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Zusammenfassung

Wasserstoff gilt als der ideale Energietrdger der Zukunft, da er eine sehr hohe Ener-
giedichte besitzt und emissionsfrei verbrennt. Da H; in der Natur jedoch nur in
geringen Mengen vorkommt ist es von zentraler Bedeutung neue Katalysatoren
tir die effiziente Gewinnung von Wasserstoff aus Wasser zu entwickeln. In diesem
Zusammenhang wurde im Rahmen dieser Dissertation die Biosynthese artifiziel-
ler, kubischer [4Co-4S]-Biohybride realisiert, die als potentielle Katalysatoren fiir
die Wasserspaltung gelten. Da in der Natur bislang keine Co-S-Proteine bekannt
sind, wurden Methoden zur Biosynthese und spektroskopischen Charakterisierung
anhand von Modellproteinen aus der Familie der Rubredoxine etabliert. Nachdem
die Apoproteine produziert wurden, konnte in vitro iiber chemische Rekonstitution
Co an die Gertistproteine gebunden werden. Auch wurde Co in vivo gezielt, unter
Nutzung der E. coli Eisen-Schwefel-Cluster-Assemblierungsmaschinerie, an den Ge-
riistproteinen komplexiert. Dies ermoglicht neue Wege zur Herstellung artifizieller
Biohybride fiir anspruchsvolle Elektronentransferreaktionen.

Der Abbau gesittigter Kohlenwasserstoffen ist, besonders im Fall einer Olkata-
strophe, von grofiem Interesse. Ein Abschnitt dieser Arbeit befasst sich mit dem
Pseudomonas putida GPol [2Fe]-Rubredoxin AlkG, einem Elektronentransportprotein,
welches an der Hydroxylierung der schwer zu funktionalisierenden Alkane zu linea-
re Alkohole beteiligt ist. Es ist das einzige bekannte Rubredoxin, welches aus zwei
Rubredoxindoménen besteht, wobei die Funktion der N-terminalen Doméne noch
nicht abschliefiend geklart ist. Es konnte gezeigt werden, dass diese zweiwertige
Metallionen, wie Fe(II) und Co(II), im Vergleich zur C-terminalen Doméne, weniger
stark komplexiert, wodurch das Metallion leicht durch Sauerstoff oxidiert werden
kann. Des Weiteren wird die Sekundérstruktur des N-Terminus iiber die Bindung
an die C-terminale Domine stabilisiert. Die neuen Erkenntnisse konnen helfen, die
Katalyse der Alkanhydroxylierung nutzbar zu machen.

In der Natur sind [FeFe]-Hydrogenase die aktivsten Katalysatoren in der Wasser-
stoffproduktion. Sie sind jedoch extrem sauerstoffempfindlich und daher fiir biotech-
nologische Anwendungen ungeeignet. In dieser Arbeit wurde ein sauerstoffstabiler
Zustand der [FeFe]-Hydrogenase aus Desulfovibrio desulfuricans strukturell unter-
sucht und Einblicke in den Mechanismus gewonnen, wie sich dieses Protein vor
sauerstoffbedingter Degradation schiitzt. Dabei wird ein HS™-Liganden an die freie
Koordinationsstelle des H-Clusters gebunden.

Zusammengenommen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es in Fe-S-
Proteinen moglich ist, Fe durch Co zu ersetzen und so potentielle Katalysatoren
tiir die Wasserspaltung zu generieren. Zudem wurden neue Einblicke in die Rolle
des ungewohnlichen Rubredoxins AIkG bei der Alkanhydroxylierung gewonnen.
Schliefslich konnte gezeigt werden, dass Schwefel das aktive Zentrum der [FeFe]-
Hydrogenase vor Zersetzung durch Sauerstoff schiitzt.






Summary

Hydrogen gas is thought to be an ideal energy carrier due to its high energy density
and its emission-free combustion. Because it cannot be found in great quantities
in nature, it is necessary to develop new catalysts for the efficient production of
hydrogen gas from water. During this work the biosynthesis of artificial, cubic
[4Co-4S]-biohybrids have been established, which are potential catalysts for water
splitting. No cobalt-sulfur-catalysts are known in nature. Thus, techniques for the
biosynthesis and the spectroscopic characterization have been developed using the
rubredoxin-family as model proteins. After protein production, cobalt-proteins have
been produced in vitro using the chemical reconstitution method. Furthermore, the
E. coli iron-sulfur assembly machinery has been used to transfer the cobalt cluster
specifically in vivo. These techniques enable new possibilities of producing artificial
biohybrids for challenging electron transfer reactions.

Especially in case of an oil disaster, methods for the degradation of saturated hydro-
carbons are highly relevant. The Pseudomonas putida GPol [2Fe]-rubredoxin AIkG,
which is the only known rubredoxin with two rubredoxin-like domains, transfers
electrons for the hydroxylation of alkanes to linear alcohols. During this work it has
been shown, that the N-terminal domain complexes divalent metal ions less strong
compared to the C-terminal domain. Thus leads to an easy oxidation of the metal ion.
Further, the C-terminal domain stabilizes the secondary structure of the N-terminal
domain. The new finding could help to utilize the alkane hydroxylation catalysis for
biorechnical aproaches.

In nature the [FeFe]-hydrogenases are the most active catalysts in hydrogen produc-
tion. But they are very sensitive to oxygen and thus less usable in industry. In this
work, the structure of the Desulfovibrio desulfuricans [FeFe]-hydrogenase in an oxygen
stable state has been investigated. That gives new insight into the mechanism of
protection against degradation through oxygen. In this state an HS™ ligand is bound
at the free coordination site of the H-cluster.

To sum up, it has been demonstrated, that it is possible to replace iron by cobalt in
iron-sulfur proteins to produce potential catalysts for water splitting. Further new
insights into the role of the unusual rubredoxin AIkG in alkane hydroxylation has
been given. Finally, it has been shown that a sulfur ligand protects the active site of
the [FeFe]-hydrogenase from degradation through oxygen.
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1. Einleitung

1.1 Wasserstoff als Energietriger

In der modernen Welt gewinnt die Suche nach einer erneuerbaren Energiequelle
immer mehr an Bedeutung. Dabei riickt auch die Nutzung von Wasserstoff mit
seiner hohen Energiedichte als emissionsfreier Energietrager, mit welchem in
einer Brennstoffzelle als Nebenprodukt nur Wasser entsteht, immer mehr in den
Fokus. Dabei kann elementarer Wasserstoff allerdings nur in geringen Menge aus

1,2] Eine Alternative dazu bietet die artifizielle

der Natur gewonnen werden.
Wasserstoffproduktion. Diese ist ein Protonen-gekoppelter Transfer von vier
Elektronen, welcher in eine Wasseroxidation und eine Wasserstoffentwicklung
geteilt werden kann. In der Natur konnen Nickel-, Mangan- und Eisen-haltige
Enzyme Wasserstoff effektiv und reversibel in Protonen und Elektronen spalten
oder diese zu Wasserstoff umsetzen. Zu diesen Enzymen gehoren Hydrogenasen,

Nitrogenasen oder das Photosystem II (PSII). [2-—4]

Im 20 Untereinheiten-grofien
PSII an der Thylakoidmembran findet die Umsetzung mit dem einzigartigen,
komplexen [Ca-4Mn-50]-Cluster statt. Dort ist ein Mangan mit einem kubischen
[Ca-3Mn-40]-Konstrukt verlinkt.[> 6]

Fiir die artifizielle Wasserstoffproduktion ist bisher ist kein effizienter, kosten-
glinstiger Katalysator bekannt. Es werden hauptséachlich teure Edelmetallkataly-
satoren mit geringen Ausbeuten eingesetzt. 3] Aber auch Kobalt hat sich als ein
vielseitiges nicht-Edelmetall in der Entwicklung von synthetischen Katalysatoren

fiir die Wasserspaltung bewiesen. 2!

Dabei wurden auch synthetische Kobalt-
Cluster-Proteine synthetisiert, welche allerdings nur in organischen Losungs-
mitteln oder in einer Mischung aus Wasser und organischen Losungsmittels

Stabilitdt und Aktivitat zeigten. 2.7,8]
1.2 Das Ubergangsmetall Kobalt in biologischen

Systemen

Kobalt ist als Spurenelement in Boden, auf der Erdoberfliche und im Grundwas-
ser enthalten, wobei es hauptsachlich in der Co(II)- oder Co(Ill)-Form vorliegt. 9l



1.2. Das Ubergangsmetall Kobalt in biologischen Systemen

Das seltene Metall ist relativ unreaktiv, ldsst sich bei natiirlichen Umgebungs-
temperaturen nicht leicht von Luftsauerstoff oxidieren und ist in sowohl als
Co(Il), als auch als Co(IlI) wasserloslich. In seinen physikalischen und chemi-
schen Eigenschaften dhnelt es seinen Nachbarn im Periodensystem, Eisen und
Nickel.[10]

In allen Pro- und Eukaryotischen Zellen ist Kobalt enthalten, wo es ein essen-
tieller Cofaktor einer Vielzahl von Proteinen[n], vor allem von Vitamin B12-
abhéngigen Enzymen[lz] oder Cobalbuminen!13], ist. Allerdings wirkt sich eine
Erhohung der Co(II)-Konzentration toxisch sowohl auf prokaryotische[m}, als

[15]

auch auf eukaryotische Zellen'*~! aus.

1.2.1 Kobaltstress

Die Stressreaktion auf Kobalt ist in Escherichia coli (E. coli) abhdngig von der Ko-
baltkonzentration im Medium. Wahrend Kobaltkonzentrationen bis zu 500 uM
keinen sichtbaren Effekt auf E. coli-Zellen zeigen, ist deren Wachstum bei tiber
1 mM Kobalt komplett blockiert.[16] Fiir andere Organismen, wie Salmonella
enterica, gentigt eine Kobaltkonzentration von 160 M, um das Zellwachstum

17)

komplett zu inhibieren.!' /] Bei Verwendung von Vollmedien, welche Hefeextrakt

oder Trypton enthalten, muss allerdings beachtet werden, dass die reale Kobalt-

konzentration von der Bioverfiigbarkeit abweichen kann. Dies ist vermutlich auf

die Bildung von Kobaltchelaten zuriickzufiihren.18)

Zur Vermeidung von Kobaltstress existieren verschieden Mechanismen zum
Binden und zum Export des Co(II). So wird in E. coli das rcnA-Gen bei Kobalt-

oder Nickelstress exprimiert. Es kodiert fiir ein in der Zellmembran verankertes

Polypeptid, welches Kobalt und Nickel aus der Zelle transportiert.[lg} In Sac-

charomyces cerevisiae wurde eine Induktion des Eisenregulons bei Kobaltsstress
beobachtet, vergleichbar mit der Reaktion auf Eisenmangel. Dabei wird, durch

die erhohte Aufnahme von Eisen und die damit verbundene hohe intrazelluldre

14, 20]

Eisenkonzentration, die Toxizitdt von Kobalt reduziert. Insgesamt zeigen

Transkriptomanalysen, dass sich die Zellen an hohe Kobaltkonzentrationen ad-

aptieren und gestorte Reaktionswege umgehen konnen.[21]
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Der Mechanismus, welcher hinter der Toxizitat von Kobalt steht, ist noch nicht
abschlieffend geklart. Aufgrund seiner Redoxeigenschaften ist Kobalt an der
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt und induziert so-

mit oxidativen Stress.[zz}

Auch eine Reduktion der Aufnahme von Schwefel
in die Zelle wird diskutiert.[1”] Weiter konnten Ranquet et al. zeigen, dass ein
Hauptaspekt des Kobaltstress in E. coli die Interaktion von Co?*-Ionen mit

Eisen-Schwefel-Proteinen ist. [14]

1.2.2 Einfluss von Kobaltstress auf Eisen-Schwefel-Proteine

Wie Eisen liegt Kobalt hauptsdchlich im Co(II)- oder Co(IlI)-Redox-Zustand
vor und zeigt eine hohe Affinitdt gegeniiber Schwefel.[21] Daher ist es nicht
uberraschend, dass dieses mit Eisen um die selben Bindestellen in Proteinen
konkurriert. Es kommt unter anderem zu einem Einbau eines [4Co-4S]-Clusters
in die E. coli Aconitat Hydratase B (AcnB) und damit zu einem Verlust an AcnB-
Aktivitat. Hohe intrazellularem Kobaltkonzentrationen in E. coli fithren demnach
zu einer Inhibierung von Eisen-Schwefel-Proteinen. 14

Das Kobalt kompetitiert ebenfalls mit dem Eisen um die Bindestellen der Protei-
ne der Eisen-Schwefel-Cluster-Biosynthesemaschinerie. Daher wird es bei hohen
Kobaltchlorid-Konzentrationen anstelle des Eisens in Eisen-Schwefel-Proteine
eingebaut. Dabei konnte gezeigt werden, dass die ,iron-sulfur cluster” (ISC)-
Assemblierungsmaschinerie sensitiver auf Kobaltchlorid reagiert, als das ,sulfur
fixation” (SUF)—System.[M] Auch in vitro sind die Gertistproteine IscU aus E. coli
und SufU aus Streptococcus mutans in der Lage, Co?"-Ionen im aktiven Zentrum
zu binden. 23! Dies fithrt dann zu einem signifikanten Verlust an Katalyseaktivi-
tit von bis zu 80 % bei verschiedenen Eisen-Schwefel-Proteinen.['4 171 Zy den
betroffenen Proteinen gehtren Enzyme des Citratzyklus, wie die AcnB, oder die
tRNA-modifizierende Methylthiotransferase MiaB. [14]
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1.2.3 Kobalt als artifizieller Katalysator

Neben den natiirlich vorkommenden Kobalt-haltigen Enzymen existiert
auch eine Vielzahl von artifiziellen katalytischen Kobaltkomplexen. Fiir die
Wasseroxidation wurde Co(Il) an der Oberfliche der metalloorganischen
Struktur NU-1000 gebunden, welches dann eine elektrokatalytische Aktivitat
zeigt.[24] Auch der mononuklearen Kobaltkomplex [Co(III)(DPK OH),|Cl zeigte
eine robuste Oxidationsaktivitit an Wasser.[2!

