaten der Apopeptide, deren Werte innerhlatbs Fehlerbereiches vergleichbar sind.
Im Allgemeinen erhoht ein Phenylalanin, das einnkiaersetzt, die Stabilitdt eines Proteins
um 8 — 20 kJ mdl, indem es zur Hydrophobizitat im Inneren einestéins beitragt
(DeGrado et al., 1999). Allerdings hangt dies stark der Position der Aminosaure ab. Nach
aul3en gedrehte oder sich an den Enden einer Hefirdende Phenylalanine, die einen
Alaninrest ersetzen, erzeugen keine erhthte Sth(Creighton, 1993).

Tabelle 10: Freie EntfaltungsenthalpieAGy,0), Kooperativitaten ) und Konzentrationen flr eine 50 %ige

Entfaltung €;,) derde novo synthetisierten Peptide me-7, me-8 und me-9 in\b KiH ,PO,/K,HPO, (10 mM
KCI, pH 7,5).

Methode| AGu,o (kJ molY) [ m(kJ mol"M™) | cyp (M)
me-7 CD 4,7 +0,5 2,5+0,3 1,9 £0}2
me-8 CD 3,7+0,4 2,4 10,2 1,5 0,2
me-9 CD 5,5 0,6 3,3 0,3 1,7 0|2
Vergleich: me-1 CD 12,3 1,2 2,2 £0,2 4,7 0,2

5.1.4Bis-His vs. His-Met-Koordination von FePPIX
5.1.4.1 Einbau von FePPIX in me-2

In diesem Teil der Arbeit sollte gepruft werden, ene His-Met-Koordination der
Hamgruppe, wie sie z. B. in nattrlichem €ybrliegt, sich gegeniber einer konkurrierenden
bis-Histidin-Koordination ausbilden kann. Zur Bearbei dieser Fragestellung wurde das
Peptid me-2 verwendet, das in der Arbeitsgruppetddutmodelliert wurde und auf eine
Weiterentwicklung des erstmalig gezeigtemaquettes als Modellsystem der Q¢
Untereinheit beruht (Sharp et al., 1998a; Roberttoal., 1994). Das Peptid besteht aus 62
Aminosauren (Sequenz s. Kap. 4.1.1), die wie bepti® me-1 aus einem Helbwrn-Helix-
Motiv aufgebaut sind. Deturn besteht in diesem Fall aus acht Glycinen. Bekanmtl
unterbrechen Glycine eineHelix (Kap. 1.2) und bilden einemirn aus, was die annéhernde
Parallelitat der beiden-Helices im Peptid me-2 zur Folge hat. Im Untersdrzu me-1 sind

in dem Helixturn-Helix-Motiv anstelle von zwei Histidinen ein Hidin und ein
Methioninrest benachbart. Die Zusammenlagerung imane Vier-Helix-Bundel mit einer
syn-Topologie schlie3t damit eine mdogliclhes-His-Koordination nicht aus. Durch Zugabe
von FePPIX zum Peptid existieren, ausgehend voeresechsfachen Koordination des

Hamins, verschiedene Koordinationsmaoglichkeitea,idiAbbildung 48 gezeigt werden.
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Abbildung 48: Darstellung der verschieden moglichen Kombinatiofiir den Einbau von FePPIX in das Vier-
Helix-Blndel des Peptids me-2. Neben der Einlaggron zwei Hamingruppen und Ausbildung von zwei-His
Met-Koordinationen (a) kann ein Kofaktor tber zwgggeniberstehende oder benachbarte Histidin- und
Methioninreste (b) oder von zwei Histidinen (c) kadioiert werden.

Als erster Schritt zur Charakterisierung des FePPRPihbaus in das Peptid me-2 wurde die
UV-Vis-Spektroskopie verwendet. Als Vergleichspratiente der FePPIX-me-1-Komplex,
bei dem bereits eine gute Einbindung des Hamingdstellt wurde (s. Kapitel 5.1.1). Die
Absorptionsspektren beider FePPRb&guettes sind in Abbildung 49a dargestellt.

Die charakteristischen B- und Q-Banden des Hamir2rk®@mplexes befinden sich bei 412
(Soret), 531 und 562 nnfi{ unda-Bande). Die Wellenlangen unterscheiden sich daaum
von denen des Hamin-me-1-Komplexes. Allerdingdb&tn FePPIX-me-2 eine ausgepragte
Schulter bei 370 nm und eine zuséatzliche Absorptzavischen 630 und 650 nm zu
beobachten. Diese Absorptionen weisen auf einefdéimf oder nur schwach sechsfach
koordinierte Hamingruppe hin. Eine erneute Chrompaphie zur Abtrennung des
ungebundenen Kofaktors ergab das gleiche Spektrienaus lasst sich ableiten, dass kein
ungebundenes Hamin vorliegt, sondern dass eine fiogr sechsfache Koordination des
Kofaktors existiert, die beim FePPIX-me-1 nicht bachtet wurde. Die hohe Intensitat und
Lage der Soretbande deutet allerdings an, dadseeieutender Anteil an gebundenem Hamin
sechsfach koordiniert vorliegt.

Eine kurzzeitige Ultraschallbehandlung der Protebp konnte den Einbau des Hamins in
das Peptid me-2 geringfligig verbessern, was siaholsloan den geringer werdenden

Intensitaten bei 370 und 640 nm als auch an deeredhAbsorption der Soretbande zeigt
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(Abb. 49a). Einecharge transfer-Bande mit einem im Vergleich zur Soretbande mdér a
100fach schwacheren Extinktionskoeffizienten beb &8, die bei einer Koordination von

Schwefel (aus Methionin) mit dem Eisen des Porpisyrzuriickzufihren ist, wird nicht

beobachtet (Dickerson und Timkovitch, 1975; Mooral WPettigrew, 1990, Sreenathan und
Taylor, 1971). Die sehr geringe Absorption diesan@e erlaubt es allerdings nicht, eine His-
Met-Koordination des Kofaktors vollstandig auszusften (Rojas et al., 1997).

Eine Reduktion des FePPIX-me-2-Komplexes mit Natdithionit ergab eine bathochrome
Verschiebung der Soretbande zu 425 nm und einendité¢szunahme des-Bande bei

562 nm, wie es bereits beim FePPIX-me-1-Komplexbebtet wurde.
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Abbildung 49: (a) Absorptionsspektren von 8 pM Hamin-me-2 vat)(und nach (blau) der Ultraschallbad-
behandlung und zum Vergleich 5 uM FePPIX-me-1 (sehyv Der Bildeinsatz zeigt die Intensitéatsabnaliee
Absorptionsbande bei 640 nm, die aus eirtégh spin-Fe(lll)-Zustand resultiert. (b) Chemische Titratipum
Peptid me-2 in 50 mM KPO/K,HPQ, (100 mM KCI, pH 7,5). Die Einflgung zeigt die Awfgung der
Absorptionsénderung bei 416 nm in Abhangigkeit Vderhaltnis der Stoffmenge des Kofaktors zu der des
Vier-Helix-Bundels von me-2.

Zur weiteren Charakterisierung des entstandenenpfedas, von dem bislang im Vergleich
zum FePPIX-me-1 eine schwéachere Einbindung des kikmfa festgestellt werden konnte,
diente die chemische Titration des Kofaktors zuiptidgAbb. 49b). Dieses Verfahren zeigte,
dass pro Vier-Helix-Buindel ein Hamin gebunden wirdolgedessen trifft das in Abbildung

48 gezeigte Modell (a), in dem zwei Hamingruppetgelagert sind, nicht zu.
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5.1.4.2 Struktur des FePPIX-me-2-Komplexes

Die Gelfiltration wurde zur Bestimmung des Molekglewichtes in Losung eingesetzt. Es
konnten Molekulargewichte von 19400 (x2000) Da vApopeptid und 20500 (+x2000) Da
vom Holopeptid ermittelt werden, die die Existenines Vier-Helix-Blndels bestatigen.
Vergleichbar zum me-1 wurde als NebenkomponentE0z ein tetramerer Anteil mit einem
Molekulargewicht von 42000 (£2000) Da ermittelt.

Die Sekundarstruktur des Peptids me-2 bzw. des IKeB-2-Komplexes wurde auch mit
Hilfe des Zirkulardichroismus untersucht. Aus deobachteten Elliptizitdt bei 222 nm ohne
Zusatz eines Denaturierungsmittels wurde bei RTeruinwendung der in Kap. 3.1.4
angegebenen Formel emHelixanteil von 75 % sowohl fur das Apo- als augin das
Holopeptid ermittelt. Dieser Wert entspricht unBaricksichtigung eines Fehlers von 5 %
der a-Helikalitat von FePPIX-me-1 mit 72 (x5) %. ObgleidMethionin im Vergleich zu
Histidin eine grolRere Bildungstendenz zu einedelix aufweist (Kap. 1.2), fuhrt eine
einzelne Substitution kaum zu einer Anderung di®msameters. Ein moglicher Einfluss des
Methionins auf die Gesamtstabilitit des Komplexesd wim nachfolgenden Kapitel

dargestellt.

5.1.4.3 Stabilitat von FePPIX-me-2

Die Denaturierung des Apo- und Holopeptids durchyahe von GdnHCI zur Ermittlung der
Stabilitaten wurde Uber die Verschiebung der Trgpemfluoreszenzbande beobachtet. Aus
der bathochromen Verschiebung des Fluoreszenzmaxsnmoit zunehmender Konzentration
des denaturierenden Agens wurden StabilititenAGn,o = 18,4 {1,8) kJ mof" und eine
Kooperativitat vorm = 3,0 ¢0,3) kJ mof- M ermittelt. Die Konzentration, bei der 50 % des
Peptids bereits entfaltet vorliegen, betowg= 6,5 ¢0,2) M GdnHCI.

Die ermittelten Stabilitdtsparameter sind verglbash mit dem FePPIX-me-1-Komplex
(AGu,0 = 23,3 £2,3) kJ mol', m = 4,3 ¢0,4) kJ mol' M, ¢y, = 5,4 ¢0,2) M GdnHCI).
Damit kann gezeigt werden, dass sowohl das Methiais auch der Glyciteop im

Vergleich zur Disulfidbriicke die Stabilitat des Beg-me-2 nicht andern.

5.1.4.4 Redoxverhalten von FePPIX-me-2

Aus den chemischen Titrationen der Hamingruppe Peyptid me-2 ist bereits bekannt, dass
sich ein Hamin im Peptiddimer befindet, dessen staflenpotential durch chemische

Titration bestimmt werden kann. Unter Verwendung Mediatorenldsung, die auch fur die

Bestimmung der Halbstufenpotentiale des FePPIX-A@rplexes eingesetzt wurde
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(Tab. 7), ergibt die Titration von FePPIX-me-2 @heAbbildung 50 gezeigte Redoxkurve mit
einem Halbstufenpotential vonymkrg = -365 (+£15) mV vs. Ag/AgCI. Dies entspricht ein
Halbstufenpotential von fHs = -138 (¥15) mV vs. NHE. Die Redoxkurve wurde raér

Nernstgleichung flr einen Ein-Elektroneniiberganig4%.1.1) den Messpunkten angepasst.
1,0-
0,8

0,6+

0,4+

Anteil reduziertes Peptid

0,2+

0,0+

-450 -400 -350 -300 -250
Potential (mV) vs. Ag/AgCl

Abbildung 50: Chemische Redoxtitration von 8 pM FePPIX-me-2 miatriumdithonit in 50 mM
KH,PO/K,HPO, (100 mM KCI, pH 8). Die Auswertung erfolgte Ubeedntensitdtszunahme defBande bei
562 nm mit zunehmender Dithionit-Konzentration.

Vergleichsweise wurde von [H10A24]bei dem das Histidin des Prototyps [H10H24]
Position 24 gegen ein Alanin substituiert wurdei, Bendung von nur einem Hamin ein
Halbstufenpotential von J5ng = -155 (£10) mV vs. NHE gefunden (Shifman et 4B98).
Eine Koordination des Kofaktors in der Position iBdanderen Fall, [A10H24] ergab ein
hoheres Potential vonyghs = -110 (¥10) mV (Gibney und Dutton, 1999). Damank die
Aussage getroffen werden, dass sich das Hamin inr2 naufgrund des &hnlichen
Halbstufenpotentials im Allgemeinen in gleicherkédlechemischer Umgebung wie jeweils
das in [H10A24] und [A10H24} befindet. Aufgrund der in Kap. 5.1.1 erlauterten
Koordination des Hamins zwischen den HistidinerPosition 10 kann das Hamin in me-2
wegen des héheren Halbstufenpotentials aber |eiohdeiziert werden als das sich in gleicher
Position befindende Hamin in [H10A24Bekanntlich haben His-Met- im Vergleich bis-
His-Koordinationen bei ansonsten gleicher Peptideimigg ein um 15 — 30 mV hoheres
Halbstufenpotential (Ishida et al., 2004). Damitredidas ermittelte Halbstufenpotential von
FePPIX-me-2 mit Epng = -135 (£15) mV bedeuten, dass der Kofaktor eirne-Miet-
Koordination eingeht. In Anbetracht der Fehlergenzstimmt das Halbstufenpotential
allerdings auch mit dem eindiis-His koordinierten Hamingruppe Uberein. Somit waren
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weitere  spektroskopische Charakterisierungsmethodsie die EPR-Spektroskopie
notwendig, um die Einlagerungssituation des Hamingntschlisseln. Die Ergebnisse sollen

nachfolgend dargestellt und diskutiert werden.

5.1.4.5 Spinzustand des Eisens im FePPIX-me-2-Konegl

Die EPR-Spektroskopie an Haminproteinen dient awfkikirung des Spinzustands des Eisens
und damit zur Charakterisierung der Einbausituatdea Hamins. In der Arbeitsgruppe von
Prof. Lubitz wurden bereits cw-EPR-Messungen amPBéfne-1 durchgefuhrt und die
Ergebnisse ausfuhrlich dargestellt (Fahnenschntidt.22000). Dieser Peptid-Komplex soll
in diesem Kapitel als Vergleichsprobe zum FePPIXx2ndienen. Die X-Band cw-EPR-
Spektren beidemaquettes sind in Abbildung 51 gezeigt.

g: 2,92 2,28 1,54  FePPIX-me-1
0:6,00 4,28 2,95 2,26 2,00 1,53 FePPIX-me-2

1. Ableitung des EPR-Signals

100 200 300 400 500
Magnetfeld (mT)

Abbildung 51: X-Band cw-EPR-Spektren vom FePPIX-me-1 (rot) drePPIX-me-2 (schwarz) in 50 mM
TRIS/HCI (100 mM NaCl, pH 7,55 = 9,47 GHz, T = 20K. * Im FePPIX-me-2-Komplex ttitei gnax = 3,48
zusatzlich eindighly anisotropic low spin (HALS)-Komponente auf.

Das EPR-Spektrum von FePPIX-me-1 zeigt ein dewttitbw spin Fe*-Signal mitg-Tensor-
Hauptwerten ben, = 2,92,9, = 2,28 undgx = 1,54. Der Anteil an ungebundenem oder
funffach koordiniertem Eisen im Hamin mit einem &msspin vorS= 5/2, das alkigh spin-

Spezies vorliegt und Tensorwerte von etyya= 6,00 undg, = 2,00 aufweist, ist in diesem

Komplex vernachlassigbar klein {<%). Neben dem Signal diedagh spin-Spezies liegen
bei g = 2 weitere unspezifische paramagnetische Vemiguaigen vor. Die Detektion des
low spin-Zustands mitS = 1/2 stellt einen Nachweis fur den spezifischenb&u der
Hamingruppe Uber eine starke axiale Koordinatiom zaei parallel planar angeordneten

Histidinliganden dar (Review: Walker, 2004). Alsi§ael soll Eisen-Tetraphenylporphyrin

125



5. Ergebnisse und Diskussion

genannt werden, das in Chloroform durch zwei Imidiaoktaedrisch koordiniert wird und
die rhombischem-Tensoren vomy, = 2,87,0y = 2,29 undgy = 1,56 aufweist (Walker et al.,
1984).

Im Vergleich zum Peptid me-1 zeigt das EPR-Spektuam FePPIX-me-2 neben dew
spin-Komponente des Eisens ngi{Tensorwerten bey, = 2,95,9, = 2,26 undyk = 1,53 eine
nicht zu vernachlassigentiggh spin-Spezies mig-Tensoren vorg, = 6,02 und g= 2,00, die
bei ungebundenem oder funffach koordiniertem EigenHamin vorliegt (Peisach et al.,
1973; Scholes et al., 1982). Dieses Ergebnis stimbtdem der UV-Vis-Spektroskopie
Uberein, bei dem das Absorptionsspektrum bereifsemen unvollstdndigen Einbau des
Hamins hinwies (Kap. 5.1.4.1). Das Signal lgei= 4,28 ist auf rhombisches Eisen
zurtckzufihren.

Im EPR-Spektrum des FePPIX-me-2-Komplexes ist degafén eindnighly anisotropic low
spin (HALS)-Komponenteauch aldarge gmax bezeichnet, baimax = 3,48 zu beobachten, die
auf eine verdrehte Stellung der axialen Ligandemvhist (Review: Walker, 2004).

Die rhombischerg-Tensoren und die daraus erhaltenen Ligandenfedpeter VX, A/A und
V/A (Gleichung 3.3.1; Tab. 11) beider Hanmaguettes zeigen typische Werte flr einéow
spin-Zustand des Eisens und sind mit dgfiensoren des Prototyps [H10A24in dem eine
bis-His-Koordination der Hamingruppe vorliegt, mgt = 2,89,9, = 2,24 undgx = 1,54
vergleichbar (Gibney et al., 2000).

Tabelle 11 Vergleich deg-Tensorwerte und Ligandenfeldparameter von FePP&2mit FePPIX-me-1 in
50 mM Tris/HCI (100 mM NacCl, pH 7,5).

EPR-Daten FePPIX-me-2 FePPIX-me-1
[0 2,95 +0,01 2,92 £0,01
Oy 2,26 +0,01 2,28 £0,01
Ox 1,53 0,02 1,54 +0,02
VIA 1,89 +0,03 1,95 +0,03
AL 3,39 £0,13 3,27 £0,13
VIA 0,56 +0,02 0,60 +0,02

Dennoch kann aus depTensoren keine genaue Aussage Uber die Lage deingéippe

gemacht werden, da von natirlichen Haminproteimewéssriger Lésung-Tensoren von
0; = 3,03,0y = 2,23 undgy = 1,43 flr Cybs (bis-His-Koodination), (Bois-Poltoratsky und

Ehrenberg, 1967) ung, = 3,04,g9, = 2,18 unadgy

bekannt sind (Mathews, 2001).

1,42 fur Cysg, (His-Met-Koordination)
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Trotz der unterschiedlichen Koordination des Hansinsl dieg-Tensoren kaum verschieden.
Damit kann durch die EPR-Spektroskopie die Frafjaate beziiglich der Koordination der
Hamingruppen im Peptid me-2 nicht eindeutig bearnwtaverden. Die fast identische Lage
der g-Tensoren schlieRt eine Uberlagerung der Signaldebe<omponenten nicht aus.
AulRerdem soll an dieser Stelle auf die Schultergbei2,51 hingewiesen werden, die beim
FePPIX-me-1 nicht beobachtet wird und vielleicht eierdecktes EPR-Signal andeutet.
Insgesamt konnte durch Anwendung der EPR aufgrend@dobachtung einer HALS-Spezies
und eineshigh spin-Zustands des Eisens gezeigt werden, dass das H&miergleich zum
FePPIX-me-1 weniger stark gebunden vorliegt und Slistitution eines Histidins gegen
Methionin zumindest einen negativen Einfluss aefhils-His-Bindung des Kofaktors austbt.
Fur weitere Informationen bezlglich der Koordinatiovurde die Resonanz-Raman-

Spektroskopie angewendet, deren Ergebnisse im blgeiniden dargestellt werden.

Fur die strukturelle Charakterisierung von FePPi#t€inen ist die Resonanz-Raman-
Spektroskopie eine besonders geeignete TechnikchDAnregung in einem elektronischen
Ubergang des Chromophors ergibt sich ein Resonamt-damit ein Verstarkungsfaktor, so
dass dessen Schwingungsbanden im Spektrum staekdemv Im Gegensatz dazu treten die
Proteinschwingungsbanden im Spektrum nicht auf (Kap.5). Zur Charakterisierung der
Bindungsstelle des Kofaktors in me-2 wurden fir Miessungen als Vergleichsproben zum
einen FePPIX-me-1, in dem eina@s-His-Koordination vorliegt und zum anderen das
natirlich vorkommende FePPIX-Protein C€yterwendet, in dem das Hamin durch ein
Histidin und Methionin gebunden wird. Die Probenrden sowohl im oxidierten als auch im
reduzierten Zustand (durch Zugabe von Natriumdititjovermessen. Die beobachteten
Schwingungs-banden sind in Tabelle 12 zusammergjefas

Die ermittelten Markerbanden von C€ystimmen unter Berlcksichtigung ihres Fehlers mit
denen der Literatur tberein (Oellerich, 2001).

Die intensivste Resonanz-Raman-Bande von Haminpestast die aly, bezeichnete Bande
bei 1374 crit. Aufgrund von Photoreduktionen und infolgedessen Akkumulation an
reduzierter Spezies sind bei der intensivsteBande auch Ramanstreuungen der reduzierten

Hamproteine detektierbar.
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Tabelle 12 Zuordnung und Vergleich der intensivsten RR-Ban(ie cm?) in der Marker-Banden-Region von
Cytc, FePPIX-me-1 und FePPIX-me-2.

Cytc FePPIX-me-1 FePPIX-me-2 @yellerich, 2001)

(0)'¢ red (0)'¢ red (0)'¢ red (0)'¢ red

vq | 1373| 1361| 1375 1389 1374 1361 1373 1361

vz | 1503| 1492 | 1507 1494 1506 1494 1502 1492

vo | 1584| 1588 | 1580 1583 1582 1586 1584 1591

vio | 1635| 1621 | 1639 1621 1641 1624 1635 1621
V11 — | 1547 — 1554 — 1554 — —

Der Fehler der gemessenen RR-Bande#dt +1 crit

Die drei weiteren Markerbandes, v, undvio geben Informationen tber den Spinzustand des
Hamins. Die Lage der-Bandealler drei untersuchten Systeme bei Wellenzahl&B09 cn

gibt einen Hinweis auf einelow spin-Zustand des Eisens und folglich auf eine sechefach
Koordination des Kofaktors (Rojas et al., 1997).inBeFePPIX-me-2 ist im Spektrum
zusatzlich einers-Bande bei 1492 cthzu beobachten (Abb. 52). Sie befindet sich damiit b
einer Wellenzahl von 4500 cni* und resultiert aus eineiigh spin-Zustand des Eisens.
Damit bestétigt die Resonanz-Raman-Spektroskopee brherigen spektroskopischen
Untersuchungen und zeigt, dass neben einem sebhsfacdinierten Eisen im Hamin diew

spin auch eine funffach koordinierte Spezies vorliedgroein sechster Ligand nur schwach an

den Kofaktor gebunden ist.

4000+ v,

3000~

2000~

rel. RR-Intensitat
high spin Spezies

1300 1400 1500 1600 1700
Wellenzahl (cm™)

Abbildung 52: Resonanz-Raman-Spektren oxidierter FePPIX-Pret&h UM Cyt (schwarz), 40 uM FePPIX-
me-1 (rot) und 23 uM FePPIX-me-2 (blau) bei 77 K6lhmM KH,PQYK,HPQ, (100 mM KCI, pH 7,3). Die
Anregungswellenlange betrug 407 nm.

Aus der Reduktion des Qybzw. der FePPIXraquettes resultiert eine Verschiebung der
und vz-Bande zu kleineren Wellenzahlen. Durch die Redwkgrscheint im Spektrum eine

neue Markerbande, die sogenamteBande. Diese;;-Bande des reduzierten Cybefindet
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5. Ergebnisse und Diskussion

sich bei 1547 c, wahrend die der Hammaquettes bei 1554 crit liegt und zusétzlich eine
weitere Schwingung mit geringerer Intensitéat be325ni' beobachtet wird. Sowoh! die-
Bande des Cygtals auch die der zwei artifiziellen Hamproteinébdra die gleiche Lage,
wahrend diev;-Bande der Hanmaquettes aufgrund schlechter Auflosung nicht genau
zugeordnet werden kann (Abb. 53).

Die reduzierte Form der drei Hamproteine gibt assddas in me-2 eingebundene Ham nicht
His-Met koordiniert ist, da die Lage der Resonam@aAan-Banden nicht mit denen desyt
sondern mit den Banden des FePPIX-me-1-Komplexegeiiistimmen, in dem nur eites-

His-Koordination vorliegen kann.
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Abbildung 53: Resonanz-Raman-Spektren reduzierter FePPIX-Bmote25 uM Cwt (schwarz), 40 uM
FePPIX-me-1 (rot) und 23 uM FePPIX-me-2 (blau) BeiK in 50 mM KHPO/K,HPQO, (100 mM KCI, pH
7,3). Die Anregungswellenlange betrug 407 nm. Diterschiedliche Lage der,-Bande ist markiert. Die RR-
Banden zwischen 1450 und 1675tsind vergroRert dargestellt.

Alle spektroskopischen CharakterisierungsmethodaeRei®PIX-me-2 haben gezeigt, dass der
Austausch von Methionin die Einbindung des Hamiasimflusst und die Kofaktoren nicht
mehr vollstdndig durch zwei planar zueinander stdbe Histidine gebunden werden.
Dennoch treteriow spin-Komponenten auf, die bei einem sechsfach koordeneHamin
vorliegen. Durch die unterschiedliche Lage dgrBande im RR-Spektrum der reduzierten

Hamproteine ist damit eine His-Met-Koodinination r filden FePPIX-me-2-Komplex
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auszuschliel3en; folglich kann nur das in Abbild4igygezeigte Modell “c* zutreffen. Das
Vorliegen einehigh spin-Spezies des Eisens kann damit erklart werden,elasdHelixturn-
Helix-Untereinheit des Vier-Helix-Blndels seine kagp verandert, dass sein Methioninrest
in Position 10 durch die Grol3e des Schwefelatoms leés-His-Koodination behindert und
das Hamin nur noch finffach gebunden vorliegt. Bmgvesenheit von freiem Hamin, in dem
das Eisen ebenfalls eindngh spin-Zustand aufweist, kann aufgrund der durchgefihrten
Chromatographie, die den ungebundenen Kofaktor rastichen Peptid-Komplex abtrennt,
ausgeschlossen werden. Das Peptid me-2 enthidirirBequenz ein Cystein, das ebenfalls
Kofaktoren binden kann. Auch diese fiinffache Kooation des Hamins wuirde die
Beobachtung einehnigh spin-Komponente erklaren. Als Kontrollexperiment dietesurde
daraufhin me-3 synthetisiert, dass kein Cysteim@htDa das UV-Vis-Spektrum nach dem
Einbau des Hamins identisch mit dem von FePPIX-nvea?, kann die Koordination des
Kofaktors am Cystein ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend zeigen die dargestellten SpekbrefrePPI1X-me-2 sowohl einew spin-
Komponente des Eisens, die aus einer sechsfachemlikation resultiert als auch eihggh
spin-Spezies, die durch Abschirmung der sechsten Koatidinsstelle des Eisens durch
Methionin erklart werden kann. Dadurch kommt esemer Teilaufhebung debis-His-
Koordination des Hamins und zum Auftreten einefffiich koordinierten Spezies.