Die Forschung an strukturellen und elektrochemischen Analoga zu
[4Fe-4S]-Proteinen in Form von [4Fe-45-)Scs)3-L] (L=Aminosédure oder
Hydroxid / Wasser)[26}, tithrte Deng et al. auch zur Synthese von Co-
substituierten Varianten. Die Kobalt-Cluster sind 16slich und aktiv in
organischen Losungsmitteln und dabei beinahe isostrukturell zu den Eisen-
Clustern. Allerdings zeigten die Kobalt-Cluster grofiere Potentialdifferenzen,
wobei diese allerdings auch vom Liganden abhingig waren.[2”) Kubische
[4C0-40]-Cluster wurden ausgehend vom komplexen Cofactor des PSII
entwickelt. Diese konnten die Wasseroxidation katalysieren, was anhand von
Sauerstoffproduktion nachgewiesen wurde. [28]

Eine weitere Moglichkeit, artifizielle Kobalt-Katalysatoren zu generieren, ist der
Austausch von Metallionen in bekannten Geriistproteinen in vitro. So konnte
beim Zink-Protein Carboxypeptidases A die Aktivitdit um 100 % gesteigert
werden, indem das Zink- durch ein Kobaltion ersetzt wurde.[zg] Auch das
Eisen im Porphyrin von Hamproteinen kann durch andere Metallionen, wie
Kobalt ausgetauscht werden, um neue, nicht-biologische Katalysatoren zu

erhalten. [30]

Dabei ist es auch moglich, dieses in vivo wahrend der rekombinan-
ten Genexpression in E. coli zu inkorporieren. Dazu wurden die Zellen an ein
spezielles M9-Minimalmedium mit 150 uM CoCl, adaptiert und im Anschluss
die Genexpression induziert. Dies fiihrte zu einer Ausbeute von 92 % Co- und
8 % Fe-Porphyrin bei weiterhin bestehender Katalyseaktivitéit.[?’ 1

Auch das Eisen-Rubredoxin AlkG aus Pseudomonase putida (P. putida) GPol
(frther Pseudomonas oleovorans) kann in vitro in eine Kobaltform umgewandelt
werden. Dazu wurden harsche Bedingungen mit mehrmaliger Fallung mit

Trichloressigsdure, Solubilisierung in Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Puffer
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mit 60 mM B-Mercaptoethanol und Rekonstitution von etwa 250 yuM AIkG
mit Co(II) gewdhlt. Dies fiithrte zu einem Aktivitatsverlust von etwa 30 % im
Vergleich zum Wildtyp.[32] Eisen-Schwefel-Proteine, auch im Bezug auf den
Austausch des Eisens mit Kobalt, stehen im Fokus dieser Arbeit.

1.3 Eisen-Schwefel-Proteine

Eisen-Schwefel-Proteine gehoren zu den ersten Katalysatoren, welche sich in
der Natur entwickelt haben. Bei den hohen Temperaturen der Vulkanschlote
wihrend der Friihgeschichte der Erde war die Verfiigbarkeit von Eisen und
Schwefel sehr hoch, was die Entstehung von Eisen-Schwefel-Clustern forderte.
Auch heute noch ist Eisen das vierthdufigste Element auf der Erde, wobei es
meistens als Fe?"- oder Fe>-Ion vorliegt. Schwefel findet man mit Wertigkeiten
zwischen 2- und 6+, wobei es klein genug ist, dass seine nukleare Ladung keinen
allzu grofien Effekt auf den Cofaktor ausiibt, und grofs genug, um 3d-Orbitale
zu besetzen.[33]

In fast allen lebenden Organismen wurden Eisen-Schwefel-Proteine identi-
fiziert, wobei Grofle und Aufbau des Clusters in den Proteinen variieren

[33] Das erste isolierte Eisen-Schwefel-Proteine war 1960 ein mitochon-

konnen.
driales Membranprotein.[34} In den darauffolgenden Jahren wurden eine Viel-
zahl von kleinen, 16slichen Eisen-Schwefel-Proteinen, z.B. Ferredoxine32) ent-
deckt. In diesen wurden Eisen und anorganisches Schwefel als Bestandteil des
Cofaktors identifiziert.30)

Die Funktion vieler Proteine ist abhdngig von der Anwesenheit eines Cofaktors.
Dabei sind, aufgrund ihrer grofien strukturellen Flexibilitdt und chemischen Re-
aktivitdt, Eisen-Schwefel-Cluster eine der hdufigsten Cofaktoren in Proteinen. Sie
sind an unzédhligen Redox- und nicht-Redoxreaktionen beteiligt. Dabei transpor-
tieren sie Elektronen oder katalysieren eine Vielzahl von essentiellen zelluldren
Prozessen, wie der Regulation der Genexpression, der DNA-Replikation oder

(33, 37--39]

der Atmungskette. In anderen Eisen-Schwefel-Proteinen stabilisiert

das Cluster die katalytisch aktive dreidimensionale Strukur(40 oder schiitzt



1.3. Eisen-Schwefel-Proteine

es vor Degradation durch intrazellulédre Proteasen41). Eisen-Schwefel-Cluster
haben eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber Sauerstoff 42/, doch kann das Prote-
ingeriist, besonders in thermostabilen Proteinen, ihre Stabilitét erhohen. [43]

Charakterisiert wurden Eisen-Schwefel-Proteine mittels verschiedener Metho-
den, wie spektroskopischer Techniken, Studien der chemischen und magneti-

36, 44——46] Dapei unter-

schen Eigenschaften oder der Rontgenstrukturanalyse.|
scheiden sich die Proteine auch in Aufbau und Struktur des Eisen-Schwefel-

Clusters.

1.3.1 Struktur von Eisen-Schwefel-Clustern

Eisen-Schwefel-Cluster existieren in vielen verschiedenen Geometrien (vgl.
Abb. 1.1). Die [1Fe]-Cluster sind die einfachste Variante der Eisen-Schwefel

47] Am hédufigsten aber kommen die rhombischen [2Fe-2S]- und die

Proteine.
kubischen [4Fe-4S]-Cluster vor, welche, auch iiber synthetischen Analoga, gut
untersucht sind. 48] Weniger hdufig findet man die [3Fe-4S]-Cluster, deren
biologische Funktion noch nicht vollstindig geklart ist. Allerdings haben
Studien gezeigt, dass diese Elektronen transportieren und andere zweiwertige

Metallionen, wie Mn-, Ni-, Cd-, Cu-, Tl- oder Co-Ionen binden kdnnen. [33]

Cys
Cys cys ©¥s . /-S—_S Fe
Cysy,, / Cys Cys ~_S—_Fe | |
o NI o—|ro-| 4
Cys \ Fe ‘Fe Cys—|-Fe—s S Fe
Cys Cys/ \S/ \Cys s’ Cys
[1Fe]-Cluster [2Fe-2S]-Cluster [3Fe-4S]-Cluster [4Fe-4S]-Cluster

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau von Eisen-Schwefel-Clustern. Das einfachs-
te Cluster ist das [1Fe]-Cluster der Rubredoxine, wahrend die haufigsten Cluster
rhombische [2Fe-2S]-Cluster und kubische [4Fe-4S]-Cluster sind. Das [3Fe-4S]-Cluster
entsteht hdufig durch den Zerfall des [4Fe-4S]-Clusters. Gebunden werden die Eisen-
Schwefel-Cluster meist tiber Cysteinreste. (nach [33, 47])

Es existieren auch komplexere Cluster mit hoherer Nuklearitdt, wobei diese meist

Kombinationen oder Modifikationen der rhombischen und kubischen Cluster
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sind.[49] Auch andere Metalle als Eisen, wie Nickel oder Molybdén, konnen Teil
der natiirlichen Cluster sein.®0 91]

Im Holoprotein wird das Eisen-Schwefel-Cluster iiber das Eisen meist an Schwe-
felatome von Cysteinresten, aber in manchen Fillen auch an Stickstoffatome
von Histidinen und Argininen oder iiber Sauerstoffatome an Serinen und As-
partaten gebunden.[52} Auch eine Koordination iiber exogene Liganden wie
Wasser, diverse Substrate und andere Cofaktoren wurde beobachtet.[37} Die
Eisen-Schwefel-Cluster werden meist nicht in den Zielproteinen, sondern tiber

spezielle Assemblierungsmaschinerien in Geriistproteinen gebildet.

1.3.1.1 Assemblierung der Eisen-Schwefel-Cluster

Zur Assemblierung der Eisen-Schwefel-Cluster werden Eisenionen (je nach
Clustertyp Fe?*- oder Fe*>*-Ionen) und anorganischem Sulfid-Anionen (S*>~) zu-
sammengefiigt. Dabei entsteht zunédchst ein rhombisches [2Fe-2S]-Cluster. Zwei
dieser Cluster konnen zu einem kubisches [4Fe-4S]-Cluster zusammengesetzt
werden, welches im Anschluss modifiziert werden kann. 33!

Die in vivo-Biosynthese dieser Cluster und deren Transport in das Apoprote-
in sind streng reguliert. In Pro- und Eukaryoten existieren verschiedene As-
semblierungsmaschinerien, welche jeweils in einem Operon organisiert sind
(vgl. Abb. 1.2[A]) und sich in ihren Akteuren und im Funktionsprinzip dhneln
(vgl. Abb. 1.2[B]).3] Die Anzahl und Zusammenstellung der verschiedenen

[54--56] In Bakterien

Systeme variiert zwischen verschiedenen Organismen.
sind drei verschiedene Assemblierungsmaschinerien bekannt.®”] Dabei ist das
ISC-Assemblierungssystem der am hadufigsten genutzte Biosyntheseweg. Das
SUF-System ist hauptsachlich unter Stressbedingungen, wie oxidativem Stress
oder Eisenmangel, aktiv. (54,56, 58

Bei diazitrophen Bakterien findet man zusatzlich die ,nitrogen fixation” (NIF)-
Maschinerie. Diese ist an der Reifung des Cofaktors von Nitrogenasen betei-
ligt, welche es dem Bakterium ermdoglichen, Stickstoff aus der Umgebung zu
fixieren, 97, 59 Eukaryoten besitzen neben der ISC-Maschinerie in den Mitochon-

drien noch die ,cytosolic iron sulfur protein assembly* (CIA)-Maschinerie. 8]
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A
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k4
Chaperone
S IS H » HscA/B
. @@
Cys Ala CyaY Fdx

Cysteindesulfurase IscA Geriistprotein [4Fe-4S]-Protein
IscX

Abbildung 1.2: Die ISC-Assemblierungs Maschinerie fiir Eisen-Schwefel Cluster.
Die Biosynthese der Cluster funktionieren in allen Organismen nach dem selben
Prinzip. [A]: Wie im ISC-Operon sind die beteiligten Proteine in einer Funktionsein-
heit organisiert. Dazu gehoren die Gene des Regulators IscR, der Cysteindesulferase
IscS, des Geriistproteins IscU, des Tragerproteins potentiellen Eisenlieferanten Is-
cA, d34 Chaperone HscA und HscB und des Eisentransportproteins Fdx. [B]: Im
Gertistprotein wird ein Schwefel von einer Cysteindesulferase und Eisen zu einem
[2Fe-2S]-Cluster kombiniert. Aus Kombination von zwei [2Fe-25]-Clustern kann ein
[4Fe-4S]-Cluster entstehen, welches auf ein Apoprotein tibertragen werden kann.
Die Eisenquelle und die Rolle weiterer Transferproteine ist noch nicht abschlieffend
geklart.(nach [53])
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Als Schwefelquelle dient L-Cystein, von welchem eine Cysteindesulferase (IscS,
SufSE bzw. NifS) ein Schwefel isoliert. Am Cofaktor Pyridoxalphosphat wird
das L-Cystein dazu in Cysteinyl-Persulfat umgewandelt und das Schwefel auf
ein Gertistprotein (IscU, SufB bzw. NifS) transferiert. Zusitzlich wird Eisen von
einer Eisenquelle auf das Gertistprotein tibertragen. Der Mechanismus der Addi-
tion des Eisens ist bisher nicht eindeutig gekldrt. Da freies Eisen toxisch auf die
Zelle wirkt, ist ein Eisendonor nétig, als welcher CyaY, IscX oder IscA diskutiert
werden. (60, 61]

Zur Bildung eines Eisen-Schwefel-Clusters aus S(0) und Fe(II) muss das
Schwefel reduziert werden. Dazu stellt vermutlich Ferredoxin Elektronen zur
Verfﬁgung.[62} Nach der Reduktion wird ein [2Fe-2S]-Cluster gebildet. Fiir ein
[4Fe-4S]-Cluster werden im Anschluss zwei Gertistproteine mit jeweils einem
[2Fe-2S]-Cluster kombiniert.®3 03] Im finalen Schritt wird das Cluster auf eine
Apoprotein iibertragen, wobei Energie-abhédngige Proteine (HscAB,SufCD) und
Eisen-Schwefel-Tragerproteine (z.B. IscA oder SufA) beteiligt sein konnen. Auf
diese Weise wird gewdhrleistet, dass eine Vielzahl verschiedener Apoproteine
mit Eisen-Schwefel-Clustern beladen werden konnen. >3

Fur diese Arbeit sind [1Fe]-Rubredoxinen, kubischen [4Fe-4S]-Proteinen und
Hydrogenasen von Bedeutung. Daher werden diese im folgenden genauer be-
schrieben. Da Rubredoxine kein Schwefelatom enthalten, gehoren diese eigent-
lich nicht zur Gruppe der Eisen-Schwefel-Proteine. Aufgrund der identischen
Koordination und Geometrie der Cluster werden Rubredoxin hdufig dennoch
den Eisen-Schwefel-Proteinen zugeordnet und dienen als Modellprotein. 33] Im
Rahmen dieser Arbeit soll ein besseres Verstandnis fiir die Rolle der Rubredoxine

aus P. putida gewonnen werden.