Um die hier behandelte Fragestellung abschlieRentbehandeln, wurde das Peptid me-4
synthetisiert. An diesem Peptid, in dem drei Meatime und ein Histidin sich an gleicher
Position im Vier-Helix-Blundel gegeniberstehen,tsalintersucht werden, ob eine artifizielle
His-Met-Koordination des Kofaktors prinzipiell mdgh ist. Die Schwierigkeit in der
Synthese bestand darin, zwei 62mere zu synthetisiend diese Uber Disulfidbriicken in der
Weise zu verbinden, dass keine Disulfidbricken eimes homomeren Heliturn-Helix-
Motiven entstehen. Es gelang, das Peptid, desseseMan 14622 Da (berechnet: 14618 Da)
mit der ESI-MS nachgewiesen wurde, mit einer Ausbeton 1 mg zu synthetisieren. Das
UV-Vis-Spektrum deutete nach dem EinbauversuchHisins auf einen hohen Gehalt an
freiem oder funffach koordiniertem Kofaktor hin. ©%erhéltnis der Absorption bei 410 nm
(peptidgebundenes Hamin) zu 380 nm (freies Hamiobsung) betrug 1,16 (zum Vergleich:
FePPIX-me-1: 3,25) und macht damit den unvolls@gemliEinbau des Kofaktors deutlich
(Abb. 54a). Die Absorption bei 402 nm zeigte, dagsgeringe Mengen an Hamin eingebaut
wurden, da die Lage der Soretbande durch den Eiweaiger stark bathochrom verschoben
vorlag und nicht bei 413 nm zu beobachten war wie.eB. vom FePPIX-me-1 bekannt war

(Kap. 5.1.1). Die Reduktion durch Natriumdithiohéferte hingegen das typische Spektrum
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reduzierter Hamproteine mit Absorptionen bei 4281 %und 560 nm. Dies kann dadurch
erklart werden, dass bei der Reduktion ein bes§gndrau des Kofaktors ermdglicht wird, da
das Eisen-Atom in seiner reduzierten Form einemn&ten lonenradius hat und somit in
seiner Porphyrinumgebung besser zwischen seineuBgsdpartner passt. Im EPR-Spektrum
war fast ausschlief3lich eirn@gh spin-Spezies zu beobachten, was durch die Lagevder
Bande bei 1492 cthim Resonanz-Raman-Spektrum der oxidierten Spémssitigt wurde.
Die Lage der Markerbanden der reduzierten Formpeatten denen der FePPIX-me-1/-me-
2-Komplexe (Abb. 54b). Insbesondere befindet sighveh-Bande bei gleicher Wellenzahl
wie die von FePPIX-me-1 und FePPIX-me-2, wahremdvdiBande des Cygtzu kleineren
Wellenzahlen verschoben vorliegt. Damit liegt auch diesem Peptid keine His-Met-
Koordination vor. Geringe Anteile einbaw spin-Spezies kénnten durch Zusammenlagerung
zweier Vier-Helix-Bundel entstanden sein, derentidiise kurzzeitig nach auf3en gedreht

waren, um somit das Hamin sechsfach zu koordinieren
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Abbildung 54: (a) Absorptionsspektrum nach dem Einbau von P$RPIdas Peptid me-4 in der oxidierten
(schwarz) und reduzierten (blau) Form. (b) ResoiRRamnan-Spektren der reduzierter Ham-Proteine: 25 uM
Cytc (schwarz), 40 uM FePPIX-me-1 (rot) und 23 uM FeRmke-2 (blau) und 8 uM FePPIX-me-4 (grin) bei
77 K in 50mM KHPQOYK,HPQ, (100 mM KCI, pH 7). Die Anregungswellenlange bgtrd07 nm. Die
unterschiedliche Lage der;-Bande ist markiert.

Die Experimente haben gezeigt, dass die verwerdeptidsequenz me-2 keine eindeutige
His-Met-Koordination des Hamins zulasst und dasselimaquette somit nicht ohne weitere
Modifikationen als Modell fur ein natives FePPIXeRin wie Cyt verwendet werden kann.
Dies begriindet vermutlich auch die Tatsache, dasdiéses Sequenzmotiv noch keine His-

Met-Koordination in der Literatur beschrieben ist.

131



5. Ergebnisse und Diskussion

5.2 Wechselwirkung von Chlorophyllderivaten mitde novo

synthetisierten Peptiden

In diesem Kapitel werden die Peptide me-1 und mi&h6 den Einbau verschiedener
Chlorophyllderivate verwendet und die spektroskdpen Eigenschaften der entstandenen
Peptid-Kofaktor-Komplexe verglichen (Abb. 55a, B)e Wahl dieser Peptide beruhte darauf,
dass fur me-1 bereits gezeigt werden konnte (s. B4y, dass die Hamingruppe gut in das
Vier-Helix-Bundel einbindet. Folglich wird eine eprechend effiziente Koordination auch
fur die Chlorophyllderivate erwartet. Fir das Peéptne-6 mit einem zusatzlichen
N-terminalen Methioninrest war bereits eine erfeighe Einlagerung von Zink-Chlories
(ZnCe;) aus der Literatur bekannt (Razeghifard und Wyalsky 2003). Dieses Peptid wurde
in der Arbeitsgruppe von Prof. Wydrzynski rekomimhaurch Expression itfE. coli und
nicht durch chemische Peptidsynthese hergestalitcibdie Wahl von Chlorophyllderivaten
als Kofaktoren eignen sich diese ProteinkomplexeJmterschied zu den FePPIX-Proteinen
zum Nachbau von synthetischen Photosystemen, dRigieente Licht absorbieren und aus
ihrem angeregten Zustand Elektronen an ein Akzepmimkil abgeben konnen. Im
Unterschied zu den natirlichen Photosystemen wuiiekchlorine verwendet, die im
Vergleich zu den entsprechenden Magnesiumkompomerstabiler sind, aber vom
chemischen Verhalten die gleichen Eigenschafteweisén (Kap. 1.9.1 und Scheer, 1991).
In diesem Kapitel sollen nach der vollstandigen r@kierisierung der Wechselwirkungen
zwischen Zinkchlorinen und Peptiden auch Elektrara@sferprozesse zu einem nicht

kovalent gebundenem Chinon gezeigt werden.

Abbildung 55: Schematische Darstellung des (a) Peptids me-lemér Disulfidbriicke algurn und vier
Histidinen (rot) pro Helixturn-Helix-Bindungsmotiv und des (b) Peptids me-6 niiieen Glycintoop und zwei
Histidinen (rot); (¢) Funffache Koordination desstiilins an das Zentralmetall des Zinkchlorins.
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5.2.1. Darstellung der photosynthetischen Pigmente

Die im vorliegenden Kapitel verwendeten Chlorinal iBakteriochlorine sind Chlorophy,
Pheophorbida, Pheophytina, Zink-Pheophorbida, Zink-Pheophytima, Zink-Chlorin es und
Zinkbakteriopheophorbida. Die nachfolgend aufgefihrten Darstellungsmethodier
genannten Kofaktoren und die zugehérigen analyiscbharakterisierungen sind im Kapitel
4.2 im Detail beschrieben. Nach der Isolierung @ira ausSpirulina platensis wurde durch
Zugabe von Eisessig das demetallisierte Molekul e@hytin a) gewonnen. Durch
Umsetzung mit Zinkacetat in Essigsaure entstandZilals-Pheophytina. Wenn das Clal
anstelle von Eisessig mit Trifluoressigsaure umgeseurde, erfolgte neben der Entfernung
von Magnesium auch die Verseifung des Phytylestans.dem entstandenen Pheophorbid
konnte durch Umsetzung mit Zinkacetat in Eisessag dink-Pheophorbid erhalten werden.
Die Darstellung des Zink-Chlorigs erfolgte aus der Umsetzung des kommerziell erwegbe
Chlorin e mit Zinkacetat in einer Pufferldsung (pH 10). Aekgnd vom BChd, das aus dem
Acetonextrakt aug\llochromatium vinosum-Zellen isoliert wurde, wurde Uber die Stufe des
Bakteriopheophorbidsa durch Zugabe von Zinkacetat in Eisessig und Erhitzeter
Ruckfluss das Zink-Bakteriopheophorlaerhalten.

Die charakteristischen Absorptionsspektren der adaiiten Verbindungen werden
nachfolgend beschrieben.

Die Abbildung 56 zeigt die Absorptionsspektren v@hlorophyll a (a), Pheophorbic (b)
und Zink-Pheophorbic (b). Alle drei Verbindungen unterscheiden sichder Lage ihrer
Absorptionsbanden, die aus den verschiedenen Stanktesultieren. Nach dem Gouterman-
Modell sind bei Metalloporphyrinen die B und Q-Bandentartet, wahrend bei der freien
Porphyrinbase die Entartung aufgehoben wird, obllelie Ubergange der beiden auRerst
intensiven B-Banden energetisch sehr dicht beiei@ahegen, so dass sie als eine Bande im
UV-Vis-Spektrum erscheinen. Dieses Modell lasshsaich in erster Naherung auf die
vorliegenden Spektren Ubertragen. Die Soretbankde diei Chlorinsysteme ist zweifach
entartet und infolgedessen ergeben dig- Bund B-Banden eine gemeinsame
Absorptionsbande. Die gBanden (Q (0,0)) zeigen im Vergleich zu den-Banden eine
hohe Intensitat und ihre vibronische Nebenbande (@Q1), die aus dem niedrigsten
Schwingungsniveau des Grundzustands und dem eftéwingungsniveau des ersten
angeregten Zustands resultiert, ist in allen dneek®en zu beobachten. Beim @hmit
Magnesium als Zentralmetall und beim ZnPhewlird die Q-Bande (Q (0,0)), die den
Ubergang zwischen dem niedrigsten Schwingungsnivissu Grundzustands und dem des

ersten angeregten Zustands beschreibt, nur mitnggari Intensitat beobachtet. Beim
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metallfreien Pheophorbid wird die Aquivalenz der x- und y-Richtungen dep8imomente
aufgehoben, da zwei verschiedene Sorten von Stitkkimen vorliegen (mit und ohne
Wasserstoff). Dadurch konnen zwei getrenngeB@den bei 505 (£X0,1)) und 533 nm (Q
(0,0)) beobachtet werden. Beim Vergleich der dgekBren zeigt sich, dass das Verhaltnis
von Soret- zu @Bande bei den metallhaltigen Verbindungen €Qimhd ZnPheid) geringer
ist (= 1,3) als beim Pheadohne Zentralmetall (hier Sorety/@ande~ 2,0). Die Entfernung
des Metalls erhdht die Symmetrie des Systems ufalgadessen wird die Intensitat der
Soret- als auch der ,Banden erhoht. Diey;- und n,-Banden, die bei allen carbonyl-
substituierten Porphyrinsystemen erscheinen (enalthlorophyllsystemen liegt mindestens
eine Carbonylgruppe von-C=0 am zyklischen Isopentanonring), sind als Sehalin der
Soretbande auf der htherenergetischen Seite zuatieteim (Caughey et al., 1965; Weiss,
1972 und 1978). Dig;- undrn,-Banden erscheinen beim Pheemdeniger aufgeldst, da durch
die Nichtaquivalenz der Ubergange in x- und y-Ridigt die Absorption in der Soretbande
neben den B und B-Ubergédngen noch weitere, nicht aufgeldste Ubergépginhaltet
(Weiss, 1978).

Die Absorptionsspektren des Pheophytins und de&-Eireophytins sind mit denen der
entsprechenden Pheophorbide (Paeihd ZnPheid) nahezu identisch, da der Phytylrest

kaum einen Einfluss auf das Absorptionsspektrum hat
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Abbildung 56: Absorptionsspektren mit den jeweiligen elektrehisn Ubergangen von (a) 7uM Chlorophyll
und (b) 8 uM Pheophorbid (schwarz) und 8 pM Zink-Pheophorbal (rot) in Diethylether. Die blau
dargestellten Ubergénge mit den zugehoérigen Welieygn in (b) beziehen sich auf beide Verbindungen.

134



5. Ergebnisse und Diskussion

Im Absorptionsspektrum des metallfreieesGind Banden bei 401 (Sorety Bnd B), 504
(Qx (0,0)) und 655 (Q(0,0)) nm zu beobachten. Die Intensitat der vilmcmen Seitenbande
des Q-Ubergangs aus dem Schwingungsgrundzustand desosliiskhen Grundzustands in
das erste Schwingungsniveau des ersten angeregigueitzustands ist sehr schwach. Eine
aufgespaltene @Bande, wie sie bei der freien Porphyrinbase odehdeim Pheophorbid

zu beobachten ist, liegt ebenfalls vor, doch is Absorption des verbotenen, @,0)-
Ubergangs sehr klein (Einsatz Abb. 57). Dies karind@n unterschiedlichen Substituenten
am Tetrapyrrolring (fehlender Zyklopentanonring) durder infolgedessen veranderten
Symmetrie im Vergleich zu dem Pheophorbiden erkigntden (Briat et al., 1967). Der nicht
vorhandene Zyklopentanonring erklart das Fehlermgeund n,-Banden (Abb. 57), die bei
den bereits erlauterten Absorptionsspektren derorGphylle zu beobachten waren.
Metallfreies @&s absorbiert bei 401 (Soret) und 655)@m. Nach dem Einbau von Zink in
Ces ist die Soretbande zu 412 nm bathochrom und gi8a&@@de hypsochrom zu 633 nm
verschoben. Die Intensitaten dieser Absorptionseargind vor und nach der Metallisierung
gleich. Die Q (0,0)-Bande wird von 504 @) zu 516 (Zn@s) nm bathochrom verschoben

und ihre Intensitat verkleinert sich um etwa eiitt®r (Abb. 57).
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Abbildung 57: Absorptionsspektren voneg (schwarz) und nach Zugabe von Zinkacetat in Abiggedt von
der Zeit: nach 15 min (rot), 45 min (grin) und 7 fblau). Nach 75 min ist dasegfast vollstandig zu Zné&
umgesetzt. Der Einsatz stellt den Bereich dg&/ergangs vergroRert dar.
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Beim BChh liegt im Vergleich zum Clal eine weitere Hydrierung im tetrapyrrolischen
Grundgerust vor (s. Kap. 1.9.1). Das konjugiertst&y ist dadurch entlang der y-Achse
langer als entlang der x-Achse, aber dennoch synstetzu beiden Achsen. Daraus
resultiert im Absorptionsspektrum von B@him Vergleich zum Cla eine intensivere und
rotverschobene @Bande und eine blauverschobene Soretbande (ziteeh: Kobayashi,
2006). Die Abbildung 58 zeigt, dass die Soretbavmie BChh, BPheid und ZnBPheid in
die B (bei kleineren Wellenzahlen) und, B(bei gro3eren Wellenzahlen)-Banden
aufgespalten vorliegt. Aufgrund der Blauverschiebder Soretbande und der im Vergleich
zum Chlorophyll a gleichbleibenden Lage def-Banden sind diese weniger von den
B-Banden separiert und tragen ebenfalls zur Abswnrpder Soretbande bei (Weiss, 1978).
Die Lage der intensiven £Bande ist abhangig von der Art der Koordinatiorer d
Koordinationszahl des Zentralmetalls und seinemuktiden Effekt (Noy et al, 1998;
Hartwich et al., 1998). Beim BPheidohne Zentralmetall befindet sich dig-Bande bei
523 nm. Mit Zink als Zentralmetall (ZnBPhejdist sie zu 563 und mit Magnesium (B@hl
zu 573 nm verschoben.

Das Verhaltnis der Soretbande,{Bbergang) zur @Bande betragt bei den metallhaltigen
Verbindungen fur BCld =~ 0,76 und fur ZnBPhea = 1,00, wahrend bei der metallfreien
Verbindung BPheid in Analogie zu den Chlorophyllsystemen das Verhglimit ~ 1,62
deutlich héher als bei den metallhaltigen Verbirgkm ist. Dies ist mit der

Symmetrieerhéhung der metallfreien Verbindungeerkiéren.

B, B, Q, Q, (nm)
BChla 357 391 573 770
BPheida 356 384 522 750

0.81 x  ZnBPheida 356 389 563 763

Absorption

400 500 600 700 800

Wellenlange (nm)

Abbildung 58: Absorptionsspektren mit den jeweiligen elektrohin Ubergangen von 9 uM
Bakteriochlorophylla (schwarz), 12 uM Bakteriopheophorkadblau) und 12 uM Zink-Bakteriopheophortad
(rot) in Diethylether. * Geringer Anteil an Oxidatisprodukt des ZnBPheid
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.2.2 Einbau der Kofaktoren

Die UV-Vis-Spektroskopie diente sowohl zur Konteotler Metallisierung der verschiedenen
Kofaktoren als auch zur Uberprifung von deren Hinbmdie Peptide, da sich durch die
Peptidbindung die Absorptionsspektren deutlich neeséin. Zusatzlich bieten sowohl die
verwendeten Chlorinsysteme als auch die Tryptogmhaltenden Peptide die Mdéglichkeit,
die Peptideinlagerung der Kofaktoren lber die Andgrder Fluoreszenzeigenschaften zu
uberpriufen. Des Weiteren wurden die Anderung desulrdichroismus der Pigmente nach
deren Peptidbindung und die ESEEM-SpektroskopieUniersuchung der Einlagerung des
Kofaktors verwendet.

5.2.2.1 Einbaukontrolle durch Absorptionsspektroskpie

Bei den Einbauversuchen der Kofaktoren in die Beptvurde mit Ctd begonnen. Das
gleiche Absorptionsspektrum vor und nach dem Eimbeuch von Cla zeigt, dass keine
Peptidbindung des Kofaktors stattfand. Auch dureh dustausch des Zentralmetalls von
Magnesium zu Zink (= ZnPhg erfolgte keine Koordination. Sowohl im Absorptssn
spektrum von Cla als auch in dem von ZnPhedeutet die breite @Bande auf eine
Aggregation der Verbindungen in der Pufferlosung ftM KH,PO/K,HPQ,, 100 mM KCl,

pH 7,3) hin (Abb. 59a). Dieses lasst sich moglislese durch den langen,ékettigen
Phytylrest erklaren, der sehr hydrophob ist un@é @nsammenlagerung der Verbindungen in
wassriger Losung bewirkt. Auch die in der Puffeuldg gelosten Peptide kdonnen die
spontane Aggregation nicht durch einen Einbau wedm. Fur aggregierte Molekule ist der
hydrophobe Bereich des Vier-Helix-Biindels zu kleim eine Einbindung zu ermdglichen,
obgleich eine Koordination eines Dimers wie z. Rinb special pair im RC (Kap. 1.7)
vorstellbar gewesen ware.

Durch die Verseifung des Phytylrestes von ZréPheirden bei dem daraus entstehenden
ZnPheidh nach dem Peptideinbau Absorptionsanderungen irgl&eh zum freien ZnPheid

in wassriger Losung beobachtet (Abb. 59b). Die tharale des ZnPheadserschob sich nach
Peptideinbindung von 425 zu 437 nm und digBande von 663 zu 669 nm. Diese
bathochromen Verschiebungen der beiden Absorptaorddn entsprechen den aus der
Literatur bekannten Absorptionsanderungen, die dieptideinlagerung des Kofaktors
anzeigen (Fahnenschmidt et al., 2001; Sharp etl888a). Die zuvor beobachtete Nicht-
Einlagerung von ZnPleein die Peptide zeigt damit, dass der Phytylrest Rimeophytin
aufgrund sterischer Hinderung einen Einbau verhinde
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a b
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Abbildung 59: (a) Identische Absorptionsspektren von&@br (schwarz) und nach (rot) dem Einbauversuch in

das Peptid me-6 (Anmerkung: Einbauversuch in megatedas gleiche Spektrum). (b) Absorptionsspektmn
freiem (schwarz) und peptidgebundenem ZnRhéidt). Alle Proben lagen geldst in 50 mM KPO/K,HPO,

(100 mM KClI, pH 7,3) vor.

Analog zu ZnPheid zeigt Zn@s nach der Peptidbindung bathochrom verschobene
Absorptionsbanden (Abb. 60, Tab. 13).

420

0,7 q

Absorption

0,0
T T T T T T T
300 400 500 600 700
Wellenlange (nm)

Abbildung 60: Absorptionsspektren von 3 uM Zagkschwarz), 3 UM Zn€&-me-1 (rot) und 4 uM Zn&-me-6
(blau) in 25 mM Glycin-Puffer (50 mM NacCl, pH 10).
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Die metallfreien Komponenten Phaidund G zeigten bei den Untersuchungen zur
Peptidbindung keine Anderung ihrer Absorptionssgekt im Vergleich zu den
entsprechenden Pigmenten in wassriger Losung.ditieginen Hinweis, dass die Kofaktoren
Uber ihre Metalle an das Peptid gebunden werdensanahl hydrophobe als auch ionische
Wechselwirkungen zwischen dem zyklischen Tetrapgystemen und den Peptiden allein
nicht ausreichen, um im Vier-Helix-Blundel einen ltan zu erreichen.

Bei den metallsubstituierten Bakteriochlorophyllemn tber die Lage der®ande, die bei
den Chlorinsystemen nur sehr schwach ausgepragt dist Koordinationszahl des
Zentralmetalls ermittelt werden (Hartwich et aB98). Aus diesem Grund wurde ZnBPreeid
hergestellt und im Unterschuss zum Peptid me-6ugezen, um einen vollstandigen Einbau
des Kofaktors sicherzustellen. Aus der Bindung Begnents zum Peptid resultiert eine
starke Rotverschiebung deg-Bande zu 589 nm im Vergleich zug-Bande bei 575 nm, die
bei ZnBPheid in wassriger Losung zu beobachten ist. Damit wgezeigt, dass die Lage
der Q-Bande von ZnBPhedastark von der Koordination des Zentralmetalls algigiist. Je
hoher das Zentralmetall koordiniert ist, desto misirdie Q-Bande zum langwelligeren
Bereich verschoben. Wie in Kap. 3.1.1 beschriebamtsteht die @Bande durch den
Elektroneniibergang @ — €y, dessen Energie stark von der Elektronendichtedem
zentralen Stickstoffatomen beeinflusst wird. Das@rbital hat eine hohe Elektronendichte
bei den vier Pyrrol-Stickstoffatomen, die sich ier dNahe des Metallzentrums befinden. Die
Elektronendichte an den zentralen Stickstoffatoména allgemein durch den lonenradius
und die Elektronegativitat des Zentralmetalls undcH seine zuséatzlichen, axialen Liganden
beeinflusst. Durch eine hohe Elektronegativitdt uathen kleinen lonenradius des
Zentralmetalls wird das,@Orbital energetisch abgesenkt und infolgedessen@iBande
kurzwellig verschoben. Dagegen konnen Liganden diegative Ladung und
Elektronegativitdt des Zentralmetalls reduzierennekE starkere Wechselwirkung des
Zentralmetalls mit den Pyrrol-Stickstoffatomen drhdie Energie des,@Orbitals und fihrt
zu einer Rotverschiebung deg-Bande (Hartwich et al., 1998).

Bei den g- und g,-Orbitalen beschrankt sich die Elektronendichte aufei Pyrrol-
Stickstoffatome und beim;@Orbital liegt gar keine Elektronendichte auf detick&toff-
atomen vor. Daher beeinflussen Liganden in erstnelkung nur die y&Orbitale und sind
infolgedessen fur die Verschiebung dey @nd B-Banden verantwortlich (Callahan und
Cotton, 1987).
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5. Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 13 Absorptions- und Fluoreszenzwellenldngen sowie Bluoreszenzquantenausbeuter)( und
Fluoreszenzlebensdaues)(der freien und peptidgebundenen Kofaktoren innd@ KH,PO,/K,HPO,-Puffer
(100 mM KClI, pH =7,3)

Absorption Fluoreszenz D 7= (NS)
(x0,5) nm (x1) nm (x0,2) ns
Soret Q| Q Qy

ZnCes 412 518 633 647 0,32 +0,03 2,1
ZnCes-me-1 421 523 642 674 0,29 +0,03 2,2
ZnCes-me-6 419 523 640 677 0,29 +0,03 2,2
ZnPheic 425 — | 663 669 0,03 +0,01 3,4
ZnPheig-me-1 437 | — | 669 674 0,02 +0,01 2,1
ZnPheig-me-6 433 | — | 668 677 0,02 +0,01 3,1

Mit den Verbindungen Zn& und ZnPheid war es gelungen, zwei Kofaktoren vorliegen zu
haben, die trotz ihrer unterschiedlichen Eigengehaf(ZnGs als eher hydrophile und
ZnPheich als mehr hydrophobe Komponente) in beide Peptidgebunden werden. Sie
eignen sich damit hervorragend zur weiteren Charekérung sowohl ihrer
Grundzustandskomplexe als auch ihrer durch Lickgung erzeugten Triplettzustande. Eine

weitere Diskussion erfolgt in Kapitel 5.2.5.