1.3.2 [1Fe]-Cluster der Rubredoxine

Mit einem [1Fe]-Cluster als Cofaktor sind die Rubredoxine die einfachste Varian-
te der Eisen-Schwefel-Proteine. Sie wurden zum ersten mal 1965 von Lovenberg
beschrieben. [47] Charakterisiert werden diese durch eine mononukleare Eisenbin-

destelle, in welcher das Metallion iiber die Thiolgruppen von vier Cysteinresten



1.3. Eisen-Schwefel-Proteine

11

in einer tetraedrischen Geometrie koordiniert ist.[64]

Mit 45 bis 54 Aminosdurresten haben Rubredoxine meist ein Molekulargewicht
von 5 bis 6 kDa. In der Aminosduresequenz ist zweimal die Konsensussequenz
C-x-y-C-G enthalten, wobei die beiden Cysteinreste Liganden des Eisenions
sind.[0%] Rubredoxine dienen als Elektronentransporter in der Zelle.#7] 5o ist
das P. putida GPol Rubredoxin AIkG als Elektronentransporter an der Hydroxy-

lierung von Alkanen beteiligt.[66}

1.3.2.1 Rubredoxine von P. putida GPol

Die an der Alkandegradation beteiligten sogenannten alk-Gene sind in P. pu-
tida GPol in zwei Clustern (alkBFGHJKL und alkST) hintereinander auf dem
OCT-Plasmid codiert. Da der G/C-Gehalt dieser Gene geringer ist, als der des
Stammes wird angenommen, dass die Cluster ein 55 kb langes, mobiles Element
bilden. 67, 68]

Teil diesen Operons sind die Gene der Rubredoxine AIkG und AIKFE. Das AIkG ist
das einzige bekannte Rubredoxin mit zwei Eisenbindestellen. Es besteht aus einer
N- (AIkG-NT) und einer C-terminalen Rubredoxindomane mit einem etwa 70
Aminosédure-langem Linker zwischen den Dominen. 0% Mit 19 kDa ist es mehr

als dreimal so grofs wie andere Rubredoxine.”0)

Analysen mittels Kernspinreso-
nanzspektroskopie und Rontgenstreuung haben gezeigt, dass beide Doménen
eine globuldre Form aufweisen und der Linker diese getrennt in Losung halt.
Da die Linkerregion nicht komplett mobil ist, konnen sich die beiden Doménen

[70]

allerdings nicht unabhédngig voneinander bewegen.!” ! Das zweite Rubredoxin

aus P. putida AIKF ist 5,7 kDa grofs und besteht nur aus einer Rubredoxindoméne.
Seine Funktion ist noch nicht abschliefsend geklért. 7]
Die Struktur der Rubredoxine wurde intensiv mittels Rontgenstrukturanalyse

sl72] (D. desulfuricans) und Pyrococcus furio-

(z.B. von Desulfovibrio desulfurican
sus[73]) und Kernspinresonanz (NMR)-Spektroskopie (z.B. von Desulfovibrio
vulgaris[m} und Clostridium pasteurianum[75}) untersucht. Auch von der Cd-
substituierten C-terminalen Doméne des AlkG wurde die Struktur mittel NMR

aufgeklart. (vgl. Abb. 1.3).170]
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Abbildung 1.3: Strukturmodell des C-terminalen Dominde des P. putida Rubre-
doxins AlkG. Die Struktur der Cadmium-substituierten Domé&ne wurde mittels
Fliissig-NMR-Spektroskopie bestimmt (PDB-ID: 1524). Das AlkG-CT ist insgesamt
relativ ungeordnet und besteht aus drei B-Strangen, einer kurzen a-Helix und engen
Turns. In der Metallbindestelle ist ein Cd?*-Ion an vier Cysteinresten gebunden.
(nach [70])

Dieses nimmt dieselbe Konformation ein, unabhéngig davon, ob es als freie
Doméne oder gebunden an den N-Terminus Vorliegt.[%] Das Strukturmodell
enthdlt eine kurze a-Helix und ein dreistrangiges antiparalleles p-Faltblatt
mit engen Turns, was einer grofien Homologie zu anderen publizierten
Rubredoxinstrukturen entspricht. Ein Teil des Aminosaurelinkers ist nur gering
strukturiert. Wie die meisten Rubredoxine bindet der C-Terminus des AlIkG
das Eisen iiber die fiir Rubredoxine typischen Bindemotive Cys-X-X-Cys-Gly.
Im Gegensatz dazu ist beim AIkG-NT das Glycin im ersten Motiv durch ein
Asparagin und im zweiten Motiv durch ein Alanin ausgetauscht. [76]

Zundchst wurde angenommen, dass die zweite Doméne das AlkG durch eine
Genduplikation entstanden ist”1) und kein Unterschied zwischen den beiden
Dominen besteht/32], Doch haben funktionelle und Sequenzanalysen gezeigt,
dass beide Doménen zu unterschiedlichen Rubredoxintypen geh('jren.[77].
Wihrend die AIkG1-Typ Rubredoxine, zu denen die N-terminale Doméne des

AIKG gehort, einen hohen Konservierungsgrad zeigen, gibt es signifikante
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Unterschiede zu den AlkG2-Typ Rubredoxinen, wie dem AlkG-CT. Daher kann
angenommen werden, dass das komplette Konstrukt des AIkG kein Produkt
einer Genduplikation ist. [77]

Ein weiterer Hinweis darauf, dass die beiden Doménen nicht d4quivalent sind,
ist, dass die native Form des AIkG mit nur einem Eisen gebunden isoliert

71] und die N-terminale Doméne nach der Isolierung farblos ist76l. Auch

wird
bei Untersuchungen mittel NMR an Cd-substituierten AIkG zeigte sich ein
Unterschied in den Bindungsstdrken der beiden Doméanen anhand verschiedener
Cd-Resonanzen.”1] So findet beim AIKG-NT ein schnellerer Austausch des
Metallions in der Bindestelle statt, was fiir eine weniger feste Bindung des
Metallions spricht. 76]

Studien haben gezeigt, dass sowohl die [1Fe]-, als auch die [2Fe]-Form des AlkG
in der Lage sind, Elektronen von einer Ferredoxinreduktase auf Cytochrom C zu
tibertragen. Die [2Fe]-Form zeigte eine doppelt so hohe Aktivitat.”1) Auch der
Elektronentransport von der P. putida GPol Rubredoxinreduktase AIKT zu AlkG,
sowohl in der [1Fe]- also auch in der [2Fe]-Form, konnte von Lee et al. (1998)
nachgewiesen und die Kinetik untersucht werden. An der Bindung des AlkG
an das AIKT ist die N-terminale Doméne des AlkG nicht beteiligt. Aufgrund
von kleinen strukturellen Verdanderungen oder lokalen Effekten am Flavin des
AIKT kommt es zu einer Verschiebung im Elektronenabsorptionsspektrum,
worauf eine einschrittige Katalyse folgt. Dabei wird das AIKT zu einem AlkT-
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD)"-Konstrukt reduziert und ein Elektron
auf die C-terminale Doméne des AIKG tibertragen. Dieses kann daraufhin
vermutlich auf die N-terminale Doméne iibertragen werden, woraufhin eine
weitere Reduktion des AIkG erfolgen kann. 78]

Auch die N-terminale Doméne alleine ist in der Lage, Elektronen vom AlkT
auf Cytochrom C zu ﬁbertragen.[%] Allerdings blieb bei der Bindung des
AlkG-NT, im Gegensatz zur Bindung die C-terminale Domdéne, ein Quenchen
der FAD-Fluoreszenz im AIKT aus. Weiter gibt es Hinweise darauf, dass das
AlkG-NT das AIKT destabilisiert. Auch die ermittelten kinetischen Parameter
deuten auf einen Unterschied in der Bindung der beiden Doménen an die
Reduktase hin.[”0) Das hierbei verwendeten Konstrukt, welches durch gezielter

Proteolyse des Volllingenkonstrukt entstand, zeigte eine Halbwertzeit von nur
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5 h bei 20 °C[76], welche durch Zugabe von Glycerin nur auf 17 h verlangert
werden konntel”0].

Ein weiterer sequenzbezogener Unterschied zwischen des beiden Domé&nen
des AIKG ist ein Arginin nach dem zweiten Bindemotiv des AIKG-NT. In
Mutagenesestudien konnte gezeigt werden, dass dieses den in vivo-Transfer
von Elektronen auf Alkanhydroxylasen inhibiert, was eventuell auf einer

t.177]

sterischen Inhibierung beruh Insgesamt bleibt die Rolle der beiden

Rubredoxin-Doménen in der Alkanhydroxylierung allerdings unklar.

1.3.2.2 Alkanhydroxylierung

Gesittigte Kohlenwasserstoffe gehoren zu den hdufigsten natiirlich vorkom-

[79] Sie machen bis zu 50 % des Rohdls aus.[SO]

menden organischen Molekiilen.
Allerdings gehoren Alkane zu den am schwierigsten zu funktionalisierenden
Molekiilen, speziell wenn diese Funktionalisierung kontrolliert und bei nied-

rigen Temperaturen stattfinden solL.l7?)

Dagegen haben lineare Alkohole und
Sduren ein hohes Potential in der chemischen Industrie. Daher wire es erstre-
benswert, Alkane in diese hoherwertige Komponenten umzuwandeln, um diese
als reaktive Chemikalien oder als synthetischen Kraftstoff einsetzen zu kon-
nen. Das Einfiigen von molekularem Sauerstoff an wenig reaktive terminale
Methylgruppen ist allerdings eine schwierig zu katalysierende Reaktion. Aus
diesem Grund ist die Entwicklung von neuen selektiven Katalysatoren fiir die
Oxidierung von terminalen Methylgruppen von grofiem Interesse.[2: 81]

Viele Bakterienstimme, wie zum Beispiel P. putida GPol, sind in der Lage, die
Alkane im Rohol als Kohlenstoffquelle zu verwerten.”7 82] Je nach Organis-
mus verwerten diese kurzkettige (C-Cy4), mittelkettige (C5-Cy1) und langkettige
(> Cqp) Alkane, welche sie durch aerobe oder anaerobe Oxidation umsetzen. Bei
der aeroben Oxidation {iberwinden die Enzyme das geringe Reaktionspotential

180, 83]

der Alkane iiber die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. Am weitesten

verbreitet sind dabei die nicht-Héim-Eisen-Monooxygenasen[80], wie die Alkan-
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monooxygenase AlkB, ein integrale [2Fe]-Membranprotein aus P. putida. Dieses

katalysiert die Hydroxylierung nach folgender Reaktionsgleichung[%' 84|

R-CH; + NADH + H" + O, = R-CH,OH + NAD" + H,0O (1.1)

Der primére Alkohol kann dann zu einem Aldehyd oxidiert werden, welcher im
Anschluss in eine Fettsdure umgewandelt wird. Im weiteren Stoffwechsel wird
dieses dann zu Acetyl-CoA verwertet.80)

An der Alkanhydroxylierung ist ein Dreikomponentensystem beteiligt (vgl.
Abb. 1.4).184] Elektronen werden von der NADH-abhingigen, cytoplasmati-
schen Reduktase (AIKT bei P. putida GPol) auf das Rubredoxin (AlkG oder
AIKF bei P. putida GPol) iibertragen. Dieses transferiert die Elektronen zum
aktiven Zentrum der Alkanmonooxygenase (AlkB bei P. putida GPol).[66] In
manchen Organismen liegen die Alkanmonooxygenase und das Rubredoxin als

Fusionsprotein vor. [85]

A AuBen
 AIkB

SEL LSS e XL
/ A Innen
7

AkT 7
FAD
NADH — " "—> NAD" + H*

Abbildung 1.4: Die Elektronentransportkette der Alkanhydroxlierung. Die Elek-
tronen werden von der NADH-abhédngigen Reduktase AIKT auf ein Fe-Rubredoxin

(Rxn) tibertragen, welches diese zur Alkanmonooxygenase AlkB transportiert. (nach
[67, 84])

Den Elektronentransportprozess von AIKT iiber ein Rubredoxin zum AlkB zu
verstehen, wire ein grofSer Schritt zur Anwendung dieses Systems fiir potentielle
biotechnologische Anwendungen. Zur Charakterisierung des daran beteiligten
Rubredoxins ist die Substitution des Metall-Cofaktors ein vielfach eingesetztes
Mittel.
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1.3.2.3 Substitution des Metall-Cofaktors

Aufgrund ihrer geringen Grofle, ihrer Loslichkeit und ihrer einfachen Expression
werden Rubredoxine hdufig als Modellprotein genutzt. Besonders gut eignen sie
sich, um Studien zum Austausch des natiirlichen Metallions in Eisen-Schwefel-
Proteinen durchzufiihren. So wurde das Eisen in verschiedenen Rubredoxinen
schon durch Co, Ni, Zn, Ga, Cd und Hg ersetzt.[32, 45, 64,71, 86, 87]

Eine der ersten berichteten Metallsubstitutionen in Eisen-Schwefel-Proteinen
mittels chemischer Rekonstitution war das AlkG aus P. putida GPol. Dort wurde
das Eisen durch Co(Il) substituiert, wobei die Autoren keine Hinweise dafiir
feststellen konnten, dass die beiden Eisenbindestellen nicht dquivalent sind. 132!
Durch Bindung von Nickel in das aktive Zentrum des D. desulfuricans Rubredo-
xins entstand so ein minimalistisches Modellprotein fiir [Ni-Fe]-Hydrogenasen.
Dieses war, im Gegensatz zu den Hydrogenasen, chemisch und thermisch stabil,

88] Demnach ist der Aus-

einfach zu exprimieren und leichter zu modulieren.
tausch des Metallcofaktors in Rubredoxinen moglich und kann auch zum Syn-
thetisieren von Modellproteinen und zur Charakterisierung der Eisen-Schwefel-

Proteine eingesetzt werden.

1.3.3 [4Fe-4S]-Proteine

Proteine mit einem kubischen [4Fe-4S]-Cluster weisen meist ein CxxCxxCx,,C-
Bindemotiv auf, bei welchem drei der Cysteinreste nur durch ein bis drei Ami-
nosduren getrennt sind. Das vierte Cystein liegt weiter davon entfernt in der
Sequenz. Ansonsten unterscheiden sie sich stark in ihrer dreidemensionalen
Struktur. 8]

Abweichend dazu ist bei einem Teil der [4Fe-4S]-Proteine das Cluster nur iiber
drei Cysteinreste an das Protein gebunden. Das vierte Eisen steht als freie Ko-
ordinationsstelle fiir die enzymatische Katalyse zur Verfiigung. Diese Variante
der [4Fe-4S]-Proteine wird in dieser Arbeit als Geriistproteine eingesetzt. Dazu
gehoren unter anderem die E. coli Chinolinsduresynthase A (NadA), die E. coli
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4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyldiphosphatreduktase (IspH, friiher: LytB) und

die Aconiat-Hydratasen (Aconitasen). 90--92]

1.3.3.1 Aconitat-Hydratase

Die Aconitase ist ein monomeres Eisen-Schwefel-Protein des Citratzyklus. Es
katalysiert die reversible nicht-redox Isomerisierung von Citrat und Isocitrat
(vgl. Abb. 1.5). Im aktiven Zentrum ist ein [4Fe-4S]-Cluster an drei Cysteinreste

gebunden, wobei die Katalyse an einem spezifischen Eisen mit einer freier

Koordinationsstelle stattfindet. 93!
(|:oo' TOO (|:oo
CH, RO ey, H0 CH,
Ho—(|:—coo é (|:—coo' ‘L——‘ H—(l:—coo
H—C—H <|:|—H HO—C—H
loo‘ loo’ Ccoo~

Citrat Cis-Aconitat Isocitrat

Abbildung 1.5: Katalyse der Aconitat-Hydratasen. Im Citratuyklus wird die Iso-
merisierung von Citrat zu Isocitrat tiber Cis-Aconitat von der Aconitat-Hydratase
katalysiert.

In E. coli gibt es zwei verschiedene Aconitasen. Die Aconitase A (AcnA) wird

durch Stress induziert, widhrend die AcnB das Hauptenzym des Citratzyklus

ist. 74 Durch die oxidative Abspaltung eines Eisens kann die AcnB in seine

inaktive [3Fe-4S]-Form umgewandelt werden. 93]

Die Struktur dieses Enzyms
wurde von Williams et al. (2002) mittels Rontgenstrukturanalyse gelést[gl} (vgl.
Abb. 1.6.

Die AcnB besteht aus funf Doméinen.[glf 93]

Vier davon sind analog zu den
Doménen der mitochondrialen Aconitasen, wobei diese in der Reihenfolge 5-4-1-
2-3 im Vergleich zu 1-2-3-Linker-4 neu arrangiert wurden.?¢! Die fiinfte Doméine

91, 95] Diese dienen der

kann als ,HEAT-like”-Domine charakterisiert werden.!
Interaktion mit anderen Proteinen, indem sie den Interaktionspartner direkt vor
dem Tunnel positionieren, welcher zum aktiven Zentrum fiihrt. So konnte das

Substrat Citrat direkt von der Citratsynthase zum aktiven Zentrum der AcnB
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A [4Fe-4S]

N- IS S C

HEAT-like

Abbildung 1.6: Die Aconitase B (AcnB) aus E. coli. [A] Schematische Aufbau der
AcnB. Sie besteht aus fiinf Domé&nen, wobei das [4Fe-4S]-Cluster iiber Aminosauren
der Doméne 1 gebunden ist. [B] Dreidimensionale Struktur der AcnB mit einem
[3Fe-4S]-Cluster und einem Aconitation im aktiven Zentrum. Ein hydrophiler Tunnel
fithrt von der Enzymoberfldche zum Cluster. Die Struktur wurde mittels Rontgen-
strukturanalyse bei einer Auflosung von 2,4 A gelost. (nach [91])
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transportiert werden. Auch die Bildung von grofien Proteinkomplexen fiir eine
effizientere Katalyse wire dariiber méglich.[gl}

Der Substrattunnel ist etwa 26 A lang, 5 Abis 10 A breit und hydrophil. Das
Citrat wird an dessen Ende von Argininen und Serinen am [4Fe-4S]-Cluster
komplexiert, wo es zu Isocitrat umgewandelt wird. 01, 93]

Die Bildung der katalytisch aktiven Homodimere findet iiber die N-terminale
Region der AcnB statt und ist abhdngig von der Eisenverfﬁgbargeit.[gﬂ Bei
Verfiigbarkeit von Eisen liegt das AcnB hauptsédchlich in der Holoform vor und
nimmt an der Katalyse des Citratzyklus teil. Unter Eisenmangel oder unter
oxidativem Stress {ibernimmt das Apoprotein eine weitere Funktion. Es fungiert
als Regulator fiir die Genexpression, indem es an die mRNA binden, um deren
Stabilitdt zu erhohen oder deren Translation zu verhindern. Daher gehoren die
Aconitasen zur Gruppe der ,iron-responsive element binding proteins” (IRE-
Bp).[98--100]

Wie auch bei der Dimerisierung findet die Interaktion mit der mRNA {iber
die Doménen 4 und 5 statt. Auch der regulatorische Eisensensor liegt in der

[97]. In den Aconitasen sind fiir die Interaktionen

N-terminale Region der AcnB.
verschiedene Aminosdurereste in den Domanen konserviert.[gl] Dies lasst auf

eine mogliche weitere Bindestelle fiir Fe(Il) im Protein schliefen.97]

1.3.3.2 Chinolinsduresynthase

Auch an der Biosynthese des ubiquitdren Cofaktors NAD ist ein Eisen-Schwefel-
Protein, die E. coli NadA beteiligt. NadA katalysiert, gemeinsam mit der
L-Aspartatoxidase (NadB), die Synthese von Chinolinsdure aus L-Aspartat und
Dihydroxyacetonphosphat (vgl. Abb. 1.7).101,102]

NadA enthilt ein sauerstoffsensitives [4Fe-4S]-Cluster, welches essentiell fiir
seine Funktion ist.[103, 104] Vergleichbar zur AcnB ist das [4Fe-4S]-Cluster an
nur drei Cysteinresten im aktiven Zentrum komplexiert.[loa Das Cluster dient
als Lewissdure und katalysiert die Dehydrierung des Substrats.[?V]

Die Struktur verschiedener Chinolinsduresynthasen wurde mittels Rontgenstruk-

106] 107),

turanalyse (z.B. aus Pyrococcus horikoshiil oder Thermotoga maritimal
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Abbildung 1.7: Katalyse der Chinolinsduresynthase A. Zur Synthese von Chinolin-
sdure wird zundchst L-Aspartat durch NadB oxidiert, woraufhin das Produkt durch
NadA mit Dihydroxyacetonphosphat zu Chinolinsdure umgesetzt wird.

aufgeklart. Diese bestehen aus drei Doméanen, zwischen welchen ein langer
Tunnel von der Proteinoberflache zum [4Fe-4S]-Cluster liegt. Dieser kann durch
Bindung eines Substrats in seiner Grofle verdndert oder auch ganz verschlossen

werden.[l%' 107)

1.3.3.3 4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyldiphosphatreduktase

Die IspH katalysiert im Rahmen der Isoprenoid-Biosynthese die Umwandlung
von (E)-4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyldiphosphat zu Isopentenyldiphosphat
und Dimethylallyldiphosphat (vgl. Abb. 1.8). Dies geschieht mittels Protonen-
gekoppelten Transfer von zwei Elektronen mit gleichzeitigem Entzug eines

108,109] Eine weitere 2H,/2e~-Reduktion, welche von der IspH

Sauerstoffs.|
katalysiert werden kann, ist die Biosynthese von Aldehyden und Ketonen durch

die Addition von Wasser an Acetylengruppen.[gz}
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Isopentenyldiphosphat
HO. PP,
N o o 7T> +
(E)-4-Hydroxy-3-methylbut- W e H,0 )\/\
PP;

2-enyldiphosphat
2e

Dimethylallyldiphosphat

Abbildung 1.8: Katalyse der IspH. Die IspH katalysiert die Umsetzung von zwei
Molekiilen (E)-4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyldiphosphat zu Isopentenyldiphosphat
und Dimethylallyldiphosphat.

Der Aufbau der E. coli IspH wurde bereits im Komplex mit verschiedenen
Inhibitoren mittels Rontgenstrukturanalyse und Elektronenspinresonanz (EPR)-
Spektroskopie charakterisiert. 9% 110--113] Aych die IspH gehort zu den Eisen-
Schwefel-Proteinen, bei welchem das tetraedrische Cluster {iber drei Cysteinreste
an das Protein gebunden ist. Die freie Koordinationsstelle dient zur Bindung
des Substrats oder der entsprechenden Inhibitoren. Das Enzym besteht aus
drei Doménen, in deren Zentrum das Eisen-Schwefel-Cluster gebunden ist. Das
aktive Zentrum kann vermutlich durch Bewegung der Domédnen D1 und D2

geoffnet oder geschlossen werden.110)

1.3.4 Hydrogenasen

Eine weitere Klasse der Eisen-Schwefel-Proteine ist die der Hydrogenasen.
Sie katalysieren hoch effizient die reversible Umwandlung von moleku-
larem Wasserstoff in zwei Protonen und zwei Elektronen nach folgender

Reaktionsgleichung[1 14,

Hy, =2H" +2e” (1.2)

Anhand der Zusammensetzung des Metall-Cofaktors konnen die Hydrogen-
asen in drei Klassen eingeteilt werden, die [Fe]-, die [NiFe] und die [FeFe]-
Hydrogenasen. Sie katalysieren die Wasserstoff-basierte Atmung in Archaea,

Bakterien und wenigen Eukaryoten.[1144
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1.3.4.1 Cofaktoren in Hydrogenasen

Die Cofaktoren der Hydrogenasen setzen sich aus in der Erdkruste hadufig vor-
kommenden Metallionen zusammen. Anhand dieser konnen sie in drei Gruppen
eingeteilt werden (vgl. Abb. 1.9): Die [Fe]-Hydrogenasen enthalten neben Car-
bonyl (CO)-Liganden ein Eisenatom in einer ungewdhnlichen Koordination.
Die [NiFe]- und [FeFe]-Hydrogenase besitzen neben kubischen [4Fe-4S]- Clus-

ter ein zweikerniges Metallzentrum. Dieses ist tiber kleine anorganische CO-

und Cyanid (CN)-, sowie Schwefel-haltige Liganden komplexiert, wobei die
114

Koordinationsstelle an einem der Metallionen frei bleibt.!