5.2.2.2 Einbaukontrolle durch Fluoreszenzspektroskme und Bestimmung der
Fluoreszenzquantenausbeute
Analog zur UV-Vis-Spektroskopie kann auch die Faszenzspektroskopie zur Uberpriifung
der Einlagerung des Kofaktors verwendet werderzuwa einen axiale Liganden die Lage der
Fluoreszenzbanden der Kofaktoren beeinflussen uamch anderen die Intensitdt der
Tryptophanfluoreszenz der Peptide bei Einlagerwergigmente verringert wird.
Das Fluoreszenzspektrum von ZgCeigt nach Anregung der Soretbande bei pH 7,3 eine
Fluoreszenzbande bei 643 nm, die unabhangig von Riswsphatkonzentration der
Pufferlosung ¢ = 0,1 — 50 mM) ist. Die Emissionsbande von ZnPadieigt bei 669 nm.
Peptidgebundenes ZegCbzw. ZnPheid zeigen im Vergleich zu ihren freien Verbindungen
in wassriger Losung analog zur Absorptionsspektpsk bathochrom verschobene
Fluoreszenzbanden (Abb. 6la, Tab. 13). Die Flueredzande von peptidgebundenem
ZnPheid hat die gleiche Lage wie ZnPhajddas von Pyridin koordiniert wird. Dieses gibt
einen Hinweis auf die fur beide Félle gleiche Kanationszahl des Kofaktors (Abb. 61b).
Alle Emissionsspektren zeigen die in Kap. 3.1.3 &mien und damit erwarteten

Verschiebungen der Wellenldngen gegentiber den atisosbanden.

140



5. Ergebnisse und Diskussion

Die Fluoreszenzlebensdauetrbetragen fur die freien ZrggMolekiler- = 2,1 (£0,2) ns und
fur die ZnG%-Peptidkomplexe jeweils 2,2 (x0,2) ns (Tab. 13g Sind damit innerhalb ihres
Fehlerbereiches gleich. Im Vergleich dazu zeigee dnPheid-Systeme eine um eine
Nanosekunde langere Lebensdauer (Einsatz Abb. @lie).Fluoreszenzlebensdauer von
ZnPheic in wassriger Losung ist mit- = 3,4 (£0,2) ns geringfugig langer als die der
entsprechenden peptidgebundenen Molekgle 3,1 (£0,2) ns (Tab. 13). Die Fluoreszenz-
lebensdauern waren in Luft- und Argon-gesattigtedsungen gleich, d.h., die
Fluoreszenzléschung durch Sauerstoff ist geringe Kiirzere Fluoreszenzlebensdauer kann
aus erhohten Schwingungen und Rotationen im Mole&sililtieren, die zu einer erhdhten
Energieabgabe fuhren (s. Kap. 3.1.3). Durch dadeRkettes Cyclopentanonrings in ZaC
(E-Ring) kann das Molekul in groRere Schwingungemde versetzt werden, die eine
schnelle Energieabgabe zur Folge haben und dieddrmenzlebensdauer im Vergleich zum

ZnPheid, das den E-Ring enthalt, verkirzen (zum VergleiehStrukturen s. Kap. 1.9.1).

1,01

1,04
0,8+

0,84

Fluoreszenzintensitat

0,6+

Fluoreszenzintensitat

0,64

0 10 20 30 40 50
Zeit (ns)

0,4 "0 1020 3 4o 0

Zeit (ns) 0.4+

rel. Fluoreszenz
rel. Fluoreszenz

0.2 0,21

0,0 T T T ] 0,0~ T T T 7
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Abbildung 61: Fluoreszenzspektren von (a) 6 uM ZgCschwarz) und 6 pM Zrgg-me-6 (rot) und (b) 6 pM
ZnPheid (schwarz), 6 uM ZnPheddme-6 (rot) und 6 uM ZnPheidmit 20 % Pyridin (v/v) (blau). Die
Einfliigungen in (a) und (b) zeigen die zeitaufgedsmission von (a) Zné-me-6 und (b) ZnPhe&@me-6 (rot)

in Argon-gesattigter Losung aus der die Fluorededensdauer bestimmt wird; zusatzlich wird in der
Einfilgung von (b) als Vergleich die unter (a) ggteiFluoreszenzléschung von Zm@ne-6 (schwarz)
dargestellt. Alle Proben lagen geldst in 10 mMJRBy/K,HPO, (pH 7,3) vor.

141



5. Ergebnisse und Diskussion

Die Fluoreszenzquantenausbeube betrdgt fur Zn@ in einer Pufferlésung (pH 7,3)
@ = 0,32 0,03 und fur Zn&-me-1 und Zn@-me-2 entsprichtb. = 0,29 +0,03. Damit
weisen die Zn&-Verbindungen eine hohere Quantenausbeute auf bhla @ Aceton

(@ = 0,24), (Bohne et al., 1988). In wassriger Losmemt Cha keine Fluoreszenz, was auf

eine Aggregation des Pigments zurtickzufihren ist.olganischen Ldésungsmitteln wie
Aceton weist CHld dagegen eine hohe Intensitat und Quantenausbeldi@eszenz auf, die
auf monomere ChtMolekile in dem nicht wassrigen Losungsmittel hémsen (Weber und
Teale, 1957). Die hohe Quantenausbeute vonegZz€igt die Hydrophilie der Verbindung
und infolgedessen das Vorliegen von monomerene&iMblekilen in wassriger Lésung an.
Bei ZnPheid wurde eine weitaus geringere Quantenausbeutebyon 0,03 +0,01 ermittelt.
Dieses kann auf Aggregation der im Vergleich zu @&n@ydrophoberen Verbindung
zuruckgefuhrt werden. Dennoch ist im UnterschiedChla eine Fluoreszenz in wassriger
Losung zu detektieren, was auf einen Anteil an moegrem ZnPhew hinweist und auf die
Eliminierung des Phytylrestes zurlickgefuhrt weréénnte. Diese Beobachtungen kdnnen
mit Literaturdaten belegt werden, denn von den hfigti@n Pigmenten & und Pheid in
wassriger Losung ist bekannt, dass @ls Monomer (Roeder und Wabnitz, 1987), Paeid
aber in einem Monomer-Dimer-Gleichgewicht vorlie¢Eichwurzel, 2000). Ahnliches
Verhalten wird fur die in dieser Arbeit verwendeteretallhaltigen Kofaktoren Zngg und
ZnPheich vorgeschlagen. Man koénnte erwarten, dass beide cHiokne, Zn@; und
ZnPheid, durch den Peptideinbau eine grofiere Fluoreszantepausbeute aufweisen. Die
Peptide sollten durch die Bindung der Zinkchlortlem Anteil an monomeren Komponenten
in der Loésung vergrolRern, da sie die Pigmente em@nder durch Einlagerung und
entsprechende Peptidummantelung voneinander tremdienBeobachtung der niedrigeren
Fluoreszenzquantenausbeute fur die bereits erwdtn€es-me-1- bzw -me-6-Komplexe
(@ = 0,29 +0,03) und fur ZnPheaeme-1 und ZnPheame-6 (@ = 0,02 +0,01) entsprach
allerdings nicht der Erwartung. Dieses gibt einenw¢is darauf, dass die Zinkchlorine sich
nicht vollstandig im hydrophoben Innenraum des \Hetix-Biindels befinden. Die Pigmente
konnen aufgrund einer Funffach-Koordination (AbBckh die eine hohere freie Drehbarkeit
im Gegensatz zu dem in Kapitel 5.1 diskutiertenhstach koordinierten Hamin in me-1
erlaubt, zur hydrophileren Seite gedreht sein. Badikann es zu einer Aggregation mit
Wassermolekilen oder anderen Kofaktoren kommenase der monomere, fluoreszierende
Anteil an Pigmenten unverandert bleibt.

Die Annahme einer funffachen Koordination der Zinlkecine beruht auf den bereits

untersuchten Zink-Verbindungen wie Zink-ProtopomainyiX mit de novo synthetisierten
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Peptiden (Sharp et al., 1998a) und den fiinffachrdioiert vorliegendem Zink-BChl das
sowohl in Pyridin als auch eingelagert im Reaktmmmirum vonRhodobacter sphaeroides
untersucht wurde (Hartwich, et al., 1998; Chen let 2095). Auch native Mg-Komplexe
weisen fast ausschlie3lich funffache Koordinatiah @atz et al., 1976), was wiederum den
legitimen Austausch von Magnesium gegen Zink rechtjt, zudem beide auch &ahnliche
lonenradien aufweisen (s. Kap. 1.9.1).

Von den artifiziellen Haminproteinen ist bereits khent, dass die Intensitat der
Tryptophanfluoreszenz bei der Entfaltung zunimmivbdie Intensitat bei dem Einbau des
Kofaktors abnimmt (Kap. 5.1.1.3). Das Auftretenesirsolchen Effektes, der ebenfalls einen
Einbau des Kofaktors anzeigt, sollte auch fir digk&hlorine Uberpruft werden und wird am
Beispiel von Peptid me-6 in Abbildung 62 gezeighsOryptophan des Peptids fluoresziert in
50 mM KH,PO/K,HPQO, (100 mM KCI, pH 7,3) bei einer Wellenlange von 346. Nach
Zugabe von ZnPhes&doder Zn@; nimmt die Fluoreszenzintensitat ab. Wie in Kafd.3.
beschrieben, erfolgt die Fluoreszenz aus dem esstgaregten Zustand, in den das Molekl
durch schnelle strahlungslose Desaktivierunge(nal conversion) aus hdher angeregten
Zusténden Ubergeht. Neben der spontanen Emissiondia Fluoreszenzléschung durch eine
weitere strahlungslose Desaktivierung in den Grustind, durch einen Singulett-Triplett-
Ubergang iftersystem crossing) oder durch Energielibertragung auf sogenannte
Léschermolekile erfolgen. Der hier vorliegende Iigtekt der Tryptophanfluoreszenz
beruht auf einer Energietbertragung auf das Chigldve et al, 1992). Nach dem Forster
Energietransfer ist die Ratenkonstante dieses &itigbingulett-Energietransfers propor-
tional zu ¥ (mit r = Abstand des Donator- und Akzeptor-Paar€s) solcher Energietransfer
kann bis zu Abstanden von 65 A zwischen den Zentesder Molekiile erfolgen (Stryer,
1968). Die vorliegende Energietbertragung und dieaus resultierende Abnahme der
Fluoreszenzintensitat gibt damit einen Hinweis dief Bindung bzw. den Einbau der beiden
Zinkchlorine in den hydrophoben Bereich des ViettBUlndels. Der vollstandige Einbau
der Kofaktoren wurde parallel zur Tryptophanflu@esz durch Aufnahme von
Absorptionsspektren und der Detektion der entsgmreddn Wellenlange fir das
peptidgebundene Pigment kontrolliert. Das Peptid1lneeigte nach dem Hinzufliigen von
ZnPheich bzw. Zn@; die gleichen Ldscheffekte wie me-6. Als Kontroppeximent wurde
das bereits aus dem Kap. 5.1.3 bekannte Peptid veea2ndet, in dem aufgrund des Fehlens
von Kofaktor-bindenden Aminoséuren keine Pigmemtgetagert werden. Die Zugabe von
Zinkchlorin erzeugte in diesem Fall nur eine sedirgge Loschung des Fluoreszenzsignals

(= 5 %). Dies kann auf den grof3eren Abstand zwisdeem Tryptophan und dem Zinkchlorin
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bei Nichteinlagerung in das Vier-Helix-Buindel zukgefuhrt werden. Die beobachtete
geringe Loschung beruht in diesem Fall lediglicheinem zufalligen Aufeinandertreffen des
Kofaktors mit dem Tryptophan aufgrund der Molekbiwegung und einer daraus

resultierenden geringen Energielibertragung
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0,2-/X\
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Abbildung 62: Tryptophanfluoreszenzspektren von 6 puM me-6 bigiere Anregungswellenldange von
hex = 295 nm (schwarz), nach Zugabe von 3 puM ZnRhé¢idt) und 3 pM Zn@; (blau) in jeweils 50 mM
KH,POYK,HPQ, (100 mM KCI, pH 7,3).

5.2.2.3 Einbaukontrolle Gber den Zirkulardichroismus der Pigmente

Die CD-Spektren der Pigmente konnen ebenfalls zbhargkterisierung des Einbaus
verwendet werden. Das Spektrum von ZnPaekeigt in einer Pufferlésung sowohl im Soret-
als auch QBereich charakteristische CD-Signale. Die Soretd -Banden spalten in
einem positiven und negativen Zirkulardichroismus$ @bb. 63a). Die Maxima liegen bei
377 und 662 nm. Die Minima des negativen Zirkuleldoismus befinden sich bei 682 und
450 nm. Durch die Pigmenteinlagerung in das Peptidern sich die Vorzeichen des
Zirkulardichroismus in der @Bande (Minimum: 669 nm; Maximum: 695 nm) und der
positve und negative Zirlulardichroismus der Samatte ist langerwellig verschoben. Das
Maximum befindet sich bei 425 nm und das Minimum BB9 nm. Die vorliegende
Aufspaltung des CD-Signals im (@®ereich in einem positiven und negativen
Zirkulardichroismus ist im Allgemeinen typisch féine Dimerbildung der Pigmente (Cantor
und Schimmel, 1980) und wird z. B. auch im CD-Spekt des LH2-Komplexes der
Purpurbakterien aufgrund des vorhandenen BChiners beobachtet (Bandilla et al., 1998).
Der Nulldurchgang dieser Aufspaltung entspricht der Regel der Wellenlange der
Absorptionsbande. Die Abbildung 63a zeigt, dassNlidldurchgange der CD-Signale um
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6 nm im Vergleich zu den entsprechenden Absorpti@xsma verschoben sind (mit
Ausnahme des Nulldurchgangs in der SoretbanderdeshfZnPheid in wassriger Losung,
der genau der Wellenldnge des Absorptionsmaximuess Kibfaktors in wassriger Losung
entspricht). Eine solche Verschiebung ist auch v0B+-Signal der @Bande des LH2-
Komplexes im Vergleich zu seinem Absorptionsmaximpekannt (Georgakopoulou et al.,
2002). Der beobachtete negative und positive Zlrlicghroismus von ZnPheg&dsowohl in
Losung als auch eingebunden ins Peptid geben dilaneis auf eine Dimerbildung und
bestatigen damit das Ergebnis der geringen Fluengspiantenausbeute, die aus einer
Zusammenlagerung von Pigment-Molekulen entstehp(Ka2.2.1 — 2). Daraus lasst sich
schlieBen, dass die Zink-Pheophorbide nicht vaitlii von dem Peptid umhullt sind und
neben der Kofaktor-Peptid-Wechselwirkung auch diteraktion zwischen den Kofaktoren
vorliegt. Bei einer Untersuchung von Stereoisomererschiedener Zinkchlorine zeigte ein
Stereoisomer ebenfalls eine Aufspaltung des CD&bsgm der Soretbande, wie sie auch in

dieser Arbeit beobachtet wurde (Furukawa et aD020
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Abbildung 63: CD-Spektren von (a) ZnPheid(schwarz) und ZnPheeme-1 (rot) in jeweils 5mM
KH,POY/K,HPQ, (10 mM KCI, pH 7,3) und (b) Zn& (schwarz) und Zn€-me-1 (rot) in jeweils 5 mM Glycin
(10 mM NacCl, pH 10).

ZnCes; zeigt im CD-Spektrum Maxima im Soretbereich beé 4ind 451 nm sowie ein
Minimum in der Q-Bande bei 633 nm. Nach der Einlagerung des Pignentlas Vier-
Helix-Bundel von Peptid me-1 verschiebt sich degative Zirkulardichroismus der €
Bande zu 642 nm. Im Soretbereich treten ein p@sitdirkulardichroismus bei 413 nm und

ein negativer Zirkulardichroismus bei 433 nm aussen Nulldurchgang sich bei 423 nm

145



5. Ergebnisse und Diskussion

befindet. Damit entsprechen die CD-Signale der Lagker entsprechenden
Absorptionsmaxima. Der ausschlie3lich negative Wakdichroismus in der {Bande gibt
einen Hinweis darauf, dass keine Dimere vorliegen uestatigt damit ebenfalls die
Ergebnisse der vorherigen spektroskopischen Urdieusigen. Im Fall des Zregg kann damit
angenommen werden, dass keine Pigment-Pigment-\&lecHsing im Kofaktor-Peptid-
Komplex vorliegt, da das Pigment durch eine guteldgierung in das Peptid von seiner

weiteren Umgebung abgeschirmt wird.

5.2.2.4 Einbaukontrolle durch ESEEM-Spektroskopie en Pigment-Triplettzustand

Die bereits dargestellten Charakterisierungsmethogi& Absorptions-, Fluoreszenz- und
CD-Spektroskopie zeigen nach dem Einbau der Zitimdungen in die Peptide veranderte
Spektren im Vergleich zu den nicht peptidgebundefegmenten. Bei Annahme von
Histidin-koordinierenden Pigmenten bietet die ESEEMektroskopie die Mdglichkeit, tber
die direkte Detektion del*N-Kern-Quadrupolkonstante des Histidins als axiaigand, die
Peptidbindung zu verifizieren. Ein alternativer Wiegrde in Kap. 5.1.3 gezeigt, in dem das
Histidin in der Peptidsequenz gegen eine nichtidofdindende Aminosaure substituiert
wurde und infolgedessen das Hamin nicht koordinigdgrden konnte. Fir das EPR-
Verfahren, das hier gezeigt wird, ist keine Anderuter Peptidsequenz notwendig. Das
Histidin kann als Koordinationspartner tber die ékéibn der Stickstoffmodulationen des
axialen Stickstoffatoms im Imidazolrest des Histglidentifiziert werden. Die Methode soll
im Nachfolgenden am Beispiel von ZnPreedhrgestellt werden.

Die verwendeten paramagnetischen Zink-Systeme gefawlurch Lichtanregung aus dem
Grundzustand in den ersten angeregten Singuledtzisaus dem durch désc-Prozess der
Triplettzustand generiert wird (s. Abb. 19). An sBen Triplettzustand kénnen durch EPR-
Messungen die Nullfeldparameter erhalten werdes,etie Aussage Uber die elektronische
Spinverteilung der Triplettwellenfunktionen zulasseDiese sogenannten Transient-EPR-
Messungen werden im Kapitel 5.2.5 dargestellt. diér hier vorliegende Fragestellung der
axialen Koordination des Kofaktors wird eine sphleieEPR-Methode, die sogenannte
ESEEM-Spektroskopie angewendet, bei der die HypeviEchselwirkung zwischen den
Elektronenspins und den Kernspins detektiert wibte Anregung des ZnPhedin den
Triplettzustand erfolgte in dieser Arbeit durchexnLaser bei einer Anregungswellenlange
von 590 nm. Neben dem freien ZnPleeid einer Pufferlésung und dem peptidgebundenen
ZnPheid (ZnPheic-me-6) wurdert*N- und**N-Imidazol-gebundenes ZnPhaidls Modelle
untersucht. Das freie ZnPheidn der Losung enthalt vier*N-Atome im zyklischen
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Tetrapyrrolsystem. Bei einer axialen Bindung dedaKtwrs mit Histidin in ZnPhe@me-6
oder beim*N-Imidazol-koordinierendem ZnPheidjeweils fiinffache Koordination) liegt ein
weiteres *N-Atom im Komplex vor, das zusatzliche Signale inSEEM-Spektrum
hervorruft.

Imidazol wurde in diesem Versuch eingesetzt, ddiedmidazolgruppe des Histidins vom
Peptid simuliert und infolgedessen als Vergleicbbpr fir peptidgebundenes ZnPleeid
verwendet wird. WahrentfN-Atome einen Kernspin voh= 1 haben, liegt béPN-Atomen
ein Kernspin vonl = 1/2 vor. Sie weisen dadurch eine andere Hypwtdspaltung als die
1“N-Kerne auf und haben keine Quadrupolaufspaltung**N-gebundenen ZnPheidsind
damit hauptsachlich die Wechselwirkungen der Etelénspins mit den magnetischen
Momenten der Kerne aus défN-Stickstoffatomen des zyklischen Tetrapyrrolsystenu
beobachten, wahrend die Wechselwirkungen die aussdalen Bindung vont°N-Imidazol
resultieren aufgrund des Fehlens der Quadrupolalifsyy mit geringerer Intensitat
erscheinen.

Fur die Untersuchung der axialen Bindung wurderézhst nach Laseranregung Zwei-Puls-
EPR-Spektren von den vier verschiedem@mPheid-Systemen aufgenommen, um die
nachfolgenden ESEEM-Messungen an geeigneten undakteastischen Magnetfeldern
durchfiihren zu kénnen. Das Zwei-Puls-EPR-Spektram®¥nPheic (Abb. 64a) zeigt die in
Kapitel 3.1.6.2 beschriebenen Ubergange der Ttipletrzustande in Abhangigkeit vom
angelegten Magnetfeld. Die Zwei-Puls-EPR-Spektrem dnderen®zZnPheig-Komplexe
unterscheiden sich von dem gezeigten lediglichein gklativen Intensitatsverhaltnissen ihrer
Signale. Die Zwei-Puls-ESEEM-Messungen wurden fl@ @er Systeme (freies ZnPheid
ZnPheid-me-6, ZnPheid'*N-Imidazol, ZnPheid-"*N-Imidazol) bei den in Abb. 64a
markierten Magnetfeldern durchgefuhrt. Als Beispagid in Abbildung 64b ein Spektrum
von °ZnPheic&-me-6 bei einem Magnetfeld von 334 nm rObergang) gezeigt. Die
Echointensitaten der Modulationen wurden in Abhgkeit von der Zeit zwischen den Pulsen
(r) aufgenommen. Nach einer Fouriertransformationalertman die Auftragung der
Echointensitat gegen die FrequeniNach Kap. 3.1.6.3 sind Stickstoffmodulationsfrexgen
im Bereich von 0 — 4 MHz und Modulationsfrequenzem Wasserstoff zwischen 13 und
16 MHz zu beobachten. Beim Vergleich der ESEEM-8pek der vier verschiedenen
Systeme war zu erkennen, dass von allen untersuchkagnetfeldern die
Stickstoffmodulationen bei einem Magnetfeld von B355 mT die grof3ten Unterschiede

zeigten. An dieser Stelle wird fast ausschlieRtienms = 0 — +1 Ubergang detektiert und
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derms = 0 — -1 Ubergang ist an dieser Feldposition nahe Nkdher wurde dieses Magnet-
feld fur die anschlieBende 2D-ESEEM-Messung verwend

EPR-Signal

334

300 320 340 360 380 o 5 10 15 20 25
Magnetfeld (mT) Frequenz (MHz)

Abbildung 64: (a) X-Band 2-Puls-EPR-Spektrum vénPheid in Puffer (50 mM KHPO/K,HPO,, 100 mM

KCI, pH 7,5/Glycerin (40 %/60 %)); Pulslangen 16 (8°) und 32 ns (180°k = 200 ns, tpar = 540 ns;

v = 9,69 GHz; T = 5 K. Im Spektrum sind die Magnketf# angegeben, bei denen die ESEEM-Messungen
durchgefiihrt wurden. (b) ESEEM-Spektren V@nPheid-me-6; B = 334 mTy = 9,69 GHz, T = 5 K¢y, = 590

nm.

Das 2D-ESEEM-Spektrum zeigt die EchointensitaterAlohangigkeit der Zeiter und t;
(Abb. 65). Durch eine Fouriertransformation entlaran z und eine zweite Fouriertrans-
formation entlang vort; erhalt man ein zweidimensionales Spektrum, dasefaiionen
zwischen Ubergangen des gleichen Kernspins in denschiedenenms-Zustanden des
Elektronspins angibt. Korrelationsfrequenzen, dieallen Spektren der hier untersuchten
Systeme auftreten, kdnnen den Stickstoffatomen dmam Tetrapyrrolsystem zugeordnet
werden. Zusétzliche Korrelationen miussen demzufalge der axialen Bindung resultieren.
Die in Abbildung 65 dargestellten 2D-ESEEM-Spekteeigen, dass Korrelationsfrequenzen
von Stickstoffen, die bet*N-Imidazol-ligandierten und peptidgebunden&mPheic bei
v, = 0,4 und 1,8 MHz auftreten, sowohl beliN-Imidazol-ligandierten Kofaktor und auch
beim freien®ZnPheid in der Pufferldsung fehlen. Somit kénnen die Kiatiensfrequenzen
beiv, = 2 — 4 MHz, die in allen drei Spektren vorhandémd, den Stickstoffatomen des
Tetrapyrrolsystems zugeordnet werden. Die nur*iN-Imidazol- und *ZnPheid-me-6
erscheinenden Korrelationsfrequenzen resultieresigedessen aus dem Stickstoffatom des
ligandierenden Imidazolrestes. Damit ist das Histidls ZnPheid-bindende Aminoséaure
identifiziert. Aufgrund der Vielzahl von EPR-Ubergjen ist es mit der ESEEM-
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Spektroskopie nicht moglich, eine Aussage Uber Kberdinationszahl des Kofaktors zu
treffen und damit zwischen einer funf- oder seattséa Koordination zu entscheiden.
Allerdings kénnen die hier beobachteten Korrelaiomurch die in Kapitel 5.2.2.2 bereits
diskutierte Annahme einer flnffachen Koordinatias d’igments auf die Bindung von nur
einem koordinierenden Imidazol bzw. Histidin zurgekihrt werden.

Die aus den Spektren erhaltenen Quadrupolparametee’qQ/h = 3,2 MHz undy = 0,56
wurden aus demms = 0 Niveau bestimmt, in dem keine Hyperfeinwechg&lung zu
berticksichtigen ist. Diese Parameter geben in ddiegenden Arbeit eine Information Uber
das koordinierende N-Atom der axialen Bindung natndZinkchlorin. Mit dem Vergleich
von Literaturdaten fir NHistidin (€6qgQ/h = 3,36 MHz) und NH-Histidin (€qQ/h =
1,44 MHz) kann aus den ermittelten Werten die Agesgetroffen werden, dass das hier
vorliegende Zinkchlorin mit dem MNAtom des Histidins im Peptid bzw. des Imidazols

koordiniert (zitiert nach Lubitz und Feher, 1999).

ZnPheida-me-6 ZnPheide-1-Imidazol

v (3Hz)

< 15

) (IHz) 15
100
150
175

v (MHz)
v, (M)

Py (MMHz)

Abbildung 65: 2D-ESEEM-Konturdarstellung voriZnPheich (500 pM) in jeweils: me-6 (500 pM),
¥N-Imidazol (10 mM), Puffer (50mM KePOy/K,HPO,, 100 mM KCI, pH 7,3) und®N-Imidazol (10 mM) und
jeweils 60 % Glycerin.