Cys (|3ys C|ys
HN |
S,
S/// S\\/ //’S\ /CO
&, [FesS, ] Ni Fel.,,
o %, 7
Fé’a~'Fe/ T( \X/ \Cl/\lCN
NC\\\‘l \ / llI[I//CO
ocC cO \CN Cys
[FeFel]-Hydrogenase [NiFe]-Hydrogenase [Fe]-Hydrogenase

Abbildung 1.9: Schematischer Aufbau der aktiven Zentren der Hydrogenasen.
Der Cofaktor der [FeFe]-Hydrogenasen besteht aus einem zweikernigen Fe-Zentrum
mit organischen Liganden und einem kubischen Eisen-Schwefel-Cluster. Bei den
[NiFe]-Hydrogenasen setzt sich das zweiwertige Metalzentrum aus Nickel, Eisen
und organischen Liganden zusammen. Im aktiven Zentrum der [Fe]-Hydrogenasen
wiederum ist das Eisen in einer seltenen Koordination an Carbonyl-Liganden kom-
plexiert. (nach [114])

Die [FeFe]-Hydrogenasen, welche als einziges Ubergangsmetall Eisen enthal-
ten, zeigen die hochste katalytische Aktivitdt aller Hydrogenasen, aber auch
die grofite Sauerstoff-Sensitivitat.1 12 116] Der Cofaktor im aktiven Zentrum

[115, 117] Er setzt sich

der [FeFe]-Hydrogenasen wird auch H-Cluster genannt.
zusammen aus einem kubisches [4Fe-4S]-Cluster, welches an drei Cysteinreste
des Proteins gebunden wird, wihrend es iiber ein viertes Cystein mit einem

speziellen [2Fe]-Cluster verbunden ist. Der Abstand der beiden Cluster betragt
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etwa 4 A, was einen Elektronentransport vom [4Fe-4S]-Cluster zum [2Fe]-Cluster
ermoglicht, an welchem die katalytische Reaktion stattfindet (vgl. Abb. 1.9).
Das [2Fe]-Cluster besteht aus einem proximalen (Fe,) und distalen Eisen (Fe;) in
Bezug auf das [4Fe-4S]-Cluster. Daran koordiniert sind jeweils ein terminaler CN-
und ein terminaler CO-Ligand. Weiter enthilt das Cluster einen tiberbriicken-
den Azapropan-1,3-dithiolat (ADT)- und einem tiberbriickendem CO-Liganden
zwischen den beiden Eisen. Diese stabilisieren das Cluster. Wahrend das Fe,
kovalent tiber den Cysteinanker an das [4Fe-4S]-Cluster gebunden ist, befindet
sich am Fe; eine freie Koordinationsstelle.[114 117, 118]

Die Effekte und Eigenschaften der hoch konservierten, koordinierenden Amino-
sdurereste im aktiven Zentrum der [FeFe]-Hydrogenasen zu entschliisseln, ist ein
wichtiger Schritt zur industriellen Nutzung der katalytischen Eigenschaften zur
Wasserstoffproduktion. Die Liganden im Bereich des aktiven Zentrums spielen
eine grofie Rolle in der strukturellen Stabilitat und der katalytischen Aktivitat des
Clusters. So wurde fiir die [FeFe]-Hydrogenase aus Clostridium pasteurianum und
aus Chlamydomonas reinhardtii nachgewiesen, dass beteiligte Aminosdurereste

iiber Wasserstoftbriickenbindungen in CN-Gruppen in der trans-Konfiguration
[119--121]

122)

halten und die Bildung der freien Koordinationsstelle am Fe; fordern.
Mit einem Umsatz von bis zu 5000-8000 ymol Hy pro Minute und mg Protein!
zeigen die [FeFe]-Hydrogenasen die hochste Aktivitét aller Hydrogenasen. Dies
ist auf die Struktur des Cofaktors und der daran stattfindenden Katalyse zurtick-

zufiihren.

1.3.4.2 Katalytischer Zyklus der [FeFe]-Hydrogenasen

Pro Katalysezyklus der [FeFe]-Hydrogenasen werden zwei Protonen mit
zwei Elektronen reversibel zu molekularem Wasserstoff umgesetzt (vgl.
Abb. 1.10).114

Ein Modell der Katalyse beginnt an der oxidierten Spezies Hpx. Diese wird cha-
rakterisiert durch ein oxidiertes [4Fe-4S]%*-Cluster und ein [2Fe]>* im H-Cluster,

124)

wobei beide Eisen einen niedrigen Spin vorweisen. Im ersten Schritt wird

dieses durch einen Protonen-gekoppelten Transfers eines Elektrons auf das
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Abbildung 1.10: Modell der Katalyse der [FeFel-Hydrogenasen. Die Umsetzung
von Protonen und Elektronen zu molekularem Wasserstoff in [FeFe]-Hydrogenasen
finden am H-Cluster statt. Die Katalyse konnte in einem schnellen Zyklus ohne
Reorientierung des Liganden oder in einem langsamen Zyklus mit Reoritentierung
des Liganden erfolgen. (nach [123])
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[4Fe-4S]-Cluster in den H,,;-Zustand tiberfiihrt.[120]

Als folgender Schritt in der Katalyse werden zwei Wege diskutiert. In einem
langsamen Zyklus erfolgt eine Reorientierung des Liganden, welches zum H,,.4-
Zustand fiihrt. Dabei entsteht ein tiberbriickendes Hydrid zwischen den bei-
den Eisen und das uiberbriickende CO verschiebt sich an die zuvor freie Ko-

126]

ordinationsstelle des Fe,;. Nach einer Reduktion des Clusters zum Hg,,4-

Zustand[127], folgt eine Protonierung des [4Fe-4S]-Clusters in Kombination mit

118]

einer weiteren Reorientierung des H-Clusters. ! Aufgrund der mehrmaligen

Reoritentierung des Clusters ist dieser Reaktionsweg langsam und wird als re-
gulierender Prozess in manchen [FeFe]-Hydrogenasen diskutiert.[128, 129]

Bei einem alternativen Reaktionsweg entsteht durch eine direkte Protonierung
und Reduktion des H,.4 der Hy,4-Status, dessen terminales Hydrid schnell mit

einem weiteren Proton zu H; reagiert. [128)

Die Abgabe dieses Wasserstoffmole-
kiils fiihrt daraufhin zum protonierten Ruhezustand HpxH, welcher sich vom
Hox-Zustand nur durch ein Proton am [4Fe-4S]-Cluster unterscheidet.[120]
Demnach ist die effiziente Katalyse der [FeFe]-Hydrogenasen nur durch den
Protonen-gekoppelte Transfer von Elektronen sowohl am [4Fe-4S]- als auch am
[2Fe]-Zenrum des H-Clusters moglich ist. Die Reaktion setzt sich zusammen
aus eine Protonenreduktion zu einem terminalen Hydrid und einer folgenden
Sdure-Base-Reaktion mit einem weiteren Proton zu Hs.

Fiir die Katalyse der [FeFe]-Hydrogenasen dient die ADT-Gruppe als Proton-
Relais, wobei die Protonen vermutlich tiber hoch konservierten Protonentrans-
portweg zwischen dem ADT und der Proteinoberfldche geleitet werden. Dieser
setzt sich zusammen aus einem Cystein nahe des ADT, zwei Glutaminsdurereste,
mindestens einem Serin und einem oder zwei Wassermolekiilen. Bisher konnte
dieser allerdings nicht experimentell nachgewiesen werden.[130—-132]
Auflerdem verbindet ein hydrophober Gaskanal das aktive Zentrum mit der
Oberflache des Proteins[lw], wobei dieser allerdings nicht selektiv Hy, sondern

133]

auch CO und O, zum H-Cluster vordringen lasst. Wiéhrend das irreversible

Binden von O, an das H-Cluster zu einer Degratation des Clusters fiithrt, wird
durch eine CO-Bindung das Enzym reversibel inhibiert. 127, 134]
Um die effektive Katalyse der [FeFe]-Hydrogenasen nachahmen zu kénnen, ist

ein gutes Verstdndnis der vorliegenenden Prozesse notwendig. Dabei spielen vor
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allem Zustande eine Rolle, welche das Enzym unempfindlich gegen Sauerstoff
machen. Dies wurde intensiv an der [FeFe]-Hydrogenase aus D. desulfuricans
(DdHydAB) untersucht.

1.3.4.3 Die Hydrogenase von Desulfovibrio desulfuricans

Die katalytisch aktive DdHydAB ist ein 53,5 kDa grofses Heterodimer, beste-
hend aus einer 11 kDa grofsen und einer 42,5 kDa grofien Untereinheit mit zwei
[4Fe-4S]-Clustern und einem H-Cluster. Die Struktur der DdHydAB im Hpx-
Zustand wurde mittels Rontgenstrukturanalyse von Nicolet et al. (1999) gelost
und in der Protein Data Bank, Research Collaboratory for Structural Bioinforma-
tics an der Rutgers University (PDB ID: 1HFE) deponiert.[117' 135]

Schon bei kurzer Exposition mit Sauerstoff verliert die DdHyd AB schnell ihre
Aktivititl42 136] welche nur im geringen Mafle wiederhergestellt werden kann,
indem das inaktive Enzym geringen Mengen O, ausgesetzt wird 137, 138] Aller-
dings kann die DdHyd AB unter Luftsauerstoff in einer Sauerstoff-stabilen, aber
inaktiven Form (Hj,,,; oder H%") isoliert werden, bei welcher das H-Cluster in
der Fe(II)Fe(II)-Form vorliegen und ein weiterer Ligand am Fe; gebunden sein
sol1.[116, 139, 140]

Fiir die Umwandlung von [NiFe]-Hydrogenase in einen inaktiven Zustand

wurde gezeigt, dass die Zugabe von Sulfid notig ist.[141, 142]

Daher kann ange-
nommen werden, dass der Ligand an der freien Koordinationsstellen des Fe,
ein SH™ ist. 2006 wurde durch Roseboom et al. gezeigt, dass durch die Zuga-
be von 10 mM des Oxidationsmittels Hexaaminruthenium(III)-chlorid (HAR)
und 10 mM NayS das DdHydAB von der Hpx-Form in die H;;,;.;-Form umge-
wandelt wird 149 Dabei kann angenommen werden, dass das HAR einerseits
das H-Cluster oxidiert halt und gleichzeitig verhindert, dass dieses durch das
H,S oxidiert wird. Durch eine anschliefiende Deprotonierung des H,S durch
ein Amin wird ein HS™ am Fe; gebunden. Mittels Oxidation durch Luftsauer-
stoff oder eines anderen Oxidationsmittels, wie z.B. HAR, in den H;,,,.;-Zustand

46]

versetzt! , welcher eine Halbwertszeit von etwa drei Tagen besitzt, sobald er

140]

Luftsauerstoff ausgesetzt warl'*Vl, Der urspriingliche Hox-Zustand lasst sich
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durch Reduktion mit Natriumdithionit und einer anschlieffenden Reoxidation

mit HAR beinahe vollstindig wieder herstellen. [40]

1.3.5 Anpassung des Redoxpotentials von

Eisen-Schwefel-Proteinen

Das Redoxpotential von Eisen-Schwefel-Proteinen ldsst sich durch eine Vielzahl
interner und externer Faktoren des Cluster variieren. So sollte ein Enzym fiir
eine effektive Redoxkatalyse einem Elektronentransportprotein ermdoglichen,
an die Proteinoberflache zu binden. Dann sollten die Elektronen schnell mittels
eines Elektronentransportwegs zum Cluster geleitet werden. Ein weiterer Tunnel
muss einen Zugang des Substrats zum aktiven Zentrum und ein Entlassen des

Produktes der Katalyse ermbglichen.[143]

Dies konnte durch gezielte Mutagene-
se der Proteine verbessert werden.

Auch eine alternative Bindung des Clusters an das Protein, kann einen Einfluss
auf die Stabilitdt, Reaktivitdt und das Reduktionspotential haben. So kénnen die
Eigenschaften eines kubisches Eisen-Schwefel-Clusters durch Variation eines
der bindenden Aminosdurereste moduliert werden. Wahrend der Wildtyp des
Pyrococcus furiosus Ferredoxins mit einem Aspartat der beste Elektronenakzeptor
ist, zeigen Serin/Cystein-Mutanten eine hohere pH-Abhéngigkeit bzw. geringere
Redoxpotentiale. Histidin und Aspartat-Mutanten boten eine weitere Protonie-
rungsposition im Aktiven Zentrum. 144)

Beim Sulfolobus solfataricus Ferredoxin, bei welchem das [2Fe-25]-Cluster an zwei
Cysteine und zwei Histidine gebunden ist, fithrt der Austausch eines Histidins
durch ein Cystein zu einem Verlust an Stabilitdt und eine Erhohung des Re-
duktionspotentials um etwa 300 eV.[145] Auch der Austauch der Metallionen
kann einen Einfluss auf die Redoxaktivitdt haben. So konnte beim Zink-Protein
Carboxypeptidase A die Aktivitdt um 100 % gesteigert werden, indem dieses

durch ein Kobaltion ersetzt wurde.[zg]
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1.4 Zielsetzung

Fiir eine effiziente Wasserstoffproduktion auf industriellem Niveau stehen bisher
keine effizienten und robusten Katalysatoren zur Verfiigung. Daher sollen neue
sauerstoffstabile Katalysatoren, sowohl fiir Wasserspaltung, als auch fiir die
Wasserstoffentwicklung, synthetisiert werden.

Um neue Elektronentransferkatalysatoren fiir die Wasserspaltung zu generie-
ren, sollen [4Co-4S]-Biohybride synthetisiert werden, indem die anorganischen,
kubischen [4Co-4S]-Cluster in biologischen Geriistproteinen stabilisiert wer-
den. Als Proteingeriist sollen [4Fe-4S]-Proteine dienen, deren kubische [4Fe-4S]-
Cluster eine freie Koordinationsstelle aufweist, an welchem die Substratbin-
dung stattfinden kann. Zunichst soll nachgewiesen werden, dass die Diffe-
renzierung zwischen den Metallionen durch Chaperone und nicht iiber die
Eisen-Schwefel-Proteine reguliert wird und somit Kobalt anstelle von Eisen
gebunden werden kann. Als Modellproteine fiir die Kobaltbindung und die
Charakterisierung sollen hierbei Proteine aus der Familie der Rubredoxine
dienen. Nachdem die Geriistproteine synthetisiert wurden, soll das Cluster
in vitro tiber chemische Rekonstitution und in vivo unter Nutzung der E. coli
ISC-Assemblierungsmaschinerie eingebaut werden. Die Charakterisierung soll
spektroskopisch tiber Zirkulardichroismus- und Elektronenabsorptionsspektro-
skopie oder quantitativ mittels Massenspektrometrie erfolgen.