Messbedingungen: Mikrowellenfrequenz 9,69 GHz, B = 355 mT, T = 5 Ky, = 590 nm, Laserleistung =
12 mJ/Puls. Die Frequenzachsen resultieren ausFdeniertransformationen ddg- und z-Zeitachsen. Die
markierten Bereiche geben die charakteristischerquenzbereiche an, in denen sich die Spektren
unterscheiden. Die Korrelationsfrequenzen zwisochen 2 — 4 MHz resultieren aus den Pyrrolstick-stoftkes
Pheophorbid-Grundgerusts und die Korrelationenvher 0,4 und 1,8 MHz aus dem Stickstoff des axialen
Liganden.
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5.2.3 Strukturen der Zinkchlorin- maquettes

Die Sekundarstruktur des Peptids me-1 wurde bergitsKapitel 5.1 gezeigt. Das
Zirkulardichroismusspektrum des Peptids me-6 zelgnfalls den typischen Kurvenverlauf
einera-Helix mit Minima bei 208 £ — = -Ubergang) und 222 nm (# = -Ubergang) und
einem Maximum bei 193 nm. Der Anteil anHelikalitat betragt 78 (5) % (Kap. 3.1.4.1).
Bei Anwesenheit von 0,5 M GdnHCI vergroRert sich Beshwert bei 208 und 222 nm und
damit der Anteil aru-Helix zu 92 (x5) % (Abb. 66). Dies konnte berdis den artifiziellen
Haminproteinen gezeigt werden, bei denencditelikalitat und damit auch die Stabilitat der
Peptide durch den Zusatz einer geringen GdnHCI-Kotmation ebenfalls erhdht wurde. Fir
die im nachfolgenden Kapitel 5.2.4 aufgefiihrtenfltingsstudien wurde deshalb die Probe,
in der 0,5 M GdnHCI vorlagen, als Zustand der katiph Faltung angenommen.
Entsprechendes konnte fur die Zinkchlorin-Peptidedachtet werden. Auch hier waren die
maximalen Drehwerte festzustellen, wenn 0,5 M GdhiH@er Probe vorhanden waren.

Der ParameteR, der das Verhaltnis des Drehwertes bei 222 nmezu dei 208 nm angibt
und damit eine Aussage Uber den Helixtyp erlaubider sowohl flr das Apo- als auch fir
das Holopeptid z& = 0,98 bestimmt. Damit liegt eing3.6,3)-Helix vor.

Im Vergleich zum Apopeptid konnte der Drehwert mioctrhoht werden, wenn die
Zinkchlorine eingelagert vorlagen. Dies gibt bevedtinen Hinweis darauf, dass sich die
Stabilitaten der Peptide nur geringfigig bei Eielamg der Kofaktoren andern und soll in

Kapitel 5.2.4 genauer untersucht werden.

60+
__—GdnHcl
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Abbildung 66: CD-Spektren von 8 uM Apo-me-6 ohne (schwarz) md0,5 M GdnHCI (rot) bei RT. Die
Schichtdicke der Quarzkivette betrug d = 0,1 cm.
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Mit Hilfe der Gelfiltration wurde das Molekulargegtit der Peptide in wassriger Lésung
bestimmt. In Abbildung 67a sind als Beispiel diati€insprofile von me-6 und Zrgme-6
gezeigt. Nach dem Einbau des Kofaktors in den Bleptnplex eluiert das Zrég-maquette
aufgrund seines hoheren Molekulargewichts friiheidak Apopeptid (Abb. 67b). Die Anzahl
der gebundenen Kofaktoren konnte allerdings aufiyder Ungenauigkeit der Messmethode

nicht bestimmt werden.

a b
Chymotrypsinogen
‘ ZnCe,me-6

. Ribonuklease A ‘ me-6

=
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Abbildung 67: (a) Elutionsprofile der Gelfiltration von 100 pkhe-6 (schwarz), Zn€&-me-6 (rot) und den
Eichproteinen (zur Kalibrierung der Superdex 75i8g(blau) in 50 mM KHPO/K,HPQO, (150 mM NacCl,
pH 7,3) bei 283 K unter Grinlicht. Die Detektioricdgte bei 280 nm. (b) VergrofRerung der Elutionsipgoson

me-6 (schwarz) und Zrégme-6 (rot) zur Verdeutlichung verschiedener Molekyewichte.

Die nachfolgende Tabelle 14 zeigt, dass die Peptidelestens zu 80 % als Dimer und damit
als Vier-Helix-Bundel vorliegen. Der restliche Peotanteil entspricht der Zusammenlage-
rung zweier Vier-Helix-Bundel. Beim Vergleich deeien Peptide wird beim me-6 ein
hoherer Anteil an Oligomer festgestellt, der ablgingn dem peptidgebundenen Kofaktor
bei ZnPheid unveréandert bleibt oder im Fall des peptidgeburdetnG; erhéht wird.

Analog zum Peptid me-1 werden vom Peptid me-6 etwébere Werte fir die
Molekulargewichte ermittelt als die berechneten ¥emngeben. Auch me-6 weist eine
zylindrische Struktur auf, die von der der relaltugelsymmetrischen und nattrlichen
Standardproteine abweicht. Das Peptid passt indelggen nicht exakt in die Hohlraume des

Saulenmaterials und wandert schneller durch di¢eS&a dass ein héheres Molekulargewicht

als das tatsachlich vorliegende bestimmt wird.
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Tabelle 14 Molekulargewichte der Peptide me-1 und me-6 uarkd Pigmentkomplexe. Die Prozentangaben
beziehen sich auf den Anteil des jeweiligen Struktutivs. Die berechneten Molekulargewichte der tkada
Peptid-Komplexe beruhen auf der Annahme von zweigedagerten Kofaktoren pro Peptiddimer. Die
Prozentanteile konnten aus den Verhaltnissen deinmaten Intensitdten der vorliegenden Spezies inesti
werden, da eine eindeutige Basislinie vorlag.

Peptid ber. Masse (Da) |exp. Masse: 2000 (Da)
me-1 7607 (Monomer

15214 (Dimer) 18000 (9215 %

30428 (Tetramer)| 40000 (8 5%
ZnCes-me-1 16532 (Dimer) 21800 (100 %
ZnPheid-me-1 | 16522 (Dimer) 19200 (100 %
me-6 7173 (Monomer

14346 (Dimer) 18500 (90 £5 %

28692 (Tetramer)| 37000 (10 £5 %
ZnCes-me-6 15664 (Dimer) |23100 (80 £5 %

31328 (Tetramer)| 37000 (20 £5 %
ZnPheig&-me-6 | 15654 (Dimer) [20800 (90 £5 %

31308 (Tetramer)| 38000 (10 £5 %

Aufgrund des bereits erwahnten grol3en Fehlers é#ilt@tion bietet diese Methode keine
Moglichkeit, die Anzahl der peptidgebundenen Kofa&h zu ermitteln. Wie bereits in
Kap. 5.1 gezeigt, wird die Anzahl der gebundenefaktoren durch chemische Titration des
Pigments zum entsprechenden Peptid ermittelt. Eetbpnd der artifiziellen Haminproteine
erfolgt die Bestimmung des Stoffmengenverhéltnis \Kofaktor zum jeweiligen Peptid
anhand der Absorptionsanderung der Soretbande aeleiQ-Bande (s. Abbildung 68a,
Titration von ZnPheid zu me-6). Die Auswertung der chemischen Titratden Zinkchlorine
ist aufwendiger als die der Haminproteine, da sdib Absorptionswellenlangen der
ungebundenen Kofaktoren kaum von denen der pepiichgkenen Kofaktoren unterscheiden.
Dadurch wird keine typische Sattigungskurve erimalteeil die Absorption des freien
Kofaktors von der des peptidgebundenen Kofaktoslégert ist und infolgedessen in die
Auswertung miteingeht. Fur den in Abbildung 68bagien Fall wurde zur Auswertung die
Wellenlange von 675 nm gewabhlt, die sich nahe deaxiMum der @Bande befindet und
sich aus Erfahrung am besten fur die Bestimmung gEsuchten Stoffmengen- bzw.
Konzentrationsverhaltnisses eignet (Noy, 2005 untlagende Arbeit).

Fur die Titration von ZnPhegdzu 4,6 ©tM me-6 wird ein Konzentrationsverhaltros einem
Kofaktor zum Peptidmonomer ermittelt, d.h., es madin sich zwei ZnPheseMolekile in
einem Vier-Helix-Bindel. Das gleiche Ergebnis ergabTitration des gleichen Kofaktors zu
me-1.

In Abbildung 68a ist ebenfalls zum Vergleich eins@iptionsspektrum von ZnPhaidohne
Peptid) gezeigt. Die Aufnahme erfolgte ca. einen8&unachdem das PigmentH 8 uM) zur
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Pufferlésung hinzugefiigt wurde. Es wird eine aufgétene Q-Bande beobachtet, die
wahrscheinlich auf eine Aggregation zuriickzufihisn Von dem metallfreien Pigment
Pheidh, das in wassriger Losung in einem Monomer-Dimegi€igewicht vorliegt, ist eine
entsprechende Aufspaltung deg-&bsorptionsbande mit Maxima bei 667 und 685 nm
bekannt (Eichwurzel, 2000). Bei Pigment-Konzentra@n bis zu 8 pM gelingt es durch
Zugabe von me-1 oder me-6, dass diese Banden wasgegemeinsames Maximum bei
673 nm erscheinen. Das Verhindern der Aggregatiom €@hbk durch Einlagerung in den
hydrophoben Peptidbereich konnte bereits bei andgnethetischen Peptiden gezeigt werden

(Dudkowiak et al., 1998).

0’8'_ ZnPheida

0,6+
0,54
0,4+
0,34
0,2+
0,14

0,0- , , , , ,
0 2 4 ¢ 6 8 10

Absorption
Absorption__

= 4,7 UM ZnPheida

'500 600 70 800
Wellenlénge (nm) C2npheida (LM)

Abbildung 68: Chemische Titration von ZnPheidu 4,6 uM me-6 in 50 mM KHPO/K,HPQ, (100 mM KClI,
pH 7,3); (a) Absorptionsénderung dey-Bande mit steigender Konzentration des Kofaktéis.Vergleich ist
ein Spektrum von nicht peptidgebundenem ZnPheaidgleicher Pufferldsung gezeigt, das nach 1 hulbaion
bei RT aufgenommen wurde. Zur besseren Darstelungle die Aufspaltung der gBande des ZnPheadin
der Pufferlésung (rot) um 0,6 Absorptionseinheitearschoben. (b) Absorptionsanderung bei 675 nm in

Abhangigkeit von der ZnPheaeKonzentration.

Zur Veranschaulichung der Pigmenteinlagerung inRiggstid soll die Abbildung 69 dienen.
Ohne Peptide in der Pufferlésung fallen die Kofadtoaufgrund der Aggregation aus und
lagern sich auf dem Boden des ReaktionsgefaReBiallReptide reduzieren die Aggregation
durch Komplexbildung, indem sie die eingebundenafakioren weitestgehend von der
Umgebung abschirmen. Die geringe Fluoreszenzquansbeute der ZnPheiemaquettes

(Kap. 5.2.2.2) gibt dennoch einen Hinweis daraas duch im Komplex eine Aggregation
vorliegt, die aus einem existierenden Gleichgewmhischen monomerer und dimerer Form

des Pigments resultieren kann.
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ZnPheidy in ciner ZnPheide in me-6

s ¥

Abbildung 69: ZnPheid ohne (links) und mit Peptid me-6 (rechts) in jd&€50 mM KHPQ/K,HPO,
(100 mM KCI, pH 7,3). Die Aggregation und Fallungr&ZnPheid-Molekiile am Boden des Reaktionsgefalies
ist gekennzeichnet.

In gleicher Weise wie ZnPhadwurde Zn@; zu den Peptiden titriert. Die Abbildung 70a
zeigt die Absorptionsanderung dey-Bande in Abhangigkeit von der Zeg&Konzentration,
die zum Peptid me-1 hinzugegeben wurde. Mit detigstwachsenden Konzentration an
ZnCes wird zum einen die Intensitat der-Bande grofRer, zum anderen verschiebt sich die
Lage der @Bande kurzwellig zu 633 nm, wo das freie Pigmdrstoabiert und infolgedessen
als Uberschuss vorliegt. Aus der Auftragung der okpsonsanderung bei 642 nm in
Abhangigkeit von der Zn€&-Konzentration und der bekannten Konzentration @&lnvon
3,8 UM wird ein Konzentrationsverhéltnis von einémfaktor zu einem Peptidmonomer
ermittelt. In einem Vier-Helix-Bindel liegen somiwei Kofaktoren vor. Das gleiche
Ergebnis wurde fir die Titration von ZeCzu me-6 gefunden. Obwohl das me-1 im
Vergleich zum me-6 vier weitere Histidine im Vieelk-Blndel enthalt, liegen in beiden
Komplexen zwei Kofaktoren vor. Durch eine Titratieon ZnGs in das Peptid me-5, das wie
me-1 aus zwei disulfidverbrickten 31meren Peptigsten besteht, aber nur die Histidine in
Position 10 besitzt, wurde ebenfalls ein Verhaliros einem Kofaktor pro Peptidmonomer
bestimmt. Dies gab einen weiteren Hinweis daraasschur die Histidine in Position 10 die

Kofaktoren koordinieren.
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Abbildung 70: Chemische Titration von Zrég zu 3,8 uM me-1 in 25 mM Glycin (50 mM NacCl, pH 10,0
(a) Absorptionsanderung deg-Bande mit steigender Konzentration des Kofaktafs.Vergleich ist ein um 0,6
Absorptionseinheiten verschobenes Spektrum (schwaon nicht peptidgebundenem Z&Cin gleicher
Pufferlésung gezeigt. Die vertikale Linie verdethili die Absorptionsverschiebung. (b) Absorptionsiadg bei

644 nm in Abhangigkeit von der Zeg&Konzentration.

Zusammengefasst liegen in allen vier moglichen Kimadibnen (Zn@;-me-1, Zn@s;-me-6,
ZnPheid-me-1, ZnPheid-me-6) also jeweils zwei Kofaktoren pro Vier-HeB{ndel vor,
obgleich das Peptid me-1 vier zusatzliche Histidpre Dimer aufweist (Abb. 55), die
infolgedessen unbesetzt bleiben. Die Anzahl dedlanPeptid bindenden Kofaktoren stimmt
mit der Literatur Uberein, die fur das Peptid meb einer N-terminalen Methioningruppe,
die als Startcodon fir die Translation verwendetdsu ebenfalls zwei gebundene £&3C

Molektle pro Vier-Helix-Bundel angibt (Razeghifardd Wydrzynski, 2003).
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5.2.4 Stabilitat der Zinkchlorin-maquettes

Bevor die Stabilitditsparameter der Kofaktor-Peptamplexe bestimmt werden, sollen
zunachst die beobachteten Eigenschaften der Ziokokl dargestellt werden. Beim
Aufbewahren des Zn& an der Luft bei RT wurde eine langsame Entmetatlimg des
Pigments nach bereits einem Tag festgestellt, uiehdUV-VIS-Spektroskopie nachgewiesen
wurde. Bei 277 K und unter Lichtausschluss ist ligmentlésung mindestens eine Woche
und bei einer Aufbewahrung bei 193 K mehrere Mos#dbil. Das Hinzufligen der basischen
ZnCes-LOsung zu einer Pufferldsung mit einem niedrigepthWert von pH 7,3 erzeugte
nach ca. einer Stunde ebenfalls eine Entmetallisgeides Pigments. Diese Beobachtungen
mussten fur die nachfolgenden Charakterisierundsmden beriicksichtigt werden. Nach dem
Einbau von Zn@; in die Peptide zeigte dagegen ein Pufferwechsel pd 10 zu pH 7,3
keine Auswirkungen auf die Grund- (gleiche Absampsispektren) und Triplettzustande
(s. Kap. 5.2.5). Aufgrund der Hydrophobie von ZnBbhevar es notwendig, das Pigment
zunachst vollstandig in Aceton zu l6sen, um es damrder Pufferlésung hinzuzugeben.
Dabei wurde in Abhangigkeit von der Pigmentkonzaidn in einigen Fallen eine
aufgespaltene Bande beobachtet, die bereits in Kap. 5.2.3 gezeigde und auf eine
Aggregation der Kofaktoren hinwies. Um annéaherndhomoeres Vorliegen der Pigmente
sicherzustellen, wurde bei den nachfolgenden Chenialerungen stets zuvor ein UV-Vis-
Spektrum aufgenommen.

Analog zu den atrtifiziellen Haminproteinen wurdee &tabilitaten des Apo-me-6 und der
Zinkchlorin-Peptid-Komplexe dber die Fluoreszenksmeskopie bestimmt und eine
Anderung der Intensitat des Zirkulardichroismus 22 nm nach Zugabe des Peptids zum
vorgelegten  Kofaktor Uberprift. Die  Spektren, dieie d Verschiebung der
Tryptophanfluoreszenz zu langeren Wellenlangen minhehmender Konzentration an
GdnHCI zeigen, sind mit denen der Haminproteine&Kap. 5.1 vergleichbar und werden
infolgedessen nicht gesondert gezeigt. Die Auswegrtder Stabilitatsuntersuchungen durch
die Fluoreszenzspektroskopie ergibt die in Tabdlle zusammengefassten Stabilitats-

parameter.
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Tabelle 15: Freie Entfaltungsenthalpield\Gy,0), Kooperativitatenrf) und Konzentrationen flr eine 50 %ige
Entfaltung €,/,) derde novo synthetisierten Peptide me-1, me-6 und ihrer Zilkin-Komplexe in (sofern nicht
anders gekennzeichnet) 5 mM KRO/K,HPQO, (10 mM KCI, pH 7,3).

AGp,o (kI mol®) [ m(kJ mol*M™) | cyz (M)
me-1 19,3+£1,9 3,9+0,4 4,9 +0,2
ZnPheid-me-1 20,2 £2,0 4,004 5,1 0,2
ZnCes-me-1 19,4 £1,9 3,8+0,4 4,9 +0,2
me-6 20,8 £2,1 4,1 +0,4 5,4 +0/2
ZnPheid-me-6 21,922 4,004 5,4 £0,2
ZnCes-me-6 21,0+2,1 4,0 +0,4 5,3+0,p
me-6* 15,1 £1,5 3,1+0,3 4,9 +0,2
ZnCes-me-6* 15,5+1,6 3,1+0,3 5,0+0,2

* Messungen erfolgten in 5 mNy€n (10 mM NacCl, pH 10)

Aus der Tabelle 15 geht hervor, dass die Stalspttameter der vier Kofaktor-Peptid-

Komplexe vergleichbare Werte aufweisen. Die fremfétungsenthalpiaGy,o, die als Mafd

fur die Stabilitdt der Peptide gilt, bleibt unteerBcksichtigung ihres Fehlers nach dem

Einbau der Zinkchlorine unverandert. Analog sindghadie Werte fir die Kooperativitaten

und Konzentrationen, bei der bereits 50 % der Bepéntfaltet vorliegen, beim Apo- und

Holopeptid vergleichbar (Abb. 71).

Anteil gefaltetes Peptid

c

GdnHCI (

M)

Abbildung 71: Ermittelte, gefittete Denaturierungskurven aus gptophanfluoreszenzverschiebung von me-6
(schwarz) und ZnPheddme-6 (rot). Die Abbildung verdeutlicht die Ahnlickit der Denaturierungseigen-
schaften des Apo- und Holopeptids.
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Eine unveranderte Elliptizitat im CD-Spektrum natghm Peptideinbau des Kofaktors zeigte,
dass die Pigmente die Stabilitdt des Peptids midiithen. Dies wird mit den hier ermittelten
Stabilitatsparametern aus der Fluoreszenzauswelestétigt.

In Kapitel 5.1 wurde bereits gezeigt, dass das i®epe-1 ein Stabilititsmaximum bei

pH 7 — 8 besitzt. Anhand der Denaturierungsstudies Peptids me-6 bei pH 10 konnte
ebenfalls gezeigt werden, das dieses Peptid imlistkan Bereich eine geringere freie
EntfaltungsenthalpieAGy,0 von 15,1 (+1,5) kJ mdl im Vergleich zu dem bei pH 7,3

ermittelten Wert vo\Gy,0 = 20,8 (+2,1) kJ mal aufweist.

5.2.5 Triplettzustande der Zinkchlorine und deren Reptid-Komplexe

5.2.5.1 Bestimmung der Nullfeldparameter

Lichtanregung induziert in Zinkchlorinen Tripletsténde, die durcintersystem crossing aus
dem angeregten Singulettzustand entstehen. Diestrfle sind damit der Untersuchung
durch die transiente EPR-Spektroskopie zuganghdternativ kénnen die Triplettzustande,
wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wird, dumbitaufgeloste Absorptionsspektroskopie
untersucht werden. Beide Verfahren sollen in die8eoeit dazu dienen, sowohl die
Triplettzustande der Zinkchlorine in Losung als laulie der peptidgebundenen Kofaktoren
zu charakterisieren. Wahrend aus der zeitaufgelostdsorptionsspektroskopie die
Quantenausbeute, Lebensdauer und Zerfallskinesikidpletts bestimmt werden kann, bietet
die EPR-Spektroskopie die Mdglichkeit zur Bestimigpuder Nullfeldparameter und damit
Aussagen uber die elektronische Struktur der Titipkdlenfunktionen zu erhalten. Dabei ist
zu beachten, dass die EPR-spektroskopischen Uaokensgen an gefrorenen Lésungen und
an Probenkonzentrationen vor= 200 — 500 pM durchgefihrt wurden. In der Pepsdhg
lag ein 60 %iger Anteil an Glycerin als Glasbildnar. Im Gegensatz dazu wurden die
zeitaufgelosten Absorptionsmessungen bei RT undPiginent-Peptid-Konzentrationen von
c=5-10 uM ausgefuhrt.

Beginnend mit der EPR-Spektroskopie an Tripletémdén der peptidgebundenen
Zinkchlorine, Zn@®; und ZnPheid, werden in Abbildung 72 die aufgenommenen EPR-
Absorptionsspektren und deren erste AbleitungereigezAus der Darstellung der ersten
Ableitung kénnen die Wendepunkte des EPR-Absorpsigmals als Minima und Maxima

mit hoéherer Genauigkeit aus dem Spektrum abgelesmden. Diese Darstellung wurde
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frher haufig angewendet, als es noch keine Spetreilationsprogramme gab, um die

Nullfeldparameter zu bestimmen (z. B. Levanon uiodrid, 1978).

EPR-Signal

EPR-Signal

2Dl
DI + 3|E|

IDI = 290 (+ 4) x 107cm™
IEl= 37 (+3)x10%cm™

310 320 330 340 350 360 370 380
Magnetfeld (mT)

IDI= 315 (£ 4) x 10“*cm™
IEI= 48 (+3)x 10™cm™

310 320 330 340 350 360 370 380 390

Magnetfeld (mT)

1. Ableitung des EPR-Signals

1. Ableitung des EPR-Signals

310 320 330 340 350 360 370 380

Magnetfeld (mT)

310 320 330 340 350 360 370 380

Magnetfeld (mT)

Abbildung 72: (a) Transientes X-Band Absorptions-EPR-Spektrun 800 uM ZnPhei@me-6 (schwarz) in
50 mM KH,PO/K,HPQ, (100 mM KCI, pH 7,3) mit Simulation* (rot) und (l)arstellung der 1. Ableitung der
entsprechenden Absorptionsspektren aus &)9,66 GHz, T = 80 K. (c) Transientes X-Band Alpmms-EPR-
Spektrum von 450 pM Zrégme-6 (schwarz) in 25 mM Glycin (50 mM NacCl, pH I@) Simulation* (rot) und
(d) Darstellung der 1. Ableitung der entsprechenflesorptionsspektren aus @)= 9,64 GHz, T = 80 K.

Die Nullfeldparameter D] und |E| (in MHz) wurdersalen Simulationen erhalten und in‘tomgerechnet.

* Das Simulationsprogramm ,esetNtriplet* wurde V@dn M. van Gastel aus unserer Arbeitsgruppe ensiick
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Das Triplettspektrum des ZnPhaithe-6-Komplexes weist eisae-aea-Polarisationsmuster
aus absorptivenaj und emissivend) Banden auf. Das Zréggme-6-Triplettspektrum zeigt
ein aaa-eee-Polarisationsmuster. Die unterschiedlichen Spektier beiden Triplettzustande
gehen aus der verschiedenen Besetzung der Tripettustande ,I Ty und T, in beiden
Systemen hervor (s. Kap. 3.1.6.2, Abb. 25a). Aus Sienulation dieser Pulverspektren
konnen die Betrage der Nullfeldparameter |D| undl WEstimmt werden, die zur
Charakterisierung der Elektronenspinverteilung @r driplettwellenfunktion herangezogen
werden. Die asymmetrischen Spektren der Tripletinge von peptidgebundenem ZnPheid
und ZnGs beruhen auf der Selektivitat ungleicher Mikroweflalse fur diens = 0— +1 und
ms = 0— -1 Ubergédnge (Abb. 72). F&ZnPheid-me-6 wird fiir den Parameter ID|, der als
Mald fur die Ausdehnung der elektronischen Wellekiion des Triplettzustands gilt, bei
einer Messtemperatur von 80 K ein Wert von |D| ® 284) x 10* cm™ ermittelt. Der
Parameter |E|, der die Verzerrung des Systems laersgjeson einer tetragonalen Struktur
angibt, betragt |E| = 37 (+3) x tem™.

Vom 3ZnCes-me-6-Komplex werden bei gleicher Temperatur Nidéefspaltungsparameter
von |D| = 315 (+4) x 16cm™* und |E| = 48 (+3) x Ihcm™* bestimmt.

Eine Temperaturerhhung auf 200 K zeigte keine Aumfp im Triplettspektrum und
infolgedessen wurden die gleichen |D| und |E| Petembestimmit.

Die Triplettzustande der freien und Imidazol-koardrten Zinkchlorine weisen das gleiche
Polarisationsmuster wie die entsprechenden pejtidgienen Pigmente auf und die |D| und
|E| Parameter unterscheiden sich nur geringflugigb(A73; Tab. 16). Die ermittelten
Nullfeldparameter beider Systeme sind sowohl mit deiplettparametern von ZnGhlin
Losung als auch mit denen von natirlichen Chlortéehyin pflanzlichen Photosystemen
vergleichbar (Tab. 16; Scheer, 1991).
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a b
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Abbildung 73: Transiente X-Band EPR-Spektren (T = 80ws 9,62 GHz) von (a) ZnPheigme-6 (schwarz),
ZnPheid (rot) und ZnPheid-Imidazol (blau) jeweils in 50 mM KHPO/K,HPQO, (100 mM NacCl, pH 7,3; 60 %
Glycerin) und von (b) Zn&-me-1 (schwarz), Zn& (rot) und Zn@; in Imidazol (blau) jeweils in 25 mM
Glycin (50mM NacCl, pH 10; 60 % Glycerin). Die entsphenden Simulationen sind im Anhang Il — V ggtei

Tabelle 16 Aus den transienten EPR-Spektren (X- oder Q-Bafd)elesene Nullfeldparameter |D| undfiig|
die Zinkchlorine und deren Vergleich mit Literataten. Soweit nicht anders angegeben, lagen die edd2h
Proben in 50 mM KEPOYK,HPQO, (100 mM NacCl, pH 7,3) und die ZmgProben in 25 mM Glycin (50mM
NaCl, pH 10) vor. Die Messtemperatur betrug jew8dK.

ID| (x 10* cm™) | |E| (x 10" cmi™)
(=4) (3)

ZnPheic 290 38
ZnPheid-me-1 290 38
ZnPheid-me-6 290 37
ZnPheid in Imidazol/Puffer 295 36
ZnPheid in Ethanol 292 38
ZnPheid in Pyridin 298 38
ZnCe; in Puffer 322 50
ZnCes-me-1 315 52
ZnCes-me-6 315 48
ZnCe; in Imidazol/Puffer 315 48
ZnChla (= ZnPh&) in Methylcyclo- 306 (£3) 42 (£3)
hexan/Pentan (1:1) und 20 mM,®
(zitiert nach Scheer, 1991, Kap. 4.8)
’P700 (PSI aus Spinat), den Blanken 280 (+5) 38 (+2)
und Hoff, 1983)
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Die Q-Band Spektren der Triplettzustdnde von Znihai den organischen Losungsmitteln
Ethanol und Pyridin zeigen eine geringe Asymmeiriden EPR-Ubergangen. So betragt der
Bereich zwischen dem dnd X,-Ubergang voriznPheid in Pyridin 9,5 mT im Vergleich zu
11,4 mT zwischen dem Xind Z-Ubergang (Abb. 74). Dieses resultiert aus eingés@étnopie
des g-Faktors. Diese Anisotropie kann in den X-Band-3mak aufgrund der geringeren

Mikrowellenfrequenz nicht aufgeldst werden.

EPR-Signal

1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250
Magnetfeld (mT)
Abbildung 74: Transiente Q-Band EPR-Spektren von 500 pM ZnRhieidethanol (schwarz) und ZnPheith

Pyridin (rot),v = 34,01 GHz, T = 80 K. Die Spektren sind uber Hilkt& geglattet. Die Simulationen sind im
Anhang VI dargestellt.

Die Intensitat des Triplettsignals der Zinkchlorise abhangig von der Integrationszeit nach
dem Laserblitz. Dies soll am Beispiel vé@nCes in 25 mM Glycin (50 mM NaCl, pH 10)
gezeigt werden (Abb. 75). Direkt nach der Lasergumg und einer Integrationszeit von
0 — 1 ps befinden sich die meisten Zx®oleklle im Triplettzustand und man beobachtet
eine hohe Signalintensitat. Bei Integrationszeiten 1 — 2 ps und 2 — 3 us liegen bereits
wieder viele Molekile im Grundzustand vor und igldessen ist eine niedrige Triplett-
signalintensitdt zu beobachten. Des Weiteren andeh insbesondere das relative
Intensitatsverhéaltnis des ~Ubergangs zu den anderen Ubergangen im Vergleichien
Signalintensitaten, die direkt nach dem Laserlaiifgenommen wurden. Nach ca. 15 ps war

unter den gegebenen Bedingungen kein Triplettsigrddr zu beobachten.
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Abbildung 75: Transiente Q-Band EPR-Spektren von 200 uM @n@e-6in 25 mM Glycin (50 mM NacCl,
pH 10, 60 % Glycerin) nach einer Integrationszeih ¥ — 1 us (schwarz), 1 — 2 us (rot) und 2 — Jleuf;
v=9,62 GHz, T =80 K.

Nach der Charakterisierung der Triplettzustandel sml nachfolgenden Kapitel ein
lichtinduzierter Elektronentransfer von den Zinlarien zu nicht-kovalent gebundenen
Chinonen dargestellt und der Einfluss dée novo synthetisierten Peptide auf den

Elektronentransferprozess aufgezeigt werden.

5.2.5.2 Bestimmung der Triplettquantenausbeute

Fur die Bestimmung der Quantenausbeute idessystem crossing @, diente die Triplett-
Triplett-Absorption bei 480 nm. Fir freies Zedn einer Pufferldsung wurde ein Wert von
®,,. = 0,3 (x0,05) ermittelt. Als Vergleich wird fir Ghin Ethanol eine Triplettquanten-
ausbeute vonb,, = 0,5 angegeben (Jabben et al., 1986), die alsr&efwert verwendet
wurde. Auch die Zn€&-maguettes weisen eine relativ hohe Triplettquantenausbeuite m
®,,. = 0,2 (x0,03) auf, wahrend sowohl in freiem alstain peptidgebundenem ZnPheiaur
wenige Molekile einemsc-Prozess erfahrend(, = <<0,1). Vergleichbar kleine Werte sind
auch fur das metallfreie Phaidnit ®,. = 0,02 in Methanol/deuteriertes Wasser (1:20, v/v)
bekannt (Tanielian et al., 1996). Entsprechenderedje Triplettsignale der freien ZnPheid
Molekile und der ZnPhesdmaquettes geringere Intensitaten als die der freien und
peptidgebundenen ZmgSysteme. Die niedrigesc-Quantenausbeute fir die ZnPheid
Systeme steht im Einklang mit der geringen Fluaesguantenausbeute. Dies gibt einen
Hinweis auf Aggregation, denn nur bei monomer egdinden Pigmenten (z. B. Zafsind

beide Werte relativ grol3.
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5.2.5.3 Abhangigkeit der Chlorin-Triplettlebensdaue@ vom Losungsmittel

Allgemein zeigen Chlorophylle in einer wassrigen g#ioung eine kleinere Loschkonstante
durch Sauerstoffk,x und eine langere Triplettlebensdauer als in einerganischen
Losungsmittel. Dies konnte am Beispiel des meta#in (& gezeigt werden: Wahrend in
Ethanolke, = 1,5 (+ 0,2) x 1 M™ s* betragt und eine Triplettlebensdauer vpr 0,03 ms
ermittelt wurde wurden in einer wassrigen Losung (pH 7,3) Werta Kix =
0,1 (x0,01) x 18 M™* s undz = 0,1 (+0,01) ms bestimmt. Der Transient der wsuehnten
Chlorine in dieser Arbeit resultiert aus dem nigsiien Triplettzustand. Das Verhalten, unter
Berucksichtigung des zuvor erwéhnten Einflusses ldessingsmittels, ist vergleichbar mit
dem Triplettzustand von monomerem &Im Aceton oder Ethanol mit Ausbleichungen bei
A =420 und 635 nm und Lebensdauern zwischen 20 4%08ufgrund von Aggregation ist
der Triplettzustand von Chln wassriger Losung nicht sichtbar (Chibisov et 2003).

5.2.6 Grundzustandswechselwirkung von Zinkchlorinemit Chinonen

Bevor die Ergebnisse der Elektronentransferprozessgestellt und diskutiert werden, wird
nachfolgend eine bislang in der Literatur nicht dake Grundzustandwechselwirkung
zwischen Chinon und ZnPheicbzw. ZnGs beschrieben, die sowohl im Absorptions- als
auch im Fluoreszenzspektrum der Pigmente beobaghtet.

Fiur die Untersuchungen der Grundzustandswechseingeén wurderp-Benzochinon (BQ)
und das Derivat Phenp-Benzochinon (phBQ) mit einem Phenylrest als gré8er
Chinonmolekill gewahlt. Bei Zugabe eines flnffachdrerschusses an BQ oder phBQ wird
im Absorptionsspektrum von Zmgeine Abnahme der Intensitat der Soret- als auclQge
Bande beobachtet. Zudem entstehen neue Absorptiodsb bei 440 und 673 nm mit
~-quasi“-isosbestischen Punkten bei 422 und 646 mbb( 76a). Diese Absorptions-
anderungen konnten zeitaufgelost verfolgt werdebhb(A77). Dabei wurde eine schnellere
Kinetik der Absorptionsverluste der Soret- und QiBen (Geschwindigkeitskonstarkg im
Vergleich zu der Zunahme der Absorption der engstden Banden bei 440 und 673 nm
(Geschwindigkeitskonstantk,) ermittelt. Es wurden Geschwindigkeitskonstantén den
Zerfall von k. = 0,008 & und fiir das Herauswachsen der neuen Absorptiodebamon

k. = 0,0001 & ermittelt (Abb. 77a). Die Wechselwirkung des Zihkwins mit den Chinonen
(BQ und phBQ) wurde direkt nach der Chinonzugalstgtstellt, wobei sich der endgiltige
Zustand zwischen den zwei Komponenten nach car Simede eingestellt hatte. Bei Zugabe
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von hoheren Chinonkonzentrationen (Abb. 77b), widzeinem vierzigfachen Uberschuss
von BQ zu Zn@®s, konnten hohere Werte ermittelt werdek: = 0,03 & und

k. = 0,002 &, d.h., die Intensitatsabnahme der urspriinglicheretSund Q-Bande und die
Bildung der neuen Absorptionsbanden tritt bei héheKonzentrationen schneller ein. Es
kann ausgeschlossen werden, dass das Entstend®am@en bei 440 und 673 nm auf die
Puffersalze zurtckzufiihren ist, da gleiche Beohaugn auch in deionisiertem Wasser
(ohne Zusatze) gemacht wurden. Auch im Fluorespakium tritt die entsprechende
Verschiebung der @Bande von Zn& nach BQ- oder phBQ-Zugabe auf. Im Fall des
ZnPheich wird nach BQ-Zugabe eine neu entstehende Absoigiiende bei 740 nm
beobachtet, wahrend die urspriinglicheBande des Pigments in wassriger Losung (pH 7,3)
bei 663 nm an Intensitat abnimmt (Abb. 76b). Dibs&len Absorptionsbanden liegen somit
um 67 nm getrennt voneinander vor. Die Soretbaraie ZnPheid bei 425 nm zeigt nach
Chinonzugabe ebenfalls einen Intensitatsverlust eind neue Bande bei 456 nm erscheint.
Analog zu Zn@; in wassriger Losung liegen auch im Spektrum vorPl@id “quasi“-

isosbestische Punkte bei 441 und 691 nm vor.
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Abbildung 76: (a) Absorptionsspektren von 4 uM ZaGind 20 puM BQ direkt nach Chinonzugabe (schwarz),
nach 200 s (rot) und nach 600 s (blau); die Einfiggzeigt die entsprechende Verschiebung der Emissider
Q,-Bande; (b) Absorptionsspektren von 10 uM ZnPheithd 100 uM BQ direkt nach der Chinonzugabe
(schwarz), nach 200 s (rot) und nach 600 s (blau).
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Die Auftragungen der Kinetiken in Abbildung 77 zeng dass das Entstehen des unbekannten
Komplexes, der nachfolgend diskutiert werden swdich der Chinonzugabe in zwei Stufen
erfolgt. Nachdem die Intensitaten der Absorptionslem des freien Zr&g in wassriger
Losung zu ca. 70% (£10%) abgenommen haberr (k.), bildet sich zunachst ein instabiler
Komplex, aus dem ein neuer stabiler Komplex mit datwerschobenen optischen Banden
generiert wird.

Im Gegensatz zu den Chinon-induzierten Absorptiams&l Emissionsdnderungen der Zink-
Pigmente in wassriger Losung (pH 7,3) ist bei dextatifreien Pigmenten, Pheidind G,
nach Chinonzugabe sowohl das Absorptions- als dashEmissionsspektrum unverandert.
Auch von den peptidgebundenen Zinkchlorinen (&a@e-1, Zn@s-me-6, ZnPheid-me-1,
ZnPheidi-me-6) konnten weder Intensitatsabnahmen in dertSond Q-Banden noch das

Auftreten neuer Absorptions- oder Emissionsbandsbachtet werden.
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Abbildung 77: Kinetische Verfolgung der Absorptionsédnderung vopM ZnG in 10 mM KH,PQ/K,HPO,
(pH 7,3) nach Zugabe a) 20 pM BQ und b) 170 uM EQdbarakteristischen Wellenlangen von 4a 630
(@), 675 (A) und 440 ¥) nm.

In der Literatur ist bislang erst wenig Uber die dvselwirkung von Zinkchlorinen mit

Chinonen bekannt. Dagegen gibt es bereits konkfetstellungen tber die Aggregation von
Chlorinen in wassriger Losung ohne Anwesenheit v@hinonen, die ebenfalls eine
bathochrome Verschiebung der Soret- un@gB@nde zur Folge haben. Die Art dieser
Zusammenlagerung ist abhéngig vom Ldsungsmitteh lB@sonderes Beispiel stellt die
Wechselwirkung in einem unpolaren Losungsmittel solven der Hydroxylgruppe in

3-Position eines Bakteriochlorins und dem Zentraftihet eines  benachbarten

Bakteriochlorins dar, das wiederum Uber seine Gaigouppe an ein drittes Pigment
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koordiniert (Abb. 78), (Tamiaki et al., 1996; Migke et al., 1999). Aus dieser Aggregation
resultiert eine Rotverschiebung dey-Bande von 667 zu 739 nm (Balaban et al., 200@), di
vergleichbar mit der hier beobachteten VerschiebdegQ-Bande von ZnPheal (663 —
740 nm) nach Chinonzugabe ist. Dennoch kann diededé&r Aggregation hier nicht
vorliegen, da sich die verwendeten Zinkchlorineuldgtirell von den chlorosomalen
Chlorophyllen unterscheiden. Die in dieser Arbetwendeten Zinkchlorine besitzen keine

Hydroxylgruppe in der 3Position, sondern eine Vinylgruppe (s. Abb. 13).

a b

HO
) =0

13 pen =0

Abbildung 78: a) Strukturen von Bakteriochlorophylld oder synthetischen Zink-Bakteriochlorinen mit eine
Hydroxylgruppe in 3Position; b) Aggregationsmodell dieser Pigmentaiipolaren Lésungsmittel.

In polaren Lésungsmitteln kann das Sauerstoffat@® ddsungsmittels (Wasser, Ethanol,
u.a.) mit dem Zentralmetall eines (Bakterio)Chlerikoordinieren und eine Wasserstoff-
bricke mit der Carbonylgruppe eines weiteren Ch#omusbilden (Balaban et al., 2005).
Diese Art der Aggregation (Mg--O(H)H--O=C) wurdes&nalig nach einer geringen Zugabe
von Wasser zu Chlfestgestellt, das in einem aliphatischen Kohlemeestoff als Losungs-
mittel vorlag. In diesem Fall wurde eine Rotversthing der @Bande zu 740 nm
beobachtet (Katz und Ballschmiter, 1968). Eine i&ghel Art der Wechselwirkung kénnte
auch zwischen dem hier verwendeten Zinkchlorin ded entsprechenden Benzochinonen
vorliegen. Die Carbonylgruppe des Chinons kann uber Wassermolekil mit dem
Zentralmetall des Zinkchlorins koordinieren. Die famme einer solchen Aggregation wird
durch die Tatsache unterstiitzt, dass in einem mgan Losungsmittel wie DMSO das

Entstehen der neuen Absorptionsbande nicht beatashtde, da dieses Lésungsmittel nicht
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die Mdglichkeit zur Ausbildung einer Wasserstofithé bietet. Die beschriebene
literaturbekannte Aggregation kann durch das nihische Detergens Triton X-100
aufgehoben werden (Miyatake et al., 1999). Bekaimtiegt auch ZnPhealals Monomer in
Triton X-100 vor (Agostiano et al., 2002). Im Gegatz dazu wird fir den in dieser Arbeit
untersuchten ,Komplex“ nach Zugabe des gleicherei@ens keine Absorptionsanderung
beobachtet bzw. das Ausgangsspektrum des freieresZmcht zurlickerhalten. Dies deutet
auf eine hohe Stabilitat des neuen Komplexes has. Weiteren konnte die Verschiebung der
Q,-Bande auch aus einer Benzochinon-induzierten Agdgien der Zinkchlorine mit
Wassermolekulen resultieren, ohne dass das Chalbarsan dieser Aggregation beteiligt ist.
Ausgeschlossen werden kann dagegen, dass das Winkadurch das Chinon entmetallisiert
wird, da die Banden der metallfreien Chlorine ardAbsorptionswellenlangen aufweisen.
Bislang ist bekannt, dass Porphyrine mit einem Biygnaphthylrest Wasserstoffbriicken-
bindungen mit Benzochinonen eingehen (Hayashi .et18097). Zu beachten ist allerdings,
dass in diesem Fall keine Metallionen notwendiglsind es sich somit von dem in dieser
Arbeit diskutierten Ergebnis unterscheidet, da hrmeach dem Chinonzusatz zu den
metallfreien Pigmenten Pheidund G keine Absorptionsverschiebungen zu beobachten
waren. Dies bedeutet, dass das Metall eine entkafee Rolle bei der Aggregation oder
Komplexbildung einnimmt.

Die Einlagerung der Zinkchlorine in doe novo synthetisierten Peptide verhindert ebenfalls
eine Wechselwirkung zwischen den Pigmenten und d@lein. Damit sind die Peptide in der
Lage, die Kofaktoren von den Chinonen abzuschirnoemohl diese als Uberschuss in der
Losung vorliegen. Daraus ergibt sich die interetes&mnagestellung, ob die Peptide trotz der
guten Einbindung und Abschirmung der Pigmente -eindiffusionskontrollierten
Elektronentransfer zwischen den Zinkchlorinen uiinh@Gnen gewahrleisten bzw. das Peptid
auch mit dem Chinon eine Wechselwirkung eingeht died Rate des Elektronentransfers
durch Anbindung des Chinons am Peptid sogar esuérden kann.

Zunéchst aber soll die Wahl des pH-Wertes erosenden. Alle Messungen wurden bel
pH 7,3 oder in Argon-gesattigten Losungen bei pHiafchgefihrt. Bei pH-Werten8 wird

in einer Luft-gesattigten Pufferloésung das Chinamz2-Hydroxyp-Benzochinon mit einem
Absorptionsmaximum bei 260 nm reduziert (Finley,74:9 Gorner, 2003). Wahrend der
Reduktion des Chinons kommt es zur Bildung des &anon-Radikalanions (Fukuzumi und
Yorisue, 1991), das bei EPR-Untersuchungen in Lgsamit einem pH-Wert von pH 10 in
den Spektren zu detektieren war (Kap. 5.2.6.5). cBbuArgonzufuhr wurde in den

Absorptionsspektren beobachtet, dass die Intend@&tAbsorptionsbande bei 260 nm nicht
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weiter zunahm und damit keine weitere Umsetzung @emons erfolgte. Somit konnte
gezeigt werden, dass es fur nachfolgende Messungemendig war, entweder bei pH-
Werten <8 oder unter Sauerstoffausschluss zu arbeiten.rAndgder besseren Handhabung
wurden fur die zeitaufgelosten Absorptionsmessundas Arbeiten bei pH-Werten von
pH <7,3 gewahlt. Fir die EPR-Messungen wurden alledirdiei einem pH-Wert von 10 zu-
vor entgast. In Kap. 5.2.4 wurde bereits eine Etdthgerung des Zn€&; erwahnt, die nach
ca. 1 h bei Aufbewahrung an der Luft einsetzteolggdessen wurde fir jede Absorptions-
messung eine frisch angesetzte LOsung verwendet derd Metallgehalt durch die
charakteristischen Absorptionsbanden des&rf§€ Abb. 57) Uberprift.

5.2.7 Lichtinduzierter Elektronentransfer von freien und peptidgebundenen

Zinkchlorinen zu Chinonen
5.2.7.1 Redoxpotentiale ausgewahlter Chinone
Die Triplettzustande der freien und peptidgebundedi@kchlorine wurden bereits im Kap.
5.2.5 mittels EPR-Spektroskopie charakterisieresiUntersuchungsmethode soll neben der
zeitaufgeldsten Absorptionsspektroskopie auch @setn Kapitel zur Charakterisierung der
Triplettzustande und ihrer Loschung durch Chingrielge eines Elektronentransferprozesses
von einem angeregten Zinkchlorin zu einem weder Gimorin noch am Peptid kovalent
gebundenen Chinon dienen. Um einen Hinweis aufneefézienten Elektronentransfer zu
erhalten, wurde zunachst das Halbstufenpotential pltBQ durch zyklische Voltammetrie
bei pH-Werten von 7 und 10 bestimmt. Die Halbstptgantiale von BQ bei gleichen pH-
Werten sind bereits aus der Literatur bekannt:
EmpH7,3= +278 (£3) vs. NHE und gm0 = +122 (£3) vs. NHE (Bailey und Ritchie, 1985).
Die hier ermittelten Halbstufenpotentiale von phB&ragen nach Umrechnung gegen NHE
(Gl. 45.1.2) RpHr3z = +248 (*15) mV und FpHio = +102 (£15) mV. Das zyklische
Voltammogramm von phBQ bei pH 10 ist in Abbildung dargestellt. Im Allgemeinen gilt:
Je negativer das Potential des Elektronenakzeprdesto leichter konnen die Elektronen
Ubertragen werden. Allerdings gibt der geringereéetsthied der Halbstufenpotentiale beider
Chinone bei gleichen pH-Werten keinen Hinweis anée bevorzugten Elektronenakzeptor.
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Abbildung 79: Zyklisches Voltammogramm von 50 puM phBQ in 25 ¥ cin-Puffer (50 mM NacCl, pH 10).

Fur die nachfolgenden Messungen wurde dennoch hdB@ als Elektronenakzeptor
eingesetzt, da es hydrophiler als phBQ ist und sdraim Lésen des Chinons auf ein
organisches Losungsmittel verzichtet werden konBtennoch soll erwahnt werden, das
Kontrollexperimente mit phBQ kaum abweichende Enjete lieferten.

Von ZnGes konnte ein Halbstufenpotential vom fi10= +349 (£15) mV bestimmt werden.

5.2.7.2 Herkunft des Radikalpaares und dessen Chatterisierung durch transiente
Absorptionsspektroskopie
Wahrend eines  Elektronentransferprozesses  entstehBadikale, die  durch
Elektronenubertragung aus dem Singulett- oder @ttipistand eines Donators zu einem
Akzeptor resultieren (s. Kap. 3.4, Abb. 31). Unoimhationen tber den Ausgangszustand des
entstehenden spinkorrelierten Radikalpaars ausirdeler vorliegenden Arbeit untersuchten
Zinkchlorinen (nicht peptidgebundenes &3Qund ZnPheid, ZnCes-me-1, Zn@&;-me-6,
ZnPheid-me-1 und ZnPheatme-6) und ihrer Wechselwirkung mit Chinonen zua#dn,
wurde zunachst die Lebensdauer der Fluoreszenz frdéggn und peptidgebundenen
Zinkchlorine nach Zusatz von Chinonen untersuchtenw das Radikalpaar aus dem
Singulettzustand resultiert, so wird eine Verkliguter Fluoreszenzlebensdauer erwartet.
Hierfir wurden die Systeme bei 385 nm angeregt died Emission in der @Bande
beobachtet. Es zeigt sich, dass fur die untersncBysteme ein Elektronentransfer aus dem
S;-Zustand ausgeschlossen werden kann, da die FhemAsbensdauern bei allen Systemen

nach Zugabe von Chinon (BQ- und phBQ-Konzentratid®2 mM) unverandert blieben.
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Infolgedessen sollen nachfolgend die Triplettzus¢dnund die von diesem Zustand
ausgehenden Elektronentransferprozesse durch dmaasi Absorptionsspektroskopie
(Kap. 3.1.2) charakterisiert werden. Die Absorpsidifferenzspektren die aus der Summe der
Grundzustandsabsorption und der Triplett-Tripldbis@rption bestehen, zeigen starke
Ausbleichbanden in den Soret- ung-Regionen der Pigmente, da die Extinktionskoeffizie
ten der Grundzustandsabsorption grofl3er als dieTdplett-Triplett-Absorption sind. Mit
Hilfe der transienten Absorptionsspektroskopie l@mrauch die entstehenden Radikale
wahrend des Elektronentransfers detektiert undndéebenszeiten ermittelt werden. Die
Standardmessungen wurden bei Raumtemperatur unidnadar Probenkonzentrationen von
10 puM durchgefuhrt.

Die Abbildung 80a (durchgezogene Linie) zeigt dasekd nach der Lichtanregung
aufgenommene Absorptionsdifferenzspektrum von &n@n einer Argon-gesattigten
Pufferlésung (pH 7,3) mit positiven Absorptionenigetien 300 und 660 nm, die nur durch
zwei negative Absorptionen (Ausbleichungen) bei Mfgingen von 400 und 635 nm
unterbrochen werden, die den Soret- ugeB@nden der Grundzustandsabsorption (vgl. Kap.
5.2.2.1, Abb. 60) entsprechen. Der Transient erstdeekt nach dem Laserblitz und zerfallt
mit einer Kinetik erster Ordnung. Die Lebensdaues driplettzustands, flir ZnGCe; in
wassriger Losung wurde aus dem Kinetikverlauf b&0 4nm ermittelt und betragt
7r = 460 (240) us. Die Kinetik wurde bei 460 nm végfpda direkt im Absorptionsmaximum
des Transienten bei 450 nm die Grundzustandskaretlke Messungen beeinflussen wirden.
Generell wurden in Luft-gesattigten Losungen kigzieebenszeiten als in Argon-gesattigter
Losung beobachtet, was auf den Loscheffekt desrSaifs in Bezug auf den Triplettzustand
zurickzufithren ist. FiifZnCes wurde eine Geschwindigkeitskonstante der Loschurgh
Sauerstoff vorke = 1 x 1¢ M's* ermittelt. Im Kapitel 5.2.5 wurden mittels transier EPR-
Spektroskopie maximale Triplettlebensdauern vonu&sgefunden. Sie sind damit deutlich
kirzer als die hier ermittelten Lebenszeiten. Derfall des Triplettzustands kann im
Allgemeinen damit erklart werden, dass direkt naddém Laserblitz zunachst viele
Zinkchlorine Uber den angeregten Singulettzustandtchd den isc-Prozess in den
Triplettzustand gelangen, aber mit zunehmender idaiter mehr Pigmente wieder in den
Grundzustand zurtickkehren und infolgedessen dgslefisignal immer mehr abnimmit.
Wenn in der untersuchten Probe eine hohe Konzemirah Pigment vorliegt, wie es fur die
EPR-Untersuchungen notwendig ist, kann ein schmeell&erfall des Tripletts durch
intermolekulare  Wechselwirkung der Pigmente staddn und eine kilrzere

Triplettlebensdauer wird beobachtet.
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Der Zerfall des Tripletts verlauft parallel zum Aali des Grundzustandssignals, der in
Abbildung 80 bei einer Kinetikaufnahme im Soretlhahrales Zinkchlorins zu sehen ist.