Weiter soll die N-terminale Doméne des P. putida GPol Rubredoxins AIkG
charakterisiert werden. Da in bisherigen Studien ein instabiles Konstrukt der
N-terminale Domine verwendet wurde, soll diese in dieser Arbeit durch das
SUMO-Protein stabilisiert werden. In dieser Form sollen beide AlIkG-Doménen
produziert und iiber die Bindung von Kobalt und Eisen charakterisiert werden.
Die dabei synthetisierten Eisen- und Kobalt-Rubredoxine sollen spektroskopisch
analysiert und der Metallgehalt ermittelt werden.

Zur sauerstoffstabilen Wasserstoffentwicklung soll der sauerstoffstabile Zustand
der DdHydAB H;,,,.; im Rahmen dieser Arbeit strukturell charakterisiert werden.
Dafiir soll diese kristallisiert werden und die dreidimensionalen Struktur mittels

Rontgenstrukturanalyse ermittelt werden. Nach der erfolgreiche Kristallisation
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der DdHydAB soll zunéchst die native Elektronendichte bestimmt und ein Struk-
turmodell erstellt werden. Anhand der anomalen Streuung der Schwefelatome

sollen anschliefiend deren Positionen bestimmt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Merck Chemicals GmbH,
Darmstadt, Deutschland

LB-Medium-Pulver, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up-Kit, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1), Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Rotiphorese Gel 40 (19:1), Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
TB-Medium-Pulver, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

ThermoPol Reaction Buffer, New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA
YT-Medium-Pulver, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

10x CutSmart-Puffer, New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA

10x Tris/Glycin-Puffer, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA

10x Tris/Glycin/SDS-Puffer, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA
5x In-Fusion HD Enzyme Premix, Takara Bio INC., Kusatsu, Shiga Predecture,
Japan

5x Phusion HF Buffer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Die weiteren verwendeten Chemikalien gehoren zur Standardausriistung eines

biologischen Labors und entsprechen mindestens dem p.a. Standard.

2.1.2 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
synthetisiert und sind in Tabelle 2.1 mit ihren Edukt und Produkt zusammenge-
fasst.
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Tabelle 2.1: In dieser Arbeit verwendete Primer.

Template/Produkt Primer
pGEX-6P-2 / TGACTGACGATCTGCCTCGC
pGEX-6P—2-lin GGGCCCCTGGAACAGAAC
pETSUMOadapt / TGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCC
pETSUMOadapt-lin ACCACCAATCTGTTCTCTGTGAGC
pETl 6bTEV / TAACTAGCATAACCCCTTGGGGC
pET 16bTEV-lin CATATGTCCCTGAAAATACAGGTTTTCATGGC
pETl 6bTEV / TAACTAGCATAACCCCTTGGGGC
pET16b—1in ATGGCCCATGGTATATCTCCTTCT
pETl 6bTEV / AGAAGGAGATATACCATGGCAAAAGGCACCGTT
pETl 6b-lin fiir AaAcn GGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGG
pETl 6bTEV / AGAAGGAGATATACCATGAAGAACAGCTTTCAGACCCT
pET16b—lil’1 fur TtAcn GGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGG
Genstrang / TTTCAGGGACATATGCTAGAAGAATACCGTAAGCACG
acnB fir pETl 6bTEV GGGTTATGCTAGTTAAACCGCAGTCTGGAAAATCACCC
pETl 6bTEV-acnB / TTTCAGGGACATATGCTAGAAGAATACCGTAAGCACG
acnB fir pET16b GGGTTATGCTAGTTAAACCGCAGTCTGGAAAATCACCC
pETl 6bTEV—aCI’IB / CTGTTCCAGGGGCCCGTGCTAGAAGAATACCGTAAGCACG
acnB fir pGEX—6P—2 GCAGATCGTCAGTCAAACCGCAGTCTGGAAAATCACC
pETl 6bTEV—iSpH / GAAAACCTGTATTTTCAGGGAATGCAGATCCTGTTGGCCAAC
ispH fiir pQE-30 TCCCTGAAAATACAGGTTTTCGGATCCGTGATGGTGATGGTG
Genstrang / TTTCAGGGACATATGAGCGTAATGTTTGATCCAGACA
nadA fir pET16bTEV GGGTTATGCTAGTTATCCACGTAGTGTAGCCGCAAA
pETl 6bTEV-nadA / GAAAACCTGTATTTTCAGGGAATGAGCGTAATGTTTGATCCAGACAC
nadA fiir pET47 Ek / LIC TCCCTGAAAATACAGGTTTTCCACGTGATGGTGGTGGTGAT
pETl 6b-alkG CTGTTCCAGGGGCCCGTGCTAGAAGAATACCGTAAGCAC
alkG-CT G AGCAGCCGGATCTCATTTTTCTTCGTACAGAACGTAATCTTCTTTG

pET16b-alkG/
alkG-NT

GAACAGATTGGTGGTATGGCCAGCTATAAATGTCC

AGCAGCCGGATCTCAAAAATCCAGTTTATCACGAACTG
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2.1.3 Plasmide

Alle fiir die PCR eingesetzten Plasmide sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst.

Tabelle 2.2: In dieser Arbeit eingesetzte Plasmide.

Plasmid Quelle
pPACYC184iscS-fdx Prof. Dr. Michael Groll
pQE30-ispH Prof. Dr. Michael Groll
pGEX-6P-2 GE Healthcare Life Sciences
pET16b-TEV Dr. Manuel Etzkorn
pET-46 Ek/LIC Novagen
pET-SUMOadapt Invitrogen

Alle in dieser Arbeit klonierten und verwendeten Expressionsplasmide sind in
Tabelle 2.3 zusammengefasst (vgl. Abb. 5.2-5.14).

Tabelle 2.3: In dieser Arbeit klonierte Plasmide.

Plasmid Protein
pET16b-TEV-alkG P. putida Rubredoxin AlkG
pET-SUMOadapt-alkG-CT ~ C-terminale Domé&ne und Linker von AlkG
pET-SUMOadapt-alkG-NT N-terminale Doméne von AlkG
pGEX-6P-2-rubA C. metallidurans Rubredoxin CmRxn
pGEX-6P-2-rxn D. gigas Rubredoxin DgRxn
pGEX-6P-2-acnB E. coli Aconitase B
pET16b-acnB E. coli Aconitase B
pET16b-aco A. aeolicus Aconitase
pET16b-acoA T. thermophilus Aconitase A
pET-46 Ek/LIC-nadA E. coli Nad A
pQE30-TEV-ispH E. coli IspH
pET16b-TEV-SUMO-DSD-4C artifizielles SUMO-DSD-4C
PACYC184iscS-fdx E. coli IscS, IscU, IscA, HscB, HscA, Fdx

2.1.4 E. coli Stamme

E. coli BL21(DE3)
B F~ ompT gal dem lon hsdSg(r g ~mp ~)(A(DE3[lacl lacUV5-T7p07 indl sam7
nin5)ImalB* Jx_1oA 5
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E. coli OverExpress C41(DE3)
F~ ompT gal dem hsdSp(rg~ mp~)(DE3)

E. coli OverExpress C43(DE3)
F~ ompT gal dem hsdSp(rg~ mp ™~ )(DE3)

E. coli XL1 Blue
endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac gInV44 F[:Tnl0 proAB™ laqlf
A(lacZ)M15] hsdR17(rg “rx ™)

2.1.5 Proteine

Desulfovibrio desulfuricans Hydrogenase: Heterolog in E. coli exprimiert[46}
Enterokinase light chain P8070S, New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts,
USA

Tabacco edge virus (TEV)-Protease, laboreigen

Taq DNA Polymerase, New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA
Ubiquitin-like-specific protease 1 (Ulp1)-Protease, laboreigen

PreScission Protease (human rhinovirus 3C protease and GST-Tag), laboreigen
Phusion DNA Polymerase, New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts,
USA

2.1.6 Nahrmedien

Lysogeny Broth (LB)-Platten

25 g/1 AppliChem LB-Medium-Pulver nach Miller
15 g/1 Agar

Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C

Lysogeny Broth (LB)-Medium
25 g/1 AppliChem LB-Medium-Pulver nach Miller
Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C
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Super Optimal Broth (SOC)-Medium
20 g/1 Trypton

5 g/1 Hefeextrakt

20 mM Glukose

10 mM MgSOy4

10 mM NacCl

10 mM MgCl,

2,5 mM KC1

Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C

Terrific Broth (TB)-Medium

36 g Applichem TB-Medium-Pulver

ad 900 ml ddH,O

Nach dem Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C werden 100 ml steriler

10 x Phosphatpuffer (s.u.) hinzugefiigt.

10x Phosphatpuffer fiir TB-Medium
23,1 g/1 KH,POy

125,4 g/1 KoHPO4

Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C

2x Yeast Trypton (2YT)-Medium
31 g/1 AppliChem YT-Medium-Pulver
Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C

2.1.6.1 Losungen fiir M9-Minimalmedium

10x M9-Salz

85 g/1 NapHPO4 x 2 H,O

30 g/1 KHyPO4

5 g/1 NaC(l

10 g/1 NH4Cl

Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C
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M9-Medium

100 ml/1 M9-Salz

2ml 1M MgSOy

2 ml 50 mM CaCl,

12,5 ml 40 Gew.-% Glukose (s.u.)
20 ml 20 % (w/v) Casaminosauren
2ml 0,5 % (w/v) Thiamin/HCI
1,5ml 0,1 M L-Cystein

1,5ml10,1 M CoCl,

ad 11 mit sterilem ddH,O

MgSO,-Stocklosung
1M MgSO4 x7 Hzo
Mit einem 2 ym-Filter steril filtriert

CaCl,-Stocklosung
50 mM CaCl x 2 H,O

Mit einem 2 ym-Filter steril filtriert

Glukose-Stocklosung
40 % (w/v) Glukose
Mit einem 2 ym-Filter steril filtriert

Casaminosdauren-Stocklésung
20 % (w/v) Casaminosauren

Mit einem 2 ym-Filter steril filtriert

Thiamin-Stocklésung

0,5 % (w/v) Thiamin/HCI

Mit einem 2 ym-Filter steril filtriert
Lagerung bei -20 °C

L-Cystein-Stocklésung

0,1 M L-Cystein

Mit einem 2 ym-Filter steril filtriert
Frisch gelost
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CoCl,-Stocklésung
0,1 M COC12 X6 Hzo

2.1.7 Puffer und Losungen

2.1.7.1 Puffer und Losungen fiir die SDS-PAGE

SDS-Stocklosung
10 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)
in HzO

APS-Stocklosung

10 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)
in HQO

Gelagert bei -20 °C

Glycin-Sammelgelpuffer
0,5 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) /HCl
pH 6,8 mit HC1

Glycin-Trenngelpuffer
1,5M Tris/HCl
pH 8,8 mit HCl

2 %-Glycin-Sammelgel (2 Gele)

3 ml Hzo

1,25 ml Glycin-Sammelgelpuffer

650 ul Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)

50 1110 % SDS

50 1110 % APS

5 ul N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
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10 %-Glycin-Trenngel

4,1 ml H,O

2,5 ml Glycin-Trenngelpuffer

3,3 ml Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)
100 110 % SDS

50 ul 10 % APS

5 ul TEMED

15 %-Glycin-Trenngel

2,2ml H,O

2,6 ml Glycin-Trenngelpuffer

5 ml Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)
100 1110 % SDS

100 110 % APS

10 ul TEMED

20 %-Glycin-Trenngel

1,5 ml H,O

6 ml Glycin-Trenngelpuffer

16 ml Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)
240 4110 % SDS

240 ul 10 % APS

24 ul TEMED

Glycin-Laufpuffer
100 ml Tris/Glycin/SDS-Puffer
900 ml ddH,O

5x Glycin-Auftragspuffer

0,2 M Tris/HCI, pH 6,7

10 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerol

10 mM p-Mercaptoethanol
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
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3x Tricin-Gelpuffer
3M Tris/HCl

0,3 % (w/v) SDS
pH 8,45 mit HCl

4 %-Tricin-Sammelgel

2,5 ml ddH,O

1 ml 3x Tricin-Gelpuffer

530 pul Rotiphorese Gel 40 (19:1)
3,2 ul TEMED

32 ul 10 % APS

15 %-Tricin-Trenngel

750 ul ddH,O

2,66 ml 3x Tricin-Gelpuffer

4 ml Rotiphorese Gel 40 (19:1)
4 ul TEMED

4 1110 % APS

Tricin-Anodenpuffer
0,2 M Tris/HCl1
pH 8,3 mit HCl

Tricin-Kathodenpuffer
0,1 M Tris/HCl1

0,1 M Tricin

0,1 % (w/v) SDS

pH 8,25 mit HCl

4x Tricin-Probenpuffer

12 % (w/v) SDS

6 % (v/v) B -Mercaptoethanol

30 % (v/v) Glycerol

0,05 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blau R-250
150 mM Tris/HCI; pH 7,0 mit HC1
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SDS-Firbel6sung

0,05 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blau R-250
25 % (v/v) Isopropanol

10 % (v/v) Eisessig

in HZO

SDS-Entfirbelésung
10 % (v/v) Eisessig
in Hzo

2.1.7.2 Puffer und Losungen fiir die Agarosegelelektrophorese

50x TAE-Puffer

2M Tris/HCl

0,1 M EDTA

pH 8,2 mit Essigsdure

Agarosegel

0,5 g Agarose

50 ml 1x TAE-Puffer

Agarose durch Erwdrmen 16sen, Abkiihlen auf 60 °C.
3,5 ul Nukleinsaure-Gel-Farbemittel GelRed

10x TE-Puffer
100 mM Tris/HC1
10 mM EDTA

pH 8,2 mit HCl

6x Agarosegel-Auftragspuffer
50 % (v/v) Glycerol

0,25 % (w/v) Xylencyanol

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
in 1x TE-Puffer



42

2. Material und Methoden

2.1.7.3 Puffer fiir die Priparation chemokompetenter Zellen

TFB1-Puffer

100 mM RbCl

10 mM CaCl,

50 mM MnCl,

15 % (v/v) Glycerol

TFB2-Puffer

10 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsdure (MOPS)
75 mM CaCl,

10 mM RbCl

15 % (w/v) Glycerol

2.1.7.4 Puffer und Losungen fiir den Western-Blot

Towbin-Transfer-Puffer

100 ml 10x Tris/Glycin-Puffer
200 ml Methanol

700 ml ddH,O

TBS-T-Puffer

50 mM Tris/HCI

150 mM NaCl

0,1 % (v/v) Tween-20
pH 8,0 mit HCl

Blockpuffer
5 % (w/v) Milchpulver
in TBS-T-Puffer
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2.1.7.5 Puffer fiir die Chromatografie

50 mM HEPES-Puffer

50 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES)
150 mM NaCl

pH 7,6 mit NaOH

20 mM MES-Puffer
20 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES)
pH 5,0 mit HCI

50 mM Natriumacetat-Puffer
50 mM Natriumacetat

150 mM NaCl

pH 4,0 mit Essigsdure

10 mM Natriumphosphat-Puffer
10 mM Na;HPOy4
pH 7,5 mit 10 mM NaH,PO4

TBS-Puffer

50 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)/HCl
150 mM NaCl

pH 7,6 mit HCI

TBS-GSH-Puffer

50 mM Tris/HCI

150 mM NaCl

10 mM reduziertes Gluthathion (GSH)
pH 7,6 mit HC1

TBS-I-Puffer

50 mM Tris/HCI
150 mM NaCl
250 mM Imidazol
pH 7,6 mit HCl1
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Tris-Niedrigsalz-Puffer
50 mM Tris/HCl

10 mM NacCl

pH 7,6 mit HCl1

Tris-Hochsalz-Puffer
50 mM Tris/HCl

1 M NaCl

pH 7,6 mit HC1

2.1.7.6 Stocklosungen

Ampicillin (Amp)

100 mg/ml Amp

in ddeO

Mit einem 0,2 um Filter steril filtriert.

Dithiothreitol (DTT)
1MDTT
in ddeO

CoCl,-Stockldsung fiir Eisenbindestudien
100 uM CoCl,
in H20

Eisen-Stocklosung fiir Eisenbindestudien
50 uM Ammoniumeisen(III)-citrat

50 yM Ammoniumeisen(Il)-sulfat

in H,O

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
0,5 M EDTA

in ddH2O

pH 8,3 mit NaOH
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Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
0,5 M IPTG

in ddH,O

Mit einem 0,2 um Filter steril filtriert.

Kanamycin (Kan)

50 mg/ml Kan

in ddeO

Mit einem 0,2 ym Filter steril filtriert.

Trichloressigsdure (TCA)
10 % (w/v) TCA
in ddeO

Tetracyclin (Tet)

20 mg/ml Tet

in Ethanol

Mit einem 0,2 ym Filter steril filtriert.

2.1.8 Grofienstandards

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific
Spectra Multicolor Low Range Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific
GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific

2.1.9 Saulen

HiLoad 16/600 Superdex 75 prep grade, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA
(fur SEC)

HiLoad 16/600 Superdex 200 prep grade, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA
(fur SEC)

HisTrap excel 5 ml, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA (fiir IMAC)

HiTrap Phenyl HP, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA (ftir SEC)
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HiTrap Q HP 5 ml, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA (fiir SEC)
HiTrap TALON 5 ml, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA (fiir SEC)
Protino GST/4b 5 ml, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland (fiir IMAC)
Protino Ni-NTA 5 ml, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland (fiir IMAC)
Superdex 75 10/300 GL, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA (ftir SEC)

2.1.10 Laborgerite

AKTAprime plus, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA

AKTA start, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA

Cary 60 UV-Vis, Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA

Cell Disruptor One Shot Model, Constant Systems Ltd., Low March, Vereinigtes
Konigreich

ChemiDoc MP Imaging System, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien,
USA

Direct Detect Infrarot-Spektrometer, Merck Chemicals GmbH, Darmstadyt,
Deutschland

Mini PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA
Mini Trans-Blot Cell,, Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, Deutschland
NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massa-
chusetts, USA

PowerPac Basic, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA
Sicherheitswerkbank Herasafe, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA

Spectropolarimeter J-815, Jasco Deutschland GmbH, Pfungstadt, Deutschland
Sonotrode VS70/T, Reichmann Industrieservice, Hagen, Deutschland
Spectrophotometer V-650, JascoDeutschland GmbH, Pfungstadt, Deutschland
Thermomixer compact, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermomixer comfort, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tecan Spark Plattenlesegerit, Tecan Group, Mdnnedorf, Schweiz

Techne Dri-Block DB-3, Agilent, Kawasaki, Prafektur Kanagawa, Japan

T100 Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA
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Zentrifuge Avanti J-20, Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, USA

mit den Rotoren: JLA10.500 JA-20, Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, USA
Vinyl Anaerobic Chamber, Coy Laboratory Products Inc., Grass Lake, Vereinigte
Staaten

2.1.11 Software

CCP4i, International Union of Crystallography
CCP4i2, International Union of Crystallography
OriginPro 9.0G, OriginLab

PyMOL, DeLano Scientific

Image Lab 5.0, Bio-Rad

SnapGene, GSL Biotech LLC

ChemSketch, ACD Labs

Adobe Ilustrator CS5, Adobe Systems
Microsoft Office 2013, Microsoft

Phenix Graphical User Interface

PrimeView, GE Healthcare Life Sciences
PrimeView Evaluation, GE Healthcare

XDS Package, MPI for Medical Research, Heidelberg

2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Praparation chemisch kompetenter E. coli

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen fiir die Transformation
(2.2.1.3) wurden 5 ml LB-Medium in einem sterilen Glasrohrchen mit dem ent-

sprechenden E. coli-Stamm innokuliert. Bei einer bestehenden Antibiotikaresis-
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tenz wurden zusétzlich 5 ul der Antibiotika-Stammldsung hinzugegeben. Die
Zellen wurden 16 h bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Mit 1 ml der Vorkultur
wurden 100 ml LB-Medium in einem sterilen 250 ml-Erlenmeyerkolben ohne
Schikane angeimpft. Die Hauptkultur wurde bis zu einer optischen Dichte bei
600 nm (ODgqp) von 0,4 bis 0,5 bei 37 °C und 160 rpm geschiittelt. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation fiir 5 min bei 4 °C und 2000 xg geerntet, der Uber-
stand verworfen und das Pellet in 20 ml eiskaltem TFB1-Puffer suspendiert.
Nach 5 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut fiir 5 min bei 4 °C
und 2000 xg geerntet und nach Abnahme des Uberstands in 4 ml eiskaltem
TFB2-Puffer suspendiert. Die Suspension wurde nach 30-miniitiger Inkubation
auf Eis in 50 ul-Aliquots in 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefdfien in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.1.2 Prdparation elektrokompetenter E. coli

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen fiir die Transformation
(2.2.1.3) wurden 5 ml LB-Medium in einem sterilen Glasrohrchen mit dem ent-
sprechenden E. coli-Stamm innokuliert. Bei einer bestehenden Antibiotikaresis-
tenz wurden zusétzlich 5 ul der Antibiotika-Stammlosung hinzugegeben. Die
Zellen wurden 16 h bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Mit 1 ml der Vorkultur
wurden 100 ml LB-Medium in einem sterilen 250 ml-Erlenmeyerkolben ohne
Schikane angeimpft. Die Hauptkultur wurde bis zu einer optischen Dichte bei
600 nm (ODgqp) von 0,4 bis 0,5 bei 37 °C und 160 rpm geschiittelt. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation fiir 5 min bei 4 °C und 2000 xg geerntet, der Uber-
stand verworfen und das Pellet zweimal mit 30 ml sterilem ddH,O und einmal
mit sterilem 10 % Glycerol gewaschen.Das Zellpellet wurde im Anschluss in
1 ml sterilem 10 % Glycerol aufgenommen und in 50 ul-Aliquots in 1,5 ml-
Eppendorf-Reaktionsgefifien in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80 °C gelagert.
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2.2.1.3 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Zum Einbringen eines klonierten Plasmids (2.2.2.2) in E. coli-Zellen, wurden
50 ul chemisch kompetenter E. coli-Zellen (2.2.1.1) auf Eis aufgetaut und direkt
mit 1 1 10 ng/ul Plasmid-DNA bzw. 2,5 ul In-Fusion-Produkt (2.2.2.4) versetzt.
Nach 10 min Inkubation auf Eis und einem Hitzeschock fiir 45 s bei 42 °C wurden
auf Eis 800 u1 SOC-Medium zugegeben. Nach 45 min bei 37 °C wurden 100 ul
Kultur auf einer LB/ Antibiotikum-Agar-Platte ausplattiert und diese fiir 16 h
bei 37 °C inkubiert. Aus den entstandenen Kolonien wurde die Plasmid-DNA
mittels NucleoSpin Gel and PCR Clean-up-Kit isoliert und mittels Colony-PCR
(2.2.2.2) analysiert.

2.2.1.4 Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen

Zum Einbringen von zwei Plasmiden (2.2.2.2) in E. coli-Zellen, wurden 50 yul
elektrokompetenter E. coli-Zellen (2.2.1.2) auf Eis aufgetaut und direkt mit jeweils
1 u110 ng/ ul Plasmid-DNA versetzt. Die Suspension wurde luftblasenfrei in eine
Elektroporationskiivette mit einer Spaltbreite von 1 cm iiberfiihrt und mit einem
Elektroporatordessen Kondensator bei einer Kapazitit von 50 uF und einem
Ladewiderstand von 150 () eine Spannung von 1.500 V entladen. mit 500 pl
LB-Medium wurden die Zellen in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefafs tiberfiihrt
und 1 h bei 37 °C inkubiert. Davon wurden 100 ul auf einer LB/ Antibiotikum-
Agar-Platte ausplattiert und diese fiir 16 h bei 37 °C inkubiert.

2.2.1.5 Stammbhaltung von E. coli

Zur Stammbhaltung der positiv sequenzierten E. coli-Staimme (2.2.2.6) nach der
Transformation (2.2.1.3), wurden Glycerolstocks aus Ubernachtkulturen herge-
stellt. Dazu wurden in einem sterilen Glasrohrchen 5 ml 2YT-Medium mit 5 pl
Antibiotikum-Stocklosung mit einer Kolonie des E. coli-Stamms angeimpft. Nach
einer Inkubation fiir 16 h bei 37 °C und 180 rpm wurden 500 u1 Kultur in einem



50

2. Material und Methoden

sterilen 1,5 ml-Schraubreagiergefafd mit 500 ul sterilem 70 % Glycerol versetzt.
Nach dem Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff wurden die Glycerolstocks bei

-80 °C gelagert.

2.2.1.6 Kultivierung von E. coli zur Expression in Vollmedium

Die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte (vgl. Plasmidkarten unter 2.1.3)
wurden in verschiedenen Vollmedien unter Zugabe von Antibiotika exprimiert
(vgl. Tab. 2.4).

Tabelle 2.4: In dieser Arbeit verwendete Expressionsstimme und -vollmedien.