Nach Zugabe von BQ (Abb. 80b) wird ein Léscheffé&s nach Lichtanregung entstehenden
Tripletts beobachtet und die Triplettlebensdauer ¥n0Gss in Argon-gesattigter Pufferlésung
verkirzt sich aut; = 50 (x5) ps. Die Spektrenaufnahme erfolgte ca.ZLmin nach Zugabe
des Chinons, so dass der Anteil der in Kap. 5.26bbhchteten “Komplexbildung® zum
Zeitpunkt der Messung ¥0 % betrug. Die gemessenen Triplettlebensdauedh Lidisch-
konstanten aller untersuchten Systeme, die im o@griden nicht als Abbildung gezeigt

werden, sind in Tabelle 17 angegeben.
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Abbildung 80: Transiente Absorptionsspektren von 5 pM BnCin Argon-gesattigtem 0,01 M
KH,PO/K,HPO,-Puffer (pH 7,3). (a) Ohne Elektronenakzeptor urfy) fach 10 pM BQ-Zugabe als
Endkonzentration. Die Aufnahmen in (a) und (b) lgtlen direkt nach dem Laserpuls (Lange: 20 mns) (nd
nach (a) 1 ms (---) und (b) 0,1 ms (---). Die gekelte Linie bezieht sich in (b) auf einen Zeideh, bei dem
nur das Radikalkation zu detektieren ist. In dembifhung sind zusatzlich die fir (a) und (b) zugedén
Zerfalls- bzw. Aufbaukinetiken bei charakteristisahVellenlangen gezeigt.

Das transiente Absorptionsspektrum von g#nCGeigt nach Chinonzugabe neben dem
schnelleren Zerfall des Zinkchlorin-Triplettzustandie Bildung eines neuen Transienten
zwischen Wellenlangen von 380 und 420 nm. Diesandient ist auf das Radikalkation

3ZnCes™* zuriickzufiihren, das aus dem Triplettzustand naektiBnenabgabe gebildet wird.

Das Absorptionsmaximum des Radikals befindet seirdB0 nm und ist aufgrund der hohen
Grundzustandsabsorption von Zsgghicht zu detektieren. Bekanntlich absorbiert adels

Radikalkation von Clal bei 400 nm mit einem Extinktionskoeffizienten vag, CChla™) =

3,5 x 10 M cm* (Brown et al., 1978; Levanon und Neta, 1982).
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Das Radikalanion des Benzochinons ist aufgrundesegeringeren Extinktionskoeffizienten
(e431 = 0,6 x 10 M cm™; Steenken und Neta, 2003) nicht im Spektrum zibhelaten. Im
Vergleich zum Absorptionsmaximum dé8hla™* bei 400 nm ist der Extinktionskoeffizient
des Chinon-Radikalanions aufgrund seiner Absorptiatbwertsbreite von ca. 50 nm bei
dieser Wellenlange nochmals um ca. 30 % kleineb@ist31 nm. Somit wurde am Beispiel
von ZnPheid in wassriger Losung als Vergleich Methylviologét\(**) anstelle von BQ als
Elektronenakzeptor hinzugesetzt, da es einen hidhdEgtinktionskoeffizienten von
e306 = 4,2 x 10 M cmi? besitzt (Watanabe und Honda, 1982). Die transieAtssorptions-
spektren sind in Abbildung 81 vor und nach der Zxggaon Benzochinon im Vergleich zu

denen mit Methylviologen gezeigt.
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Abbildung 81: Transiente Absorptionsspektren von 5 pM ZnPheid Argon-gesattigtem 0,01 M
KH,POY/K,HPO,-Puffer (pH 7,3). (a) Nach 10 pM BQ- und (b) 10 pMethylviologen-Zugabe als
Endkonzentrationen. Die Aufnahmen in (a) und (liplgten direkt nach dem Laserpuls (Lange: 20 ss) ¢nd
nach 0,1 ms (---). In der Abbildung sind zusatzldie fur (a) und (b) zugehérigen Zerfalls- bzw.
Aufbaukinetiken bei charakteristischen Wellenlangenreigt.

Beim Vergleich der zeitaufgeldsten Absorptionsspktin Abbildung 81 ist die deutlich
hohere Triplettabsorption bei 380 und 420 nm zubbkebten, wenn das Methylviologen
anstelle von BQ als Elektronenakzeptor eingeseitzt. Wer Transient, dessen Maximum bei
410 nm aufgrund der hohen GrundzustandsabsorpesnZti@; nicht zu beobachten ist,
beruht auf dem spinkorrelierten Radikalpaar ¥(tnCes *-MV"*) (s. Kap. 3.4), da sowohl
das RadikalkatiorfZnCes* als auch das Radikal des Akzeptors Mih diesem Wellen-
langenbereich absorbieren. Des Weiteren ist imaafgelosten Absorptionsspektrum (Abb.
81b) ein schwacher Transient bei 620 nm zu detektjader ebenfalls auf der Existenz eines
MV **-Radikals beruht (Watanabe und Honda, 1982). Dieldien des Radikalkations und -
173



5. Ergebnisse und Diskussion

anions weist damit auf einen Elektronentransfer setvén den beiden untersuchten

Komponenten hin.

5.2.7.3 Einfluss der Peptidmatrix auf den Elektronatransferprozess

Um Informationen dber den Einfluss der Peptidmatauf die Elektronentransferrate
zwischen Zinkchlorinen und Chinonen zu erhalten,rdee nachfolgend die Triplett-
eigenschaften der freien Zinkchlorine und der natichtanregung entstehende
Elektronentransfer zu einem Chinon mit denen deptipgebundenen Zinkchlorine
verglichen. Das transiente Absorptionsspektrum ¥o@es-me-6 (Abb. 82) ahnelt auf den
ersten Blick dem des freien Pigments (Abb. 80).elings zeigen die kinetischen
Untersuchungen, dass die Triplettlebensdauer dasgdgebundenen Zrg z = 1,5 (x0,2) ms
betragt und damit der Aufenthalt angeregter pepbdgdener Zinkchlorine im Triplett-
zustand ca. dreimal langer als der der freien Pigenist. Dies kann mit der Abschirmung der
Kofaktoren durch die Peptide begriindet werden,deuseine geringere Loschung durch den

Grundzustand resultiert und das Triplett somit émgere Lebensdauer aufweist.
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Abbildung 82: Transiente Absorptionsspektren von 6 UM Ep@e-6 in Argon-gesattigtem 0,01 M
KH,PO/K,HPO,-Puffer (pH 7,3). (a) Ohne Elektronenakzeptor ungrit 10 uM BQ als Endkonzentration.
Die Aufnahmen in (a) und (b) erfolgten direkt] und nach (a) 1 ms (---) und (b) 0,1 ms nach daserpuls
(Lange: 20 ns). In der Abbildung sind zusatzlica filir (a) und (b) zugehérigen Zerfalls- bzw. Aufkiaetiken
bei charakteristischen Wellenlangen gezeigt.

Bei Anwesenheit von Benzochinon wird die Tripldi#asdauer de¥nCes-me-6-Komplexes
auf 50 (£5) us verkurzt. Der Triplettzustand welamit die gleiche Lebensdauer wie die des

nicht peptidgebundenen Pigments nach dem ZusatZforon auf.
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Tabelle 17 Tripletteigenschaften der untersuchten Zinkchi®ysteme in argongesattigtem 10 mM

KH,PO/K,HPQO,-Puffer (pH 7,3); Aushnahme: Messung zur Bestimmumigk,,.

7+ (MS) Dy, kox (X 100 Msh) [ ky(x 210°M Y

(+10 %) (+10 %) (+10 %)
ZnCes 0,4 0,3 (+0,05) 0,10 3.0
ZnCes-me-1 1,0 0,2 (x0,03) 0,03 0,8
ZnCes-me-6 15 0,2 (x0,03) 0,03 0,7
ZnPheic 0,08 <0,1 (x0,03) 0,10 3,0
ZnPheid-me-1 0,5 <0,1 (x0,03) 0,03 0,7
ZnPheid-me-6 0,8 <0,1 (x0,03) 0,03 0,7

Die Geschwindigkeitskonstante fur den Triplettziériler untersuchten Chlorin-Proben
(k = 1k) in Argon-gesattigter wassriger Losung zeigt eimeedre Abhangigkeit von der
Benzochinonkonzentration (Abb. 83).

k (x105¢1)

0 0.05

0.1 0.15 0.2

Benzochinonkonzentration (mM)

Abbildung 83: Stern-Volmer-Auftragungen fiifZnCes/BQ (0),’ZnPhei@/BQ (A),>ZnCes-me-6/BQ @) und
3ZnPheid-me-6/BQ (A) zur Ermittlung der Loschgeschwindigkeitskonstantdurch BQ in 10 mM
KH,PO/K,HPO, (pH 7,3). Zum Vergleich ist zusétzlich die Abhéagigit der Léschkonstante volChla in
EtOH durch BQ ) aufgetragen.

Aus der Steigung der sogenannten Stern-Volmer-Agding sich die
Léschgeschwindigkeitskonstarkg Die Kinetiken werden bei einer Wellenlange voi® $4n
gezeigt, da bei Wellenlangen um 400 nm die SpekioeriChl’ und Ch1* stark tiberlappen.
Die Pigmente zeigen in diesem Bereich gleiche kktnskoeffizienten:

eas0= 3,5 x 10 M cmi* CChl') unde oo = 3,5 x 1d M et 3ChI™), (Watanabe und Honda,

1980; Levanon und Neta, 1982).

ergibt
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Die ermittelten Loschgeschwindigkeitskonstantemdggn fiir freie$ZnCe6 und *ZnPheic

kg = 3 (20,3) x 18 M's™ und fiir die Kofaktomagquettes k, = 0,8 (20,1) x 1dM7's* (*ZnCes-
me-1) undk, = 0,7 (20,1) x 1® M's* (3ZnCes-me-6, *ZnPheid-me-1, >ZnPheid-me-6),
(Tab. 17). Die freien Pigmente weisen damit einelidhe Léschgeschwindigkeitskonstante
wie die des’Chla in EtOH vonk, = 3,7 (20,4) x 18 M™s" auf, die mit der Literatur
Ubereinstimmt (Castelli, 1984). Die Werte der Lagedchwindigkeitskonstanten zeigen, dass
die de novo synthetisierten Peptide die Geschwindigkeit desktEbnentransferprozess um

den Faktor vier herabsetzen.

5.2.7.4 Abhangigkeit der Triplettlebensdauer der ZI€es-maquettes von der Temperatur
Temperaturabhangige Messungen haben gezeigt, dass Taplettlebensdauern der
untersuchtefiZnCes-maquettes mit und ohne Zusatz von BQ in einer Puffer/Glyedrésung
(2:3, v/v) bei niedrigeren Temperaturen gré3er waks bei Raumtemperatur. In Abbildung
84 ist die Geschwindigkeitskonstante fur den Ttipkrfall bei einer BQ-Konzentration von
¢ = 1 mM in Abhangigkeit von der Temperatur aufggéra Im Gegensatz zu den Absorp-
tionsmessungen bei RT in einer Pufferlosung wagramid des viskosen Glycerinzusatzes
eine hohere Konzentration an BQ notig, um eine hdsg der Tripletts zu erzielen. Die
Triplettiebensdauern deZnCes-maquettes ohne Zusatz eines Léschmolekiils ist bei jeder
Temperatur 220 K langer als die déZnCes-maquettes unter Zusatz eines Léschmolekiils.
Die beobachteten langeren Triplettlebensdauerntieisn Temperaturen im Vergleich zur
Raumtemperaturmessung sind auf die zunehmende sfigkales Losungsmittels und der
verminderten Bewegung der Molekule bei niedrigefemperaturen zuriickzufihren, so dass
der LOschprozess insgesamt langsamer erfolgt. &imgerer Anteil an Loschung geht mit
einem geringeren Radikalgehalt einher. Unterhalbb 280 K und einer Triplettlebensdauer
von zt = 5 (20,5) ms (im Vergleich zur = 20 (x2) us bei 298 K bei ansonsten gleichen
Bedingungen) konnte kein Elektronentransfer mehobbehtet werden. Eine Arrhenius-
Auftragung ergab keine lineare Abhangigkeit vokdegeniber 1/T. Die hohe Viskositat von
Glycerin verhindert eine Ubliche Bestimmung der iiktungsenergie. Dies ist im Einklang
mit anderen Messungen im gleichen Ldsungsmittel, demen gezeigt wurde, dass die
Viskositat von Glycerin bei einer Temperaturandgraron 275 K auf 175 K um vier

GroRRenordnungen zunimmt (Fischer und Fischer, 1977)
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Abbildung 84: Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten fir denplettzerfall von jeweils 8 uM
%ZnCes-me-1 @), *ZnCes-me-6 ©), *ZnCes-me-1/1 mM BQ ¢) und 3ZnCe;-me-6/1 mM BQ ¢) in 10 mM
KH,PO/K,HPQO, (pH 7,3) und 60 % Glycerin in Abhéngigkeit von desmperatur.

Nach der Charakterisierung des Elektronentransiegsses bei Raumtemperatur und
niedrigen Probenkonzentrationen sollen nachfolgiadErgebnisse aus den EPR-Messungen
an gefrorenen Losungen und hohen Pigment-Proteme&mrationen dargestellt und

diskutiert werden. Durch die EPR-Messungen kannRiaikalpaar direkt nachgewiesen und

die Anderung des Radikalsignals zeitlich verfolgtraen.

5.2.7.5 Charakterisierung des Radikalpaares durchréansiente EPR-Spektroskopie

Die Abbildung 85 zeigt das Puls-EPR-Spektrum vorPlZ@ich und phBQ. Das Spektrum
wurde bei einer Temperatur von 80 K aufgenommerheiaie Probe zuvor bei 220 K
belichtet wurde. Bei einem-Wert vong = 2,00 ist ein Radikalsignal zu beobachten, das a
einen stattgefundenen Elektronentransfer bei 22Mimdveist. Bei diesem Prozess sind
Radikale entstanden, die bei tiefer Temperatur 80nK in der gefrorenen Lésung zu
beobachten sind. Bei 220 K ist die Losung aufgraes Glycerinzusatzes noch nicht
vollstandig gefroren und es liegt eine viskose Ingsuor, bei der ein diffusionskontrollierter

Elektronentransfer stattfinden kann.
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Abbildung 85: X-Band Puls-EPR-Spektrum von ZnPheidnd phBQ in 50 mM KEPO/K,HPO, (100 mM
KCI, pH 7,3) und 60 % Glycerin; T = 80 K;= 9,68 GHz )\ = 590 nm.

Fur detailliertere Untersuchungen des Radikalsgybakiehen sich die nachfolgend gezeigten
Abbildungen und Ergebnisse auf den Magnetfeldbkrermem das Radikal zu beobachten
war. Um eine hohere Auflosung des Radikalsignaleralten, erfolgte eine Messung bei
hoheren Mikrowellenfrequenzen im Q-Band-Bereich.s Dmus dieser Messung erhaltene
Spektrum wird am Beispiel von Zeg€ und phBQ in wassriger Loésung in Abbildung 86
gezeigt. Nach einer Lichtanregung bei 220 K, beidle Probe als viskose Ldsung vorlag,
wird in der gefrorenen Losung bei 80 K ein Radiigalal beobachtet, dessen Maximum einen
g-Tensor vongess = 2,0061 aufweist. Durch den Vergleich mit literdkekannterg-Tensoren
fur Chinone kann das Radikalsignal dem Radikalardes Chinons zugeordnet werden
(Hales, 1975; Burghaus et al., 1993).
Die Abbildung 86 zeigt weiterhin, dass bereits der Lichtanregung ein Radikalsignal zu
beobachten ist. Dieses Signal entspricht dem SemoicitRadikalanion, dass sich in einer
alkalischen Pufferldsung bildet. Durch Lichtanreguorei 220 K vergréRert sich die Intensitat
des Radikalsignals um den Faktor voB, was auf einen Elektronentransfer hinweist. Das
beobachtete Radikalsignal zeigt eine asymmetridghenform. Dies kann damit erklart
werden, dass das Radikalkation des ZinkchlofiisCes *, dessen Maximum sich bei einem
g-Tensor vonge = 2,0037 befindet (Detektion des Signals s. ugnvRadikalanion des
Chinons uberlagert wird. Daraus resultiert eineidnbreite von 14 G. Auch das Zaef£
maguette zeigt nach Zugabe von Chinon eine Intensitatszmeatines Radikalsignals, dessen
Maximum ebenfalls einerg-Tensor vornges = 2,0061 entspricht. Die Intensitat des Radikal-
signals vergroR3ert sich im diesem Fall im Vergletahdem bereits vorliegenden Semichinon-
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Radikalanion vor der Lichtanregung allerdings nar einen Faktor vor 3, was auf einen
geringeren Elektronentransfer im Vergleich zu deichin peptidgebundenen Zinkchlorin
hinweist. Im Q-Band Puls-EPR-Spektrum des ChinomseoZn@;s als Elektronendonator
wurde bei gleichen Messbedingungen nach Laseramgeglagegen nur eine geringe
Intensitatserh6hung des Radikalsignal2%) zum bereits vor der Lichtanregung vorhan-
denen Semichinon-Radikalanion beobachtet. Diesedré&ltexperiment zeigt damit, das in
den oben beschriebenen Féllen ein lichtinduzielektronentransfer von dem angeregten
Zinkchlorin zum Chinon stattgefunden hat.

Eine Lichtanregung der Probe bei einer Temperatar80 K, bei der eine gefrorene Lésung
vorlag, fuhrte zu keiner Zunahme des Radikalsigonal$ gibt einen Hinweis darauf, dass in

der gefrorenen Losung kein Elektronentransferfstett.

g: 2,0061 2,0014
\

EPR-Signal

1210 1212 1214 1216
Magnetfeld (mT)
Abbildung 86: Q-Band Puls-EPR-Spektren v880 pMZnCes und Zugabe von 2,2 mM phB® £ 33,98 GHz)
und in 25 mM Glycin-Puffer (25 mM NaCl, pH 10; 60 @lycerin) vor (schwarz) und nach (rot) der
Lichtanregung bei 220 Ki., = 639 nm, Messtemperatur = 80 K. *Das Signal bei 2,0014 wird durch eine

unbekannte paramagnetische Verunreinigung erzdigghicht an dem Elektronentransfer beteiligt kstitie Zu-
und Abnahme der Radikalintensitat nach Laserangdgun

Die Abhangigkeit des Radikalsignals von der Temjpenaurde zunachst durch X-Band CW-
EPR-Messungen mit vielen Laserpulsen am Beispieh \@énCes-me-1 untersucht. Die
Abbildung 87 zeigt, das bei einer Temperatur voA R2die Intensitdt des Radikalsignals
vom bereits vorliegenden Radikalsignal des Semdafanions um den Faktor von 8
zunimmt. Dagegen konnte bei einer Temperatur vo® X8 nur ein Anstieg des
Radikalsignals um den Faktor ver2 beobachtet werden. Damit ist die Radikalzunaheie b
220 K wesentlich héher als die bei 180 K und indolgssen findet bei hdheren Temperaturen
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ein effizienterer Elektronentransferprozess states kann damit erklart werden, dass bei
180 K die LOsung fast vollstandig in den gefrorerfamstand tbergegangen ist und ein

Elektronentransferprozess kaum noch mdoglich ist.

1. Ableitung des EPR-Signals

342 343 344 345 346
Magnetfeld (mT)

Abbildung 87: X-Band CW-EPR-Spektrum von 220 uM Za€ne-1 und 2,2 mM phBQ bei einer Temperatur
von 220 K ¢ = 9,65 GHz) vor (schwarz) und nach (rot) der Bdling (ca. 5 min mit einem Laser bei
Aex = 639 nm, Laserleistung 12 mJ/Puls) in 25 mM Giy&0 mM NacCl, pH 10, 60 % Glycerin).

Bestimmung der g-Tensoren fir die Radikale bei maxnaler Intensitét

Die Existenz eines aus dem lichtinduzierten Elel@rdransfer erzeugten Radikalkations des
Zinkchlorins und eines Radikalanions des Chinonsink® durch Q-Band Puls-EPR-
Messungen bei 10 K in der gefrorenen Losung naclegew werden, indem die Probe zuvor
bei 220 K (in viskoser Lo6sung) durch Licht angereghd die Messungen bei
unterschiedlichen Zeitintervallen zwischen demesrdtaserpuls des ersten Durchgangs und
dem ersten Laserpuls des zweiten Durchgangs dditigewurden. Anhand dieser
Messungen wurden digss-Tensoren der beiden Radikale bestimmt. Dies sullBeispiel
von ZnG%/phBQ gezeigt werden (Abb. 88). Die Probe wurde2#) K belichtet und dann
unter Bestrahlung auf eine Messtemperatur von 1@elKracht, bei der die Probe im
gefrorenen Zustand ist. Bei einer Zeit von 2,99zmsschen den beiden ersten Pulsen zweier
Durchgéange ist im Spektrum das Radikalanion desn@ts zu beobachten. Wird das
Zeitintervall zwischen den Pulsen verkirzt, so katas Radikalkation des Zinkchlorins
detektiert werden, dessen Maximum eingfiensor vonges = 2,0037 aufweist. Dieses
Experiment beruht auf dem Relaxationseffekt. Beizkien Zeitintervallen zwischen den

Pulsen nimmt das Radikalanion aufgrund seiner imgech zum Zinkchlorin-Radikalkation
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langsameren Relaxation keinen stabilen Zustandieghkann folglich nicht mehr detektiert
werden. Der ermittelte;-Tensor des Zn& ™ von ger = 2,0037 ist damit groRer als die
literaturbekannteng-Tensoren fur die Radikalkationen in natirlichen ot®lsystemen
(Qert = 2,0026), (Klette et al., 1993). Eine Bestimmuleg anisotropen-Tensorhauptwerte in
Abhangigkeit vom Feld ist aufgrund der geringenldsiiing der Spektren nicht moglich.

phBQ. ZnCe * +
g, 6
ff geff
<
c
2
@
0
o
L
1212 1213 1214 1215

Magnetfeld (mT)

Abbildung 88: Q-Band Puls-EPR-Spektrum der Z&gC- und phBQ-Radikale als stationdres Radikalpaar nach
Laseranregung in Abhéngigkeit vom Zeitintervall gefien dem ersten Puls des ersten Durchgangs und dem
ersten Puls des nachfolgenden Durchgashat fepetition time, srt) (srt = 2,99 ms (schwarzjrt = 1,00 ms

(rot), srt = 0,5 ms (blau)) bei einer Temperatur von 10vKs 33,92 GHz; 1. Puls: 40 ns, 2. Puls: 80 ns;
7= 300 ns)e, = 639 nm. Die Spektren sind durch 10 Punkte geglét

Erzeugung des Radikalpaares in Abhangigkeit von derTemperatur und der
Konzentration des Elektronenakzeptors

Am Beispiel von Zn@-phBQ wird nachfolgend der lichtinduzierte Aufbazwb die
Abnahme des Triplettradikalpaarsignals bei einemskanten Magnetfeld von B = 344 mT
(im X-Band) in Abhangigkeit von der Temperatur ushel Chinonkonzentration dargestellt.
Die Abbildung 89 zeigt das aufgenommene EPR-Sigaah dem Ein- und Ausschalten des
Lasers bei Temperaturen von 220 und 200 K. NachLdseranregung der Probe wird ein
Anstieg der Radikalintensitat beobachtet, der aesis Efzeugung des Triplettradikalpaars
3(ZnCes *-phBQ") resultiert. Aus der Steigung des Radikalsignddau$ ist zu entnehmen,
dass bei 220 K im Vergleich zu 200 K ein hoheretedlran Radikalen erzeugt wird. Analog
ist eine schnellere Abnahme des Radikalsignals Hidieren Temperaturen nach dem
Abschalten des Lichts zu beobachten. Die AbnahnseRimlikalpaarsignals voifZnCes *-
phBQ") erfolgt bei 220 K mit einer zweiphasigen Kinetikit Zerfallszeiten von
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Tzerfall-l = 18 S UNOrzerran2 = 73 s (Tab. 18). Bei 200 K erfolgte mit einem @gen Anteil
einer einphasigen Kinetik der Abbau des Radikakigaals innerhalb von 649 s, wahrend bei
180 K nur noch eine einphasige Kinetik zu 100 %beabachten war. Bei einer Temperatur
von 220 K ist die Probenlésung weniger viskos umathnflissig im Vergleich zu der
hochviskosen Probe bei 200 K. Dadurch liegt bei R2fiIne hohere Molekularbewegung vor
und die Radikale kdnnen schneller rekombinierenr odeseinander diffundieren und
abreagieren. Dies hat eine schnellere Abnahme dmfik&paarsignals zur Folge. Bei
niedrigen Temperaturen ist die Molekularbewegungchiudas zunehmend viskosere
Loésungsmittel bzw. durch die fast gefrorene Losbegl80 K eingeschrankt. Infolgedessen
ist bei 180 K primar nur noch ein geringer Elekgotransfer (Aufbau des
Radikalpaarsignals) und ein langsames Abreagieresn Madikalpaarsignals nach dem
Ausschalten des Lichts zu beobachten. Peptidgebesd@n@s;, zu dem ein 10facher
molarer Uberschuss an Chinon zugegeben wurde,ezbigjt 220 K im Vergleich zu dem
freien Pigment und gleicher Chinonkonzentratiorerimgeringfiigig schnelleren Zerfall des
Radikalsignals, dessen Anteile bei 70 % (me-1) ih&b6 (me-6) lagen (Tab. 18).

~=%_ Laser aus

EPR-Signal
EPR-Signal

E Laser an

0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Zeit (s) Zeit (s)

Abbildung 89: Bildung- und Zerfallskinetiken durch Anwendungr dé-Band CW-EPR-Spektroskopie von
220 uM ZnGs und 2,2 mM phBQ in 25 mM Glycin (100 mM NaCl, pH)lund 60 % Glycerin bei
(@) T = 220 K (flussige, viskose Losung) und (b¥ P00 K (hoch viskose Losung); B = 344 niE, = 639 nm.
Die Prozentangaben in (a) beziehen sich auf die liluden, die aus dem langsamen und schnellen Zerfal
ermittelt wurden.
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Tabelle 18 Zerfallszeitenrze 1, des Radikalsignals in Abhangigkeit von der Konesidn an phBQ und der
Temperatur. Die Zerfallszeiten und deren Fehlerdemraus der Gleichung fur eine ein- oder zweipleasig
exponentielle Abnahme des Radikalsignals und defempassung an die Messpunkte erhalten. Die
Prozentangaben beziehen sich auf die Amplitudes, adis dem langsamen und schnellen Zerfall ermittelt
wurden.

Systeme und molaregerar (S), T = 220 K| zerfan (S), T = 200 K| zzerran (), T = 180 K
Verhaltnis
ZnCes *- phBJ" 18¢l) 53% 67 ¢6) 16 % | 223 ¢£32) 100 %
1:10 73@1l) 47% |649&57) 84 %
ZnGCes’*- phBGQ" 55@3) 33% | 44 (1) 49 %
1:100 314 @&15) 67 % (422 @24) 51 % —
ZnCes *-me-1-phBQ | 6 ¢0,1) 79 % 630 ¢42) 100 %
1:10 70&2) 21% -
ZnGCes *-me-6 - phBQ | 4 ¢0,1) 70 % 790 ¢50) 100 %
1:10 97 ¢2) 30% -

Die Bestimmung eines zweiphasigen Abbaus des Sigesultiert aus der Rekombination
bzw. der Abreaktion der Radikale, die bei der zégalosten Absorptionsspektroskopie bei
Raumtemperatur nicht beobachtet werden konnte.MEssungen zeigten zudem, dass das
molare Verhaltnis von Zinkchlorin zu Chinon mit @:8len héchsten Gehalt an Radikalsignal
ergab. Der zehnfache Uberschuss an Chinon undadigt dorliegende Nahe zum Pigment
sorgt auch dafur, dass der Einfluss der Pigment€ig-Wechselwirkung bei den freien
Zinkchlorinen auf das EPR-Spektrum als gering aogenen werden kann. Molare
Verhéltnisse von 1.1 bzw. 1:100 zwischen dem Danatmd dem Akzeptormolekdl
erzeugten ein geringeres EPR-Signal. Die Ergebihassen damit folgende Annahme zu: Bei
einer zu geringen Chinonkonzentration treffen iha#y einer bestimmten Zeit eine kleinere
Anzahl an Donator- und Akzeptormolekilen in eindgin den Elektronentransfer guinstigen
Abstand und geeigneter Orientierung aufeinandehreviil ein Uberschuss an Chinonen
durch gegenseitige sterische Hinderung der Chinotekiile untereinander den Elektronen-
transfer verlangsamt.

Die hier beobachteten Zeitkonstanten im Sekundeidferfir den Auf- und Abbau des
Triplettradikals zeigen, dass geringe Temperatuned das viskose LOsungsmittel den
Elektronentransfer deutlich verlangsamen. Im Vechladazu lag die beobachtete Zeitskala

bei den Absorptionsmessungen bei RT und ohne Gihyesatz im ps-Bereich.
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Detektion des Radikalpaarsignals im transienten EPFSpektrum

Das aus dem Triplettzustand generierte Radikalpasr dem me-6-gebundenen £C
Radikalkation und dem Radikalanion des Chinons kaunch im transienten EPR-Spektrum
beobachtet werden. Diese im X-Band und Q-Band awgigenen EPR-Spektren sind in
Abbildung 90 gezeigt.

Die transienten EPR-Messungen ergaben ein Radikalsivon geringer Intensitat, wenn
phBQ anstelle von BQ verwendet wurde. Aufgrund @enlichen Halbstufenpotentiale der
beiden Chinone kann diese Beobachtung nicht damarifickgefuhrt werden, dass das BQ
einen besseren Elektronenakzeptor darstellt, der HEiektronen schneller aufnimmt.
Allerdings kann die sterische Phenylgruppe des plta@u fiihren, dass dieses Chinon im
beobachteten Zeitraum des transienten EPR-Spektnichs in dem Mal3e in die Néhe des
Zinkchlorins gelangt, wie es ein effizienter Elektentransfer erfordert und infolgedessen das
Radikalsignal eine geringere Intensitat aufweist.

Die Beobachtung eines Triplettradikalpaares nel@n driplettzustand des Zinkchlorins im
transienten EPR-Spektrum konnte nur bei &y@as an me-6 gebunden vorlag, beobachtet
werden und trat nicht bei den freien Pigmenten dm@rder Einlagerung des Pigments in
me-1 auf. Fur diese Beobachtung kann bislang kEmi&rung gefunden werden, da in den
anfanglich beschriebenen Puls-EPR-Messungen unBRRExperimenten durch An- und
Ausschalten des Lasers in allen untersuchten SgstdRadikale erzeugt wurden und damit
ein Elektronentransfer nachgewiesen werden korDie.zeitaufgeldsten Absorptionsmes-
sungen ergaben ebenfalls sowohl bei den freieraads peptidgebundenen Zinkchlorinen
eine Loschung des Triplettzustands durch Chinond fteiglich eine Elektronentrans-
ferreaktion.

Abschlie3end soll erwéhnt werden, dass es siclalten angegebenen Parametern aus den
Triplettzustanden um statistische Mittelwerte hdindka in den Vier-Helix-Blndeln jeweils
zwei Kofaktoren eingelagert sind, die nicht denaylen Triplettzustand aufweisen muissen.
Des Weiteren kann das Chinon mit beiden Kofaktode,im Peptid eingelagert sind, eine

unterschiedliche Wechselwirkung eingehen.
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Abbildung 90: (a) Transiente X-Bandv(= 9,65 GHz) und (b) Q-Band’ = 33,91 GHz)-EPR-Spektren von
%ZnCes-me-6-BQ in 25 mM Glycin (50 mM NaCl, pH 10)/Glyaer(2:3, v/v) bei T = 200 K)e, = 639 nm. Die
Einfugung in (b) hebt den Bereich des Radikalpgaeds hervor, der basisliniengeglattet wurde.

Zeitaufgeloste Detektion des Radikalpaarsignals

Die zeitabhangige Transient-EPR-Messung ergab, dassTriplettsignal nack 15 us fast
vollstandig abgebaut ist, wahrend das Radikalsigiadit an Intensitat abnimmt (Abb. 91a).
Die Spektrenaufnahme zwischen Magnetfeldern von BL269 — 1216 mT zeigt die
zeitabhangige Anderung des Radikalsignals (Abb).9Béi einer Integrationszeit von 0,2 us
liegt ein Polarisationsmuster vaseae vor, das sich innerhalb einer pus zu eineaea-
Polarisationsmuster andert. Die Entwicklung deraRshtion entsteht durch Singulett-
Triplett-Mischung innerhalb des Radikalpaares, wolu die urspriinglich reinen
Triplettzustande Singulettcharakter annehmen. @aRdikombination des Radikalspaars nur
aus dem Singulettzustand spinerlaubt ist, rekorateni die einzelnen Triplettunterzustéande
aufgrund ihres bereits unterschiedlichen GehaltSSimgulettcharakter verschieden schnell.
Aus dieser unterschiedlichen Entvolkerung der €tiphterzustande in den Grundzustand

resultiert das sich andernde Polarisationsmustbremé@l der Messung.
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Abbildung 91: Transiente Q-Band 2D-EPR-Spektren von Zafe-6 und dem Radikalpa¥ZnCe; *-BQ™) in

25 mM Glycin (50 mM NacCl, pH 10) und 60 % Glycehei T = 200 K undv = 33,91 GHz ) = 639 nm;

(a) B=1140 — 1290 mT und (b) B = 1209 — 1216 mRbhangigkeit von der Integrationszeit. In (b)dsben

die Spektren vom Radikalpaar bei 0,4 ps (schwarg) 4 ps (rot) herausgestellt, um die Anderung des
Polarisationsmusters zu verdeutlichen.

Im Unterschied zum Elektronentransfer aus dem aggen Singulettzustand in nattrlichen
bakteriellen oder pflanzlichen Photosystemen emdsidas in dieser Arbeit charakterisierte
Radikalpaar, wie auch in vielen anderen photosyisitleen Modellsystemen, aus dem
Triplettzustand (z. B. Castelli et al., 1979; Famswhmidt, 2001; Kiwi und Gratzel, 1980;

Levanon und MGdbius, 1997). Durch die Absorptiongseskopie konnte gezeigt werden,
dass diede novo synthetisierten Peptide in der Lage sind, die Rigge von den Chinonen

abzuschirmen, so dass es zu keiner Komplexbildumgnhkt. Allerdings wurde bei den

peptidgebundenen Zinkchlorinen im Vergleich zu dieeien Pigmenten ein vierfach

langsamerer Elektronentransfer vom Zinkchlorin zu@hinon beobachtet. Um einen
effizienteren Elektronenaustausch und vielleichthadlie Bildung eines Singulettradikal-

paares zu erzeugen, musste die Peptidsequenz siruktdr zukiinftig so verandert werden,
dass sich die Donator- und Akzeptormolekiile in rededinierten Lage zueinander anordnen.
Auch die Wahl des Lésungsmittels und die Temperatuentscheidend, um eine maximale
Geschwindigkeitskonstante des Elektronentransiemsrizalten. Diese wird nach der Marcus-
Theorie maximal, wennAGy = A entspricht und damit die freie Aktivierungsenthalpies

ElektronentransferaG* den Wert Null annimmt (Kap. 3.4).
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5.3 Artifizielle Peptide und ihre Wechselwirkung mt Kofaktoren

als Modell nattrlicher bakterieller Lichtsammelkomplexe

Wie im Kapitel 1.8 beschrieben, sind die Lichtsartkoeplexe der Purpurbakterien aus
Untereinheiten aufgebaut, die sich aus zwei hydsbph Peptidstrangem-(und B-Peptid),
drei BChh-Molekulen und zwei Carotinoiden zusammensetzenv(ka al.,, 2004). Je nach
Gattung ist die Anzahl der zusammenlagernden Untezgen verschieden, die den
ringférmigen LH-Komplex ausbilden. Bislang sind der mir zugénglichen Literatur neben
der Charakterisierung der natirlichen Systeme nekoRstitutionen von LH-Komplexen
bekannt, bei denen mindestens ein Peptid aus dairliclaen System isoliert wurde (Parkes-
Loach et al., 2004). Allerdings ist bereits einerdballung einer Lichtsammelkomplexunter-
einheit aus vollstandig chemisch synthetisierteptiBen gelungen, deren Sequenzen aber
nicht denen der natirlichen LH-Peptide entsprechehbei diesem System wurde auch keine
Ringstruktur aus mehreren Untereinheiten beobacfitety und Dutton, 2006). Eine
detaillierte Untersuchung der Wechselwirkung vatifiziellen Peptiden mit den Kofaktoren
BChla und Lutein, deren Peptidsequenzen denen der waeml Peptide aus den LH-
Komplexen vorRb. sphaeroides entsprechen, wurde somit bislang noch nicht dwefiligt.
Wahrend die Peptide spBl und spfA31 nur einen Teilbereich von 31 Aminosduren aus den
naturlichen LH1-Komplex darstellen, sind die novo synthetisierten Peptide s@v- und
sp350-Peptide mit der Sequenz der natirlichen Pegide dem LH2-Komplex in voller
Lange identisch (Abb. 92). Die Peptide konntenrditegs — durch die in Kap. 4.1.1
beschriebene Synthese — nur mit einer sehr geriAgsheute von §,2 % hergestellt werden.

Dies ist vermutlich auf die stark hydrophobe Amgaesequenz zurickzufuhren.

a- und B-Peptid des LH1-Komplexes vorRb. sphaeroides
spha31 DPRRVEVAQGVFELFLLAVMIHLILLST PSYN

a (nativ; NCBI: Q3J1A4)
MSKFYKIWMIF DPRRVEVAQGVFELFLLAVMIHLILLST PSYNWLEISAAKYNRVAVAE

sph31 ELHSVYMSGLWLFSAVAIVAHLAVYI WRPWF

B (nativ; PDB: 1DX7)
ADKSDLGYTGLTDEQAQELHSVYMSGLWLFSAVAIVAHLAVYI WRPWF

a- und B-Peptid des LH2-Komplexes vorRb. sphaeroides

spha54 (= nativ; NCBI: AAA26131)
MTNGKIWLVVKPTVGVPLFLSAAVIASVVIHAAVLT TTTWLPAYYQGSAAVAAE

sphB50 (= nativ; NCBI: AAA26130)
(M)TDDLNKVWPSGLTVAEAEEVHKOLILGTRVFEFGGMALIAHFLAAAA TPWLG

Abbildung 92: Aminosduresequenzen der nativen unddgenovo synthetisierten Peptide der LH1- und LH2-
Komplexe vonRb. sphaeroides. Die unterstrichenen Aminosduren geben den Beméshhydrophoben Kerns
an.
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Die Identifizierung der Peptide erfolgte durch MAEDOF- oder ESI-MS (Tab. 5) und soll
beispielhaft fir das spb0-Peptid gezeigt werden (Abb. 94).
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Abbildung 93: MALDI-TOF-Massenspektrum von spb0.

5.3.1 NMR-Spektroskopie an einengle novo synthetisierten LH-Peptid

Das Peptid sg81 wurde fur eine NMR-spektroskopische Untersuchang Aufklarung
seiner dreidimensionalen Struktur verwendet. Dasugge naturlich@-Peptid aus dem LH1-
Komplex konnte 1999 erstmalig mittels NMR charakiert werden und ergab eine
a-helikale Sekundarstruktur (Kikuchi et al., 199®)ie nachfolgend aufgefiihrten NMR-
spektroskopischen Untersuchungen wurden von DSdRAmieder vom Leibniz-Institut fur
molekulare Pharmakologie (Berlin) gemessen und ewsget. Vom sppB1l-Peptid wurde
ein gut aufgeldstedH-NMR-Spektrum mit schmalen Linienbreiten erhal{@bb. 94). Im
ppm-Bereich von 1 — 2 liegen die aliphatischen ¢treh der Aminosaureseitenketten. Die
Protonen des EAtoms befinden sich zwischen 3,2 und 4,9 ppm, estirdie Signale der
Amid-Protonen und Protonen aromatischer Aminosésterzwischen 6,5 und 9 ppm im
Spektrum zu beobachten sind. Die Indol-Protonen dier Tryptophane in sl liegen
zwischen 10 und 11 ppm.
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Abbildung 94: 'H-NMR-Spektrum von 320 uM spB1 in CDCLCD,0OH (1:1, v/v), Resonanzfrequenz =
600 MHz, T = 300K.

Anhand von NOESY- und TOCSY-Aufnahmen wurden Infatisnen tber die MH"-
Korrelationen in den Amidregionen erhalten. Durde NOESY-Messungen wurden die
gekoppelten Protonen der Aminosaure i und (i-lektedrt, wahrend im TOCSY nur die
Protonen-Kopplungen derselben Aminosaure zu beddadind und damit das Spinsystem
bestimmt werden kann. Der Abstand voti #im H' innerhalb einer Aminoséure ist immer
kurz genug fir einen NOE. Das gleiche gilt fiir ddsstand vom & zum H der Aminosaure
(i-1) und auch — mit Einschrankungen — fiir den Abdtvom H zum H der Aminosaure
(i-1). Damit kénnen fiir jedes Hmindestens zwei Signale im Spektrum beobachtedemer
eines zum Mder gleichen Aminosaure und eines zufnddr in der Sequenz vorangehenden
Aminosaure: Durch die NOESY- und TOCSY-Aufnahmender Amidregion des sjgB1-
Peptids und der Detektion der“Hi“-Korrelationen gelang es, die Protonensignale den
einzelnen Aminosauren zuzuordnen (Abb. 95). Die B®Rufnahme beziiglich der-H"-
Kopplungen gab eine Information Uber die Sekundi#ksir des Peptids. Aus den
Kreuzsignalen benachbarter Amidprotonen konnteSdraktur einera-Helix nachgewiesen
werden, die erst an Position 29 durch das Prolterbrochen wird (Abb. 96). Damit wurde
gezeigt, dass die Verkirzung der natirlichen Psptjdenz keine Auswirkungen auf die
Sekundarstruktur hat und analog zum natirlicieReptid des LH1-Komplexes von
Rb. sphaeroides eine a-Helix vorliegt. Die aufgenommenen Spektren zeigestmalig die
Anwendung der NMR-Spektroskopie an einem artifieielPeptid eines LH-Komplexes, das

durch chemische Peptidsynthese hergestellt wurde.
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Abbildung 95: (a) NOESY- und (b) TOCSY-NMR-Spektren det-H"Region von sppB1 und Zuordnung der
Protonensignale zu der entsprechenden Aminosaurgeatgienz.

HN-HN-Bereich
NOESY

Abbildung 96: NOESY-Spektrum mit FrH"-Korrelationen von s@81 und deren Zuordnung zu den
entsprechenden Aminosauren. Beim Vorliegen eirilelix sind von benachbarten Aminoséuren Kreuzdegna
im Spektrum zu beobachten. Das Prolin (Positiorn2§tB31) ist im Spektrum nicht zu detektieren und zeigt,
dass es die Helixstruktur unterbricht.
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5.3.2 Sekundarstruktur der artifiziellen LH-Peptide in einer Detergens-

l0sung
Durch die Aufnahme von Zirkulardichroismus-Spektrdes natirlichen LHEPeptids in
organischen Losungsmitteln und in Micellen-bildemdgetergenzien war bekannt, dass in
beiden Losungen eine Helixstruktur vorlag (Kikuati al., 1999). Es wurde eimHelix-
Anteil von 60 % (Kikuchi et al., 1999) bzw. von 6&(Cogdell und Scheer, 1985) angegeben.
Dies sollte auch fur das artifizielle $81-Peptid Uberprift werden. So wurde seine
Sekundarstruktur in Abhangigkeit von der Detergengkentration durch CD-Spektroskopie
untersucht. Die Abbildung 97 zeigt, dass bei eidenzentration von 4,5 % OG in der
Pufferlosung das Peptid keine definierte Struktufwaist. Dagegen wird der grof3te
a-helikale Anteil von 65 (£5) % (berechnet nach &l.4.1) bei einer OG-Konzentration von
0,9 % erhalten. Analog zum Ergebnis der NMR zeig drtifizielle und kirzere spBl
damit keine Abweichungen vom nativpsPeptid des LH1-Komplexes. Von den anderen drei
de novo synthetisierten Peptiden wurde ebenfalls der grafdHelix-Anteil bei einer
Detergenskonzentration von 0,9 % ermittelt, obglefdr die Rekonstitution einer LH-
Untereinheit als optimaler Wert eine OG-Konzentmativon 0,66 % angegeben wird
(Meadows et al., 1995).
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Abbildung 97: Zirkulardichroismusspektren von 50 uM $gt in 50 mM KHBPOJ/K,HPO, (5 mM MgSQ,
pH 7,8) und 4,5 % OG (schwarz), 0,9 % OG (rot)30%4 OG (griin) und 0,66 % OG (blau).
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5.3.3 Darstellung der Kofaktoren und Isolierung desnatirlichen LH2-

Komplexes aufb. sphaeroides WT
Das zur Untersuchung der Peptid-Kofaktor-Wechsé&lwig verwendete BCalwurde, wie
bereits im Kapitel 5.2.1 angegeben, @llochromatium vinosum gewonnen. Als Carotinoid
wurde Lutein zur Charakterisierung der Peptid-KtdakVechselwirkung gewahlt, da es
leicht zugénglich ist und aufgrund seiner zwei Hygigruppen im Vergleich zurfi-Carotin
geringfigig hydrophiler ist (Strukturen s. Abb. 14pas Lutein wurde auspinacia
oleracea L. durch eine Petrolether/Methanol-Extraktion isdl und durch S&aulenchromato-
graphie und anschlieBende HPLC aufgereinigt (Kap.18). Das Absorptionsspektrum von
Lutein ist in Abbildung 98a gezeigt.
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Abbildung 98: Absorptionsspektren von (a) 6 pM Lutein in EtHammd vom (b) LH2-Komplex von
Rb. sphaeroides WT in 20 mM Tris/HCI (300 mM NacCl, 0,1 % LDAO, p8).

Fur die nachfolgenden spektroskopischen Untersiggruder artifiziellen Peptide und deren
Wechselwirkung mit den Kofaktoren wurde das natit#2-System aufb. sphaeroides WT

als Vergleichsprobe isoliert (s. Kap. 1.8 und 4.303&s zugehorige Absorptionsspektrum ist
in Abbildung 98b dargestellt und entspricht derarbturbekannten Absorptionsspektrum des
LH2-Komplexes vorRb. sphaeroides (Bandilla et al., 1998). Der Wildtyp enthalt nelsem
LH2-Komplex auch den LH1-Komplex, dessepBande bei 875 nm absorbiert. Durch den
geringen Anteil dieses Komplexes in der vorliegendesolierten Probe werden seine

Absorptionsbanden vollstdndig von denen des LH2-glewes lberlagert.
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5.3.4 Spektroskopische Untersuchungen zur Wechsehkiing artifizieller
LH-Peptide mit BChla und Lutein
Die Versuchsvorschrift zur Darstellung eines ait#filen LH-Komplexes (Kap. 4.3.7) ist der
Durchfihrung zur Rekonstitution natirlicher LH-Syse angelehnt (Davis et al., 1995;
Loach und Parkes-Loach, 1995). Die Absorptions- @id-Spektren von BChla in der
verwendeten Detergenslésung, des artifiziellen sades natirlichen LH-Komplexes sind in
Abbildung 99 gezeigt. Fur die spektroskopische @kiarisierung konnten nur
Untersuchungsmethoden eingesetzt werden, bei denengeringe Probenkonzentration flr
die Messung ausreicht. Bei hohen Pigment-Peptidkunationen trat, trotz des Zusatzes
eines Detergens, sowohl eine Féllung der Peptideaath eine Aggregation der B@hl
Molekule auf, die sich am Boden des ReaktionsgafaB&gerten.
Die Absorptionsspektren des artifiziellen “Komplekend die von BCH in der gepufferten
Detergenslosung zeigen im Vergleich zu dem dewearatiH2-Komplexes breitere Banden.
Dies ist auf eine Aggregation durch Wasseranlageaimden Pigmenten zurtckzufihren, die
in dem naturlichen System durch definierte Pignieeptid- und Pigment-Pigment (B@hl
Dimer)-Anordnung nicht vorliegt. BChlabsorbiert nach der Wechselwirkung mit din
novo synthetisierten spt31 und sppf31 bei 783 und 868 nm. Das gleiche Experiment emit d
de novo synthetisierten LH2-Peptiden ergab ein entspretdeispektrum, bei dem lediglich
die relativen Intensitaten der beiden,-Banden unterschiedlich waren (hier hohere
Absorption bei 783 nm). Eine literaturbekannte Feromg zu einer Untereinheit des LH-
Komplexes mit einer Absorption bei 820 nm wurde dieser Arbeit nicht beobachtet
(Meadows et al., 1998, Nango et al., 2002). AuchAlasorptionsspektrum von BGhin der
Micellen-bildenden Detergenslésung ohne Peptidessfiwies die gleichen Bandenlagen wie
unter Peptideinwirkung auf. Die Rotverschiebung deonomeren @Bande, die im
organischen Losungsmittel bei 770 nm absorbierg wurch Wasseranlagerung am Pigment
infolge einer Aggregation zu 865 nm bathochrom eleoben (Abb. 99a), (Katz, 1994). Durch
ein Verdunnen der Losung nahm der Anteil an monowwgliegendem BCla mit einer
Absorption bei 783 nm in wassriger Losung zu uné Absorption bei 865 nm ab. Die
Absorptionseigenschaften von B@hm Detergens fihren dazu, dass sich das Spektriitm m
Ausnahme der Linienbreite nicht wesentlich von deR2-Antennensystemen der
Purpurbakterien unterscheidet (Katz et al., 19&6jgrund der Ahnlichkeit der Spektren von
BChla mit und ohne Peptideinfluss kann folglich anhand d¥-Vis-Spektroskopie keine
Aussage daruber getroffen werden, ob eine Wechseing der Pigmente mit den

artifiziellen Peptiden stattfindet oder nicht; derfiige waren weitere spektroskopische
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Charakterisierungen erforderlich. Nachfolgend soleomit die Ergebnisse, die tber den
Zirkulardichroismus der Pigmente als ergdnzendeetdnthungsmethode erhalten wurden,
dargestellt werden.

Die Zirkulardichroismusspektren zeigen, dass eieesthiebung des CD-Signals in dgfr Q
Bande von BCIHd erfolgt, wenn diale novo synthetisierten Peptide mit BGhlvechselwirken
(Abb. 99b). Die Signale des Luteins kdnnen im Spaktallerdings nicht beobachtet werden.
Das CD-Spektrum des isolierten nativen LH2-Kompsexdas mit dem von Bandilla et al.
publizierten Spektrum Ubereinstimmt, zeigt dagegere aufgespaltene Soretbande, einen
positiven Zirkulardichroismus in den Carotinoidbandund eine aufgrund excitonischer
Wechselwirkung aufgespalteng-Bande, deren Vorzeichen umgekehrt von den CD-&gna
des BChh ohne und mit Peptideinwirkung ist und zudem hypsmchverschoben vorliegt
(Bandilla et al., 1998). Der Nulldurchgang der Deliyande im @Bereich des nativen LH2-
Komplexes liegt bei 850 nm und entspricht damit demsorptionsmaximum der (FB850)-
Bande. Der Nulldurchgang von B@hin der gepufferten Detergenslosung befindet sieh b
856 nm und verschiebt sich durch die Wechselwirkomigden Peptiden und Lutein zu 871
nm. Eine detaillierte Auswertung des CD-Spektrurasrkbis dato nicht gegeben werden, da
zu geringe strukturelle Daten von der Wechselwigkuwer artifiziellen Peptide mit den
Kofaktoren bekannt sind und ein CD-Spektrum vorewig=aktoren abhangig ist. Dennoch
zeigt die Anwendung der Zirkulardichroismus-Spegttiapie, dass der artifizielle
Peptidkomplex nicht die gleiche Struktur und Anardg der Pigmente aufweist wie das
naturliche Antennensystem, aber ein anderes CDt&pekals das peptidfreie BGhI
beobachtet wird und damit auf eine Wechselwirkumgsehen den Kofaktoren und den

Peptiden hingewiesen wird.
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Abbildung 99: (a) Absorptionsspektren und (b) CD-Spektren (Uilt¥y Punkte geglattet) von B@hschwarz),
des nativen (blau) und artifiziellen ,LH-Komplexegfot). Alle Spektren sind in 50 mM KIRO/K,HPO,
(5 mM MgSQ, 0, 66 % OG, pH 7,8) bei 277 K aufgenommen. DiebEnkonzentrationen lagen bei max. 1 pM.
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Als weitere Untersuchungsmethode wurde die Flueresspektroskopie gewéhlt. Durch die
Aufnahme von Fluoreszenzanregungsspektren kann nnetem Ergebnis der CD-
Spektroskopie ein weiterer Hinweis fur eine Weohg&lng derde novo synthetisierten
Peptide mit den Pigmenten erhalten werden. Wahirarfdluoreszenzanregungsspektrum der
BChla-Luteinprobe ohne Peptide die Carotinoidbandentrdetektiert werden, sind diese im
Spektrum bei konstanter Emissionswellenlange vod 8% vom nativen und artifiziellen
Peptidkomplex zu beobachten (Abb. 100). Die Caoitimanden des nativen Komplexes
liegen geringfigig hypsochrom verschoben, was dudas Vorliegen eines anderen
Carotinoids (Rhodopin) erklart werden kann. Es kenauch gezeigt werden, dass durch
alleinige Anwesenheit de$3-Peptids — nicht aber im Fall des-Peptids — die
Carotinoidbanden ebenfalls beobachtet werden kénbDen Detektion dieser Banden gibt
einen Hinweis auf einen Energietransfer zwischem dmiden Pigmenten, der bei

Abwesenheit einer Peptidumgebung nicht ablauft.
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Abbildung 100: Fluoreszenzanregungsspektren von Bhitein (griin), nativem LH2-Komplex (schwarz)
(Uber 10 Punkte geglattet), B@HLutein/spi50 (rot) und BChd/Lutein/splub4/spt50 (blau) bei 277 K in
50 mM KH,PO/K,HPQO, (5 mM MgSQ, 0,66 % OG, pH 7,8)kem = 850 nm; T = 277 K. Der Bereich der
Carotinoidabsorption ist gesondert herausgestellt.
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5.3.5 Molekulargewichtsbestimmung durch Gelfiltraton und MALDI-
TOF-MS

Um eine Aussage Uber die GroRe der aus der Wedhsahg derde novo synthetisierteru-
und pB-Peptide mit den Kofaktoren BGhl und Lutein zu erhalten, wurde das
Molekulargewicht des ,artifiziellen LH-Komplexes“udch Gelfiltration (s. Kap. 4.3.3)
bestimmt. Hierzu wurde eine Superdex75-HR10/30-&adrwendet, die an eine FPLC-
Anlage angeschlossen war. Die Saule wurde mit 50 KHMPOJ/K,HPQO, (5 mM MgSQ,
0,66 % OG, pH 7,8) equilibriert und mit Standardpmeen geeicht. Das Gelfiltrations-
chromatogramm ist in Abbildung 10la gezeigt. Aus bi¢echselwirkung derde novo
synthetisierteno- und B-Peptide mit BCHd und Lutein wird eine strukturelle Anordnung
erhalten, deren Molekulargewicht ca. 47000 (x40@Da entspricht. Unter gleichen
Bedingungen wurde vom isolierten natirlichen LH2aabex ein Wert von 65000 (+4000)
Da ermittelt. Ein vergleichbarer Wert von 72000 5000 Da wurde als Hauptkomponente
nach einer SDS-Behandlung des nativen Lichtsamnmgkexes B850 vorrb. sphaeroides
erhalten (Braun und Scherz, 1991).
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Abbildung 101: (a) Gelfiltrationschromatogramm des nativen (blandl artifiziellen LH-Komplexes (spi54,
sphp50, Lutein und BCH) (schwarz) in 50 mM KEPOY/K,HPO, (5 mM MgSQ, 0,66 % OG, pH 7,8),
Aex = 260 nm. Die mit Nummern gekennzeichneten Elgtiofumina gehdren zu folgenden Eichproteinen (rot):
1. Dextran-Blau (>200000 Da), 2. Rinderserumalbun{®7000 Da), 3. Ovalbumin (43000 Da),
4. Chymotrypsinogen (25000 Da), 5. Ribonukleas@3vQ0 Da), 6. Aprotinin (6500 Da).

(b) MALDI-TOF-Massenspektrum von spio.
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Bei der Gelfiltration kann zudem ein Anteil mit em hohen Extinktionskoeffizienten bei
sehr geringen Molekulargewichten detektiert werdeer, auf freies BClal zuriickgefuhrt
wird, das unter den verwendeten Bedingungen fretgesird. Vom spp50-Peptid ohne
Zusatz deso-Peptids und der Kofaktoren wurde ebenfalls durcklfiBation ein
Molekulargewicht von ca. 47000 (x4000) Da bestimbie Aufnahme eines MALDI-TOF-
Massenspektrums vom dj80 zeigt die Molekulargewichte, die aus dem Zerfdds
Oligomers resultieren (Abb. 101b). Das Molekulargéww des spp50-Monomers betragt
5355 Da. Das Signal mit sehr geringer Intensita#B&95 Da gibt das Molekulargewicht des
sp50-Oligomers an, das auch durch Gelfiltration i deagegebenen Detergenslésung
bestimmt wurde. Es entspricht damit einem Nonamer.

Zusammengefasst zeigen die dargestellten Unteragsmethoden, dass zwar eine definierte
Wechselwirkung zwischen den Pigmenten und denizaglien LH-Peptiden stattfindet, die
aber anderer Natur als die des nativen LH2-Kompglegse Sowohl die grof3ere Linienbreite
im UV-Vis-Spektrum als auch die starke Aggregatiim Pigment-Konzentrationenl>uM

im Gegensatz zu dem natirlichem Antennensystemngelven Hinweis auf eine weniger
gute oder andersartige Einlagerung der Pigmentigeiartifiziellen Peptide. Dennoch sind im
CD- und Fluoreszenzanregungs-Spektrum Unterschaadchen den BChtLutein-System
ohne und mit Peptidmatrix zu beobachten. Zudem teorein Molekulargewicht eines
Peptidkomplexes, das aus neun Untereinheiten ligsletiektiert werden. Dieses Teilprojekt
stellt damit einen Ansatzpunkt zur Synthese eirméfzéellen Lichtsammelkomplexes dar,
macht aber gleichzeitig die Schwierigkeiten im Umgamit hydrophobende novo

synthetisierten Peptiden deutlich.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die chemische Peptidsynthese stellt die Grundlagevdrliegenden Arbeit dar, durch die
verschiedene Peptide zum einen nach dem Modell Gigochrom b-Untereinheit des
Cytochrombc;-Komplexes und zum anderen auf der Grundlage datid®equenz natirlicher
bakterieller Lichtsammelkomplexe hergestellt wurdddie hydrophilen Peptide, deren
Sequenzen aus bis zu 62 Aminosduren bestehen, mvumile einer Ausbeute von 8 %
hergestellt, was einer Ausbeute von 96 % pro Kamgsschritt entspricht. Die synthetisierten
Helix-turn-Helix-Motive, basierend auf einem literaturbekamiModell der Cytochroni-
Untereinheit, zeigten in wassriger Losung das gefite Strukturmotiv eines Vier-Helix-
Bindels. In diesem Vier-Helix-Bundel werden zweintddgruppen uber jeweils zwei axial
gebundene Histidine koordiniert. Eine derartigel&jerung der Kofaktoren in das Peptid
fuhrte zu einem charakteristischen Absorptionsspekt das dem der natirlichen
Haminproteine vergleichbar ist. Durch ESI-MassekBpenetrie gelang es das
Molekulargewicht dieses Hamin-Peptid-Komplexes eatimmen, was bislang noch nicht in
der Literatur von einem derartigen System ohne lemta Peptid-Kofaktor-Wechselwirkung
gezeigt wurde. Die chemische Redoxtitration ernobgé eine Aussage uber die vorliegende
Konformation der beiden Heliturn-Helix-Motive im Vier-Helix-Blindel. Es wurden zwei
Halbstufenpotentiale ermittelt, die auf eisgn-Konformation der beiden Strukturmotive
hinwiesen. Durch Zugabe von Cyanid wurde ein aréfier Hamiglobincyanidkomplex
hergestellt, der mittels UV-Vis-Spektroskopie idenert wurde. Dieses Experiment zeigte,
dass auch dienaguettes in Analogie zu den komplexen, natirlichen HamiotBinen in der
Lage sind, kleine Molekule zu binden.

Eine Verkirzung der Peptidstrange von 31 auf 24 nasduren verminderte sowohl deren
Stabilitat als auch die Ligandenbindungsfahigk&t konnte im Vier-Helix-Bindel der
verklrzten Peptidstrukturen lediglich ein Hamin kdoiert werden, was durch chemische
Titration des Kofaktors zum Peptid nachgewiesendeuDie selektive Peptidbindung der
Kofaktoren Uber die Histidine des Peptids konnteéckiueinen gezielten Austausch des
Histidins gegen Alanin bestatigt werden.

Die Untersuchung zur Ausbildung einer Histidin-Methin-Koordination des Hamins, wie

sie z. B. im Cytochrona vorliegt, als Alternative zu einérs-Histidin-Bindung des Kofaktors
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wurde ebenfalls in dieser Arbeit an einemaquette Uberprift. Dabei konnte durch
verschiedene spektroskopische Charakterisierungsaen (UV-Vis, EPR, Resonanz
Raman) eine Schwachung der sich ausbildentdexrHistidin-Koordination festgestellt
werden, die ohne Methionin in der Sequenz nichbbebtet wurde. Es zeigte sich, dass die
ansonsten parallel zueinander stehenden Histidiee, das Hamin koordinieren, durch
vollstandig sechsfach koordiniertes Hamin vorliegine Histidin-Methionin-Ligation des
Kofaktors wurde allerdings nicht beobachtet. Dar#isst sich schlussfolgern, dass die
Histidine in einer Kompetition die starkeren Bindgepartner darstellen.

Eines der Ziele, eine minimalistische, photosynsicbe Struktureinheit nachzubauen, konnte
durch den Austausch der redoxaktiven Hamgruppenaddxinaktiven und diamagnetischen
Zink(bakterio)chlorophyllderivaten in deste novo synthetisierten Peptiden erreicht werden.
Die Einlagerung der Kofaktoren wurde durch spekinpssche Methoden wie UV-Vis-,
Fluoreszenz- oder CD-Spektroskopie bestétigt. Deice spezielle Methode der EPR, der
ESEEM-Spektroskopie, gelang es zum ersten Mal duditbkte Detektion des axial
koordinierenden Stickstoffatoms des Histidins am faktor, diese Aminosaure als
Bindungspartner zu identifizieren. Die ESEEM-Metbozkeigt damit eine Alternative zur
Peptidmutation auf, wenn als Bindungspartner defsikfors eine Aminosaure erwartet wird,
die das Pigment Uber ihre Stickstoffe koordiniert.

Bei den Einlagerungsversuchen verschiedener CHighepin die Peptide zeigte sich, dass es
nicht maglich war, Chlorophyllderivate mit Phytydten in die Vier-Helix-Blndel-Proteine
einzubauen. Nach der Entfernung des hydrophoben langkettigen Seitenrestes vom
zyklischen Tetrapyrrolsystem fand dagegen einea§eriung der Zink(bakterio)chlorine statt.
Die Zinkchlorine kénnen nach Lichtanregung Uber @esten angeregten Singulettzustand
durch denintersystem crossing-Prozess in den Triplettzustand Ubergehen. In didskeeit
wurden an zwei Zinkchlorinen, ZnPhaidund ZnG, deren Triplettzustande mittels
transienter Absorptionsspektroskopie und durchstesnte EPR-Spektroskopie untersucht.
Dabei wurden jeweils die Ergebnisse der Peptid-gebnen mit denen der freien Pigmente
verglichen. Durch die Bestimmung der Nullfeldparéeneaus den EPR-Spektren gelang es,
Aussagen uber die elektronische Struktur der Titipkdlenfunktionen zu erhalten und durch
die transiente Absorptionsspektroskopie erhielt mize Information Gber die Lebensdauern
bzw. die Zerfallskinetiken der systemabh&ngigempl&tizustande. Bei Zugabe eines Chinons
als Elektronenakzeptor konnte aus dem Triplettnastaein Elektronentransfer vom

lichtangeregten Zinkchlorin zum Chinon beobachterden. Dieses Ergebnis zeigte damit

199



6. Zusammenfassung und Ausblick

erste Ansatze zur Entwicklung eines artifizielleho®synthesemodells. Es gelang, das
entstehende Triplettradikalpaar zeitaufgel6st dumhkeidimensionale transiente EPR-
Spektroskopie direkt zu detektieren. Durch die drame Absorptionsspektroskopie wurden
die Kinetik der Triplettioschung durch das Akzeptotekil und die Geschwindigkeits-
konstante des Elektronentransfers bestimmt. Dadigiez sich, dass die Peptidhtille, die die
eingelagerten Zinkchlorine umgibt, einen vierfaghdsameren Elektronentransfer verursacht.
Dieses Ergebnis weist auf die Schwierigkeit der @dung eines effizienten Modells fur
den Elektronentransfer hin, wie er in natirlichagnient-Peptid-Komplexen stattfindet. In
natirlichen Redoxzentren der Photosysteme kannictaratst durch die Anwesenheit der
Peptide, die die miteinander elektronentauschemdelekile in einem definierten Abstand
und in einer optimalen Orientierung zueinander dmltund infolge des optimalen
Verhéaltnisses von freier Reaktionsenthalpie dektElaentransfers zu der Reorganisations-
energie AGy/A) nach der Marcus-Theorie ein schneller Elektronestdia erfolgen.

Die vorliegende Arbeit beschreibt des Weiteren edénstmalig beobachtete und aus der
Literatur bislang unbekannte Zinkchlorin-Chinon-@daustandswechselwirkung, die
wahrend der Experimente zu den Elektronentranstersuchungen entdeckt wurde. Da die
verwendeten Pigmentproben zur Qualitatsuntersuckiangeder Messung durch die UV-Vis-
Spektroskopie untersucht wurden, konnten sowohlAibsorptionsspektrum als auch im
Fluoreszenzspektrum der freien Pigmente nach Chugabe das Entstehen neuer und das
Verschwinden der urspriinglichen Absorptionsbandeobhchtet werden. Digle novo
synthetisierten Peptide verhindern nach Einlagerwtgy Zinkchlorine eine solche
Grundzustandswechselwirkung, indem sie die Kofaktaturch ihre Peptidummantelung von
den Chinonen abschirmen. Die Peptidmatrix liel3 alemnoch ein Elektronenaustausch
zwischen den Zinkchlorinen und dem Chinon zu. Eieeartige Grundzustandswechsel-
wirkung konnte bei den metallfreien Pigmenten eaksninicht nachgewiesen werden. Dies
fuhrte zu der Schlussfolgerung, dass das Zink a&strdlmetall an der Ausbildung des
entstehenden Komplexes oder der Aggregation hbgtedt. Eine detaillierte Beschreibung
Uber die Natur der Wechselwirkung kann bislangrdiifeys noch nicht gegeben werden.

Die de novo-Synthese der Peptide nach dem Modell der Lichtsalkomplexe vonRb.
sphaeroides als auch deren Aufreinigung durch HPLC gestaltsieh aufgrund der
Hydrophobizitdt der Peptide weitaus schwieriger dits Synthese der oben beschriebenen
hydrophilen Peptide, die auf der Cytochrbruntereinheit beruhen. Dennoch gelang es, die
sogenannten- undp-Peptide einer LH-Untereinheit, wenn auch mit eigeringen Ausbeute

von <0,2 % herzustellen. Anhand dieser artifiziellen tRipsollte eine Wechselwirkung mit
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Bakteriochlorophylla und Lutein untersucht und eine moégliche Nachbigdwines LH-
Komplexes uberpruft werden. Dabei diente der niatigl LH2-Komplex au&b. sphaeroides,
der aus den Bakterienzellen isoliert wurde, alsg\éechsprobe fur die spektroskopischen
Untersuchungen. Das verwendete BCiurde ausAllochromatium vinosum und Lutein aus
Soinacia oleracea L. isoliert und mittels HPLC aufgereinigt. DurciedAminoséuresequenz
der ursprunglich transmembranen Peptide der LH-Kexregpbedingt, lielRen sich die Peptide
in wassriger Umgebung nur durch Zusatz eines Detarginter Ausbildung von Micellen in
Lésung bringen. Anhand von CD-Messungen konntegidéfite Anteil ano-Helikalitat in
Abhangigkeit von der Detergenskonzentration bestimvarden. Fir eines dieser Peptide
wurde mittels zweidimensionaler NMR-Spektroskopieeinem organischen Ldsungsmittel
ebenfalls das Vorliegen einerhelikalen Sekundarstruktur bestatigt. Anhand deamAhme
von CD- und Fluoreszenzanregungs-Spektren in eikiéelienlangenbereich, in dem die
Pigmente absorbieren, konnte zwar eine Wechselwirkderde novo synthetisierten Peptide
mit den Pigmenten festgestellt werden, allerdingtsggach diese nicht der des nattrlichen
LH2-Komplexes. Dennoch konnte fur den artifiziellKomplex ein Molekulargewicht von
ca. 48000 Da ermittelt werden, was einer Zusamrgenleng von neun Untereinheiten
entspricht. Zusammenfassend zeigte dieses Teikiroieutlich die Schwierigkeit auf, ein
artifizielles Antennensystem aus vollstandig istéie Komponentem vitro herzustellen und
bedarf zukunftig weiterer Studien. Eine entschetdBolle spielen dabei auch Parameter wie
Puffer- und Detergens-Konzentration, pH-Wert ungl Bémperatur. Dennoch konnte bereits
eine Wechselwirkung der in diesem Teilprojekt \egénden Peptide mit den Pigmenten
festgestellt werden. Daraus ergibt sich fir zukgeftArbeiten die Mdglichkeit, durch den
bereits erfolgreichen Nachbau der Peptide aus delrKamplex weitere Optimierungs-
methoden fur die Darstellung eines Antennensysiamesforschen.

Zusammenfassend stellt diese Arbeit damit versehniedofaktor-Peptid-Wechselwirkungen
dar und zeigt gleichzeitig die Moglichkeiten, abauch die Grenzen der artifiziellen
Peptidkomplexe auf, die zum Nachbau natirlichetedys dienen sollen. Gelingt es jedoch,
eine minimalistische Nachbildung mit den Eigenstdrafund Funktionen eines nattrlichen
Kofaktor-Protein-Komplexes herzustellen, kénnenadawiele Details zur Struktur und
Funktion des natirlichen Systems aufgeklart werli¢ie. in der vorliegenden Arbeit gezeigt,
kénnen durch Anderung der Peptidsequenz die furBihelung eines Kofaktors wichtigen
Aminosauren bestimmt oder Aussagen Uber die Stbiier Peptidkomplexe gemacht
werden. Im Allgemeinen konnte gezeigt werden, ddiss chemische Peptidsynthese fur

Modellstudien besonders effizient zur Peptidgewimnaingesetzt werden kann, da sie mittels
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eines automatischen Peptidsyntheseautomaten diédkikigjt eroffnet, parallel verschiedene
Peptide mit dhnlichen Sequenzen in einer kurzenh&szustellen. Durch optimale Synthese-
bedingungen (z. B. geeignete Kopplungsreagenzien-zgiten) kdnnen gute Kopplungsaus-
beuten erzielt und die gewlinschten Peptide in mimneder Menge fur die geplanten
Experimente hergestellt werden. Dennoch spielt,avieh in dieser Arbeit gezeigt, die Lange
und Zusammensetzung der Peptidsequenz beziglich Adsbeute der Peptide eine
entscheidende Rolle.

Ausblick

Der Ansatz der chemischen Peptidsynthese stelthdden Einsatz natlrlicher, aber auch
unnaturlicher Aminosauren eine fast unbegrenzteligliigeit an Sequenzkombinationen dar,
deren Synthese in biologischen Systemen oftmalsranGrenzen kommen wirde. Dennoch
spielt im Vorfeld der Synthese die Proteinmodelirey eine grofRe Rolle. Ohne eine derartige
computerunterstitzte Modellierung und Sequenzoptumig ist es schwierig, geeignete
Peptidsequenzen zu entwickeln, die der Aufklarueg Struktur und Funktion nattrlicher
Protein-Komplexe dienen. So konnte in dieser Argeiteigt werden, dass ein Peptidmodell,
das fir einebis-Histidin-Koordination des Kofaktors entwickelt vd#, nicht durch den
Austausch eines Histidins gegen Methionin als Mod@t ein Cytochromc-Komplex
verwendet werden kann. Hierflr musste ein andeeggidPentwickelt werden. Ein weiteres
Beispiel fur den wirkungsvollen Einsatz der Peptidi@lierung bietet der in dieser Arbeit
untersuchte Elektronentransfer. Um einen effizieriééektronentransfer zu erzeugen, wie er
u. a. in natdrlichen Photosystemen ablauft, missem die Elektronen-Akzeptor-Paare in
einer definierten Lage zueinander befinden, beidenponenten geeignete Redoxpotentiale
aufweisen und nach der Marcus-Theorie optimale rReter fur eine maximale
Geschwindigkeitskonstante des Elektronentransfefisnglen werden. In der Natur liefern die
Proteine dazu den entscheidenden Beitrag, indendisi&ofaktoren, zwischen denen der
Elektronentransferprozess ablauft, in geeigneterordmungen halten und durch ihre
spezifische Proteinumgebung das Redoxpotential Kefaktoren optimal einstellen.
Insbesondere entspricht hier in der Regel die fr8eaktionsenthalpie der freien
Reorganisationsenergie, so dass keine Aktivierureggée fur die ablaufende Reaktion
aufgebracht werden muss. Fir den im Rahmen diessitAezeigten Ansatz des kinstlichen
Photosynthesemodells muss zukinftig die Peptidsequiementsprechend so optimiert
werden, dass die Peptide den Elektronentransfdit nierlangsamen, sondern fur einen
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effizienteren Elektronentransfer sorgen als fiir foggen Kofaktoren ohne Peptidumgebung
ermittelt werden kann. Dieses konnte dadurch ditemwerden, dass eine geeignete
Peptidbindungstasche fur das Chinon entworfen whidl. den Nachbau eines naturlichen
Photosystems sollte der Energietransfer aus deteneasigeregten Singulettzustand erfolgen,
da der Triplettzustand mit dem Luftsauerstoff redgi Da der resultierende Singulett-
Sauerstoff das Pigmentmolekil schadigen kann, esottie Bildung des Pigment-
Triplettzustandes verhindert werden. Auch diesest@durch die Synthese einer geeigneten
Chinonbindungsstelle am Peptid und den dadurchedielnen Elektronenaustausch zwischen
dem Pigment und dem Chinon gelingen, so dass kajheftibergang des Pigments erfolgt.
Die Peptidmodellierung stellt damit zuklnftig einemchtigen Schritt vor der eigentlichen
Peptidsynthese dar. Dabei soll an dieser Stellalemwerden, dass man mit dem derzeitigen
Stand der Forschung noch nicht in der Lage istkemplexes Peptidsystem, wie es in dieser
Arbeit vorliegt, zu modellieren und dessen Struktorherzusagen.

Durch den gezeigten Einbau der Zinkchlorine in dkenovo synthetisierten Peptide ware es
zukUnftig von Interesse, die Redoxpotentiale dek&hlorine im Peptid zu bestimmen, um
daruber die Konformation der Helirn-Helix-Motive im Vier-Helix-Bundel zu ermitteln.

Die vorliegende Arbeit macht die Schwierigkeit @&mthese hydrophober Peptide und deren
Handhabung deutlich. Ohne Anderung der natirliclBeguenz der Peptide aus den
Lichtsammelkomplexen ist es kaum mdglich, einenadgren Komplex aus artifiziellen
Peptiden herzustellen. Erste Ansatze zu einer eolcinderung der natirlichen
Peptidsequenz zu hydrophileren Peptiden, die ddnnébnliche spektroskopische
Eigenschaften wie die natirlichen Lichtsammelkom@leaufweisen, wurden kirzlich
veroffentlicht (Noy und Dutton, 2006). Auf dieserruddlage besteht zukinftig die
Maglichkeit, aus vollstandig isolierten Einheitdfofaktoren und artifiziellen Peptide) einen
effizienten Lichtsammelkomplex herzustellen, derchawauf dem Gebiet der Weiterent-

wicklung und Gewinnung von Solarenergie von grod&rtzen sein kann.
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Anhang I1: Ermittelte Halbstufenpotentiale von ZnBPheeidittels (a) zyklischer Voltammetrie und (Byuare-
Wave-Methode in Acetonitril/DMF (9:1, v/v) und 0,1 M Trabutylammoniumtetrafluoroborat.
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Anhang IlI: Transiente X-Band-EPR-Spektren von (a) ZnPhe{dchwarz) und (b) ZnPhadmidazol
(schwarz) in jeweils 50 mM K#PO/K,HPQO, (100 mM NaCl, pH 7,3; 60 % Glycerin); T = 80 K= 9,62 GHz,
Aex = 590 nm und zugehdrige Simulationen (rot).

EPR-Signal
EPR-Signal

310 320 330 340 350 360 370 380 390 3i0 ' 3:'20 ' 3:3,0 ' 35,0 ' 3'!30 ' 3é0 ' 3%0 ' 3E|30 '
Magnetfeld (mT) Magnetfeld (mT)

Anhang IV: Transiente X-Band-EPR-Spektren von (a) Ea@e-1 (schwarz) und (b) Zmg (schwarz) in
jeweils 25 mM Glycin (50 mM NacCl, pH 10; 60 % Glyg®; T = 80 K,v = 9,62 GHz A = 639 nm und

zugehdrige Simulationen (rot).
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Anhang V: Transientes X-Band-EPR-Spektrum von 2Zg@nidazol (schwarz) in 25 mM Glycin (50 mM NacCl,
pH 10; 60 % Glycerin); T = 80 K = 9,62 GHz A, = 639 nm und Simulation (rot).
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Anhang VI: Transiente Q-Band-EPR-Spektren von (a) ZnPaéid Ethanol (schwarz) und (b) ZnPhaiih
Pyridin (schwarz); T = 80 Ky = 34,01 GHzA., = 590 nm und zugehdrige Simulationen (rot).
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