Medium Expressionsstamm Antibiotikum
2YT-Medium E. coli BL21 pET16b-TEV-alkF Ampicillin
E. coli BL21 pGEX-6P-2-rubA Ampicillin
E. coli C41 pGEX-6P-2-rxn Ampicillin
E. coli BL21 pET16b-aco Ampicillin
E. coli pET16b-acoA Ampicillin
TB-Medium E. coli BL21 pET16b-TEV-alkG Ampicillin

E. coli C41 pET-SUMOadapt-alkG-CT =~ Kanamycin
E. coli C41 pET-SUMOadapt-alkG-NT  Kanamycin
E. coli BL21 pGEX-6P-2-acnB Ampicillin

Zur Genexpression wurden aus dem entsprechenden Glycerolstock (2.2.1.5)
50 ml Medium mit 50 ul Antibiotikumstocklésung in einem sterilen 250 ml-
Erlenmeyerkolben mit Schikane innokuliert. Nach 16 h Inkubation bei 37 °C und
160 rpm wurden 10 ml der Vorkultur in 11 Medium mit 1 ml des Antibiotikums
in einem 2 1-Erlenmeyerkolben mit Schikane tiberfiihrt. Die Hauptkultur wurde
bis zu einer ODgp von 0,8 bei 37 °C und 120 rpm geschiittelt. Nach Induktion mit
0,5 mM IPTG wird das Zielgen fiir 20 h bei 30 °C exprimiert. Die Zellen wurden
mittels J-LITE JLA-10.500 Fixed-Angle Aluminum Rotor fiir 10 min bei 10 °C und
5000 xg geerntet, mit 0,9 % (w/v) NaCl gewaschen und bis zum Zellaufschluss
(2.2.3.2) bei -20 °C gelagert.
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2.2.1.7 Kultivierung von E. coli zur Expression in

M9-Minimalmedium

Kobalt-substituierte Varianten der Fe-S-Proteine sollten auch in vivo in E. coli-
Zellen produziert werden. Dazu wurde eine Vorkultur des Expressionsstamms
in 5 ml 2YT-Medium mit 5 ul des Antibiotikums (vgl. Tab. 2.4) in einem sterilen
Glasrohrchen aus dem Glycerolstock (2.2.1.5) innokuliert. Nach 16 h bei 37 °C

31]. Dazu wurden die Zellen fiir 15 min

und 180 rpm wurde die Kultur passagiert!
bei 5000 xg und 21 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet
wurde in 50 ml eines speziellen M9-Minimalmediums (2.1.6.1) mit 50 pl Anti-
biotikumstocklosung resuspendiert, in einen sterilen 250 ml-Erlenmeyerkolben
mit Schikane tiberfiihrt und bei 37 °C und 160 rpm geschiittelt. Das Passagieren
wurde alle 8 h bis 16 h wiederholt. Im sechsten Passagierschritt wurden die
Zellen in 1 1 M9-Minimalmedium mit 1 ml Antibiotikumstocklosung in einen
sterilen 2 I-Erlenmeyerkolben mit Schikane {tiberfiihrt. Die Zellen wurden bei
37 °C und 140 rpm bis zu einer ODggg von 0,8 bis 1,0 inkubiert, bevor die Ex-
pression mit 0,5 mM IPTG induziert wurde. Nach 4 h Expression bei 37 °C
und 140 rpm wurden die Zellen mittels J-LITE JLA-10.500 Fixed-Angle Alumi-
num Rotor (Beckman Coulters) fiir 10 min bei 10 °C und 5000 xg geerntet, mit
0,9 % (w/v) NaCl gewaschen und bis zum Zellaufschluss (2.2.3.2) bei -20 °C

gelagert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Plasmidisolierung

Zur Isolierung eines Plasmids aus E. coli-Zellen wurden 5 ml LB-Medium in
einem sterilen Glasrohrchen mit 5 ul Antibiotikumstocklosung versetzt und mit
E. coli-Zellen aus einem Glycerolstock (2.2.1.5) oder von einer LB-Agar-Platte
nach der Transformation (2.2.1.3) innokuliert. Nach 16 h bei 37 °C und 180 rpm

wurden die Zellen in drei Zentrifugationsschritten fiir 1 min bei 16.000 xg und
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21 °C in einem 2 ml-Reaktionsgefafs geerntet. Anschliefiend erfolgte die Plas-
midisolierung mittels , NucleoSpin Plasmid EasyPure”-Kit, wobei abweichend
von den Herstellerangaben die Elution des Plasmids von der Saule mit 50 ul
70 °C H,O durchgefiihrt wurde. Das isolierte Plasmid wurde in der Polymerase-
Kettenreaktion (2.2.2.2), zur Transformation mit chemisch kompetenten Zellen
(2.2.1.3) oder zur Sequenzierung (2.2.2.6) eingesetzt.

2.2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifizierung von Desoxyribonukleinsdure (DNA) wurde eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt.

Amplifizierung von DNA-Fragmenten

Zur Gewinnung von DNA-Fragmenten mittels PCR fiir die In-Fusion-
Klonierung (2.2.2.4) mussten Primer gewéahlt werden, welche eine 15 Basenpaare
(bp) lange Uberlappung von Vektor und Gen ergeben (vgl. 2.1). Zur Durchfiih-
rung der PCR wurden in einem PCR-Reaktionsgefifs folgende Reaktionsansitze
vorbereitet:

1X Phusion HF Buffer

10 mM dNTP-Mix

0,2 uM Forward Primer

0,2 uM Reverse Primer

25 ng Template (Vektor bzw. Gen)
2 Vol.-% Phusion DNA Polymerase
ad 50 pl mit ddH,O

Die PCR vor der In-Fusion-Klonierung wurde nach folgendem Programm im
T100 Thermal Cycler durchgefiihrt:

Initiale Denaturierung: 30 s bei 98 °C
35 Zyklen: 10 s bei 98 °C, 30 s bei 72 °C, 30 s pro Kilobase bei 72 °C
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Finale Elongation: 5 min bei 72 °C
Abkiihlung bei 10 °C

Das Template wurde mittels Dpnl-Verdau entfernt (2.2.2.3).

Mutationen in Plasmiden

Zum Einftigen einer Mutation, wie zum Beispiel einer Punktmutation oder einer
Schnittstelle fiir die TEV-Protease, in ein Plasmid wurde in einer QickChange-
PCR [146] folgender Reaktionsansatz in einem PCR-Reaktionsgefafs vorberei-
tet:

1X Phusion HF Buffer

200 ng Plasmid

5 mM dNTP-Mix

5 uM Primer mit Mutation

2 Vol.-% Phusion DNA-Polymerase
ad 25 ul mit ddH,O

Die QickChange-PCR wurde im T100 Thermal Cycler nach folgendem Programm
durchgefiihrt:

Initiale Denaturierung: 3 min bei 95 °C

18 Zyklen: 15 s bei 95 °C; 1 min bei 44 °C; 12 min bei 68 °C
Finale Elongation: 7 min bei 68 °C

Abkiihlung bei 4 °C

Anschlieffend wurde mittels Dpnl-Verdau das Template entfernt (2.2.2.3).

Kolonie-PCR

In einer Kolonie-PCR wurde das Plasmid nach der Transformation in chemisch
kompetente E. coli XL1 Blue-Zellen (2.2.1.3) auf das Insert iiberpriift. Dazu
wurden mehrere Klone mittels steriler Pipettenspitze gepickt und in jeweils 50 pl
H,O tiberfiihrt. Die Suspension wurde 10 min bei 95 °C inkubiert und fiir 5 min
bei 21 °C und 16000 xg zentrifugiert. Fiir die PCR wurden 2 ul des Uberstands
mit 8 yl Mastermix in einem PCR-Reaktionsgefafl vermischt. Der Mastermix fiir

die Kolonie-PCR setzt sich folgendermafien zusammen:
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1X ThermoPol Reaction Buffer
0,25 mM dNTP-Mix

0,625 uM Primer mit Mutation
0,625 Vol.-% Taq DNA Polymerase
ad 80 ul mit dd H,O

Die Kolonie-PCR wurde im T100 Thermal Cycler nach folgendem Programm
durchgefiihrt:

Initiale Denaturierung: 30 s bei 95 °C

25 Zyklen: 15 s bei 95 °C; 30 s bei 55 °C; 2,5 min bei 68 °C
Finale Elongation: 5 min bei 68 °C

Abkiihlung bei 10 °C

Das PCR-Produkt wurde mittels Agarosegelelektrophorese analysiert (2.2.2.5).

2.2.2.3 Dpnl-Verdau

Wenn fiir die PCR (2.2.2.2) ein aus E. coli gewonnenes Plasmid als Template
eingesetzt wurde, dann konnte dieses nach der PCR mit dem Restriktionsenzym
Dpnl verdaut werden. Dazu wurde der PCR-Ansatz mit 1x ,CutSmart buffer”
und 1 ul Dpnl-Restriktionsendonuklease versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert.
Nach einer Hitzedeaktivierung fiir 20 min bei 80 °C wurde das PCR-Produkt
mittels ,NucleoSpin Gel and PCR Clean-up“-Kit isoliert, mittels Agarosegel-
elektrophorese (2.2.2.5) tiberpriift und fiir die Transformation (2.2.1.3) oder die
In-Fusion-Klonierung (2.2.2.4) eingesetzt.

2.2.2.4 In-Fusion-Klonierung

Nachdem der Vektor und das Gen per PCR mit tiberlappenden Enden ampli-
fiziert wurden (2.2.2.2) und das Template mittels Dpnl-Verdau entfernt wurde
(2.2.2.3), wurden die PCR-Produkte fiir die In-Fusion-Reaktion eingesetzt. Dazu
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wurde in einem PCR-Reaktionsgefafs folgender Reaktionsansatz zusammenge-

setzt:

25 ng/ ul Vektor

50 ng/ul Gen

1X In-Fusion HD Enzyme Premix
ad 10 pl mit ddH,O

Der Ansatz wurde 30 min bei 50 °C inkubiert, auf 10 °C abgekiihlt und mittels
Transformation in chemisch kompetente E. coli XL1 Blue-Zellen eingebracht.

2.2.2.5 Agarosegelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Grofle eines DNA-Fragments nach einer PCR (2.2.2.2) oder
einer Plasmid-Isolierung (2.2.2.1) wurde eine Agarosegelelektrophorese durch-
gefithrt. Dazu wurden 5 ul DNA-Probe mit 1 ul 6x Agarosegel-Probenpuffer
versetzt. 3,5 ul GeneRuler 1 kb DNA Ladder bzw. 6 ul DNA-Probe wurden in
die Taschen eines 1%-igen Agarosegels in TAE-Puffer {iberfiihrt und fiir 1 h eine
Spannung von 120 V angelegt. AnschliefSend wurde das Agarosegel in einer

Geldokumentationskammer dokumentiert.

2.2.2.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmiden nach der Isolierung (2.2.2.1) erfolgte durch die
Firmen GATC Biotech, Konstanz bzw. Microsynth SeqLab, Gottingen. Dazu wur-
de das Plasmid nach Firmenangaben verdiinnt und mit einem Sequenzierprimer

versetzt.
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2.2.3 Biochemische Methoden

2.2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Uber die Extinktion bei 280 nm
Die Proteinkonzentration wurde tiber die Extinktion bei 280 nm unter Einbezie-

[147) berechneten

hen des tiber das Programm ProtParam des ExPASy-Servers
Extinktionskoeffizienten (vgl. Tab. 2.5) ermittelt. Die Konzentration c in M ergibt

sich tiber

¢ = Eogoum + (¢ x d), (2.1)

wobei Epgo,.,, die Extinktion bei 280 nm, € der Extinktionskoeffizient des Proteins
bei 280 nm Wellenldnge in M~! cm~! und d die Schichtdicke der Kiivette in
cm sind. Der Extinktionskoeffizient wurde tiber die Software ProtParam des

ExPASy—Servers[148] aus der Aminosduresequenz errechnet (vgl. Tab 2.5).

Tabelle 2.5: In dieser Arbeit verwendete berechnete Extinktionskoeffizienten ¢.

Protein eMTem 1] e M 1em 1]
nach Verdau vor Verdau

P. putida AlkF 15600 17100
P. putida AIkG 34200 35600
P. putida AIkG-CT 13200 20100
P. putida AIkG-NT 15600 17100
C. metallidurans CmRxn 25100 68100
D. gigas DgRxn 10100 53100
E. coli AcnB 75600 120100
A. aeolicus AaAcn - 54500
T. thermophilus TtAcn - 99200
E. coli NadA 35600 35660
E. coli IspH 20100 21600

artifizielles SUMO-DSD-4C 7100 8600
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Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (149!

Fiir quantitative Bindestudien (2.2.3.5 und 2.2.4.4) wurde die Proteinkonzentrati-
on nach der Bradford-Methode ermittelt. Dazu wurde die Proteinkonzentration
zundchst mittels Extinktion bestimmt und das Protein dann auf Konzentrationen
zwischen 20 pug/ml und 100 ug/ml verdiinnt. In Dreifachbestimmung wurden
50 ul dieser Verdiinnung und 50 pl einer BSA-Standardreihe mit den Konzen-
trationen 0 pg/ml, 20 ug/ml, 40 ug/ml, 60 ug/ml, 80 ug/ml und 100 pg/ml
in einer 96-Well-Mikrotiterplatte vorgelegt. Anschliefsend wurden 2 Teile Roti-
Quant 5x Konzentrat mit 5,5 Teilen Wasser vermischt und davon 200 1 luftbla-
senfrei zu dem Protein gegeben. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die Extinktion bei 595 nm in einem Tecan Spark-Plattenlesegerat doku-
mentiert. Die Proteinkonzentration ergab sich aus einer linearen Regression der
BSA-Standardreihe.

Infrarot-Spektroskopie
Die Bestimmung der Proteinkonzentration tiber Infrarot-Spektroskopie wurde

mittels einem ,Direct Detect” Infrarot—Spektrometer[150} durchgefiihrt.

2.2.3.2 Zellaufschluss

Fiir den Zellaufschluss wurden die E. coli-Zellen nach der Genexpression (2.2.1.6
und 2.2.1.7) bei Raumtemperatur aufgetaut. Anschlieffend wurden die Zellen
in 100 ml TBS-Puffer pro 10 g Zellen resuspendiert und mit 10 ug DNase pro
1 g Zellen und einer cOmplete Protease Inhibitor Cocktail-Tablette versetzt.
Nach 30-miniitiger Inkubation unter Riithren bei 4 °C wurden die Zellen mittels
Ultraschall mit der Sonotrode VS70/T fiir 10 min bei einer Amplitude von 50 %
und 1 s Puls alle 4 s aufgeschlossen. Uber eine Zentrifugation im JA20-Fixed
Angle Rotor fiir 1 h bei 10 °C und 40000 xg wurden die festen Zellbestandteile
vom Zelllysat getrennt. Anschlieend konnte das Protein aus dem Uberstand
isoliert werden (2.2.4.3).
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2.2.3.3 Protease-Verdau

Da der Affinitdtstag einen negativen Einfluss auf die Ergebnisse von Bindestudi-
en haben kann, wurde dieser bei einem Teil der verwendeten Konstrukte mittels
Protease-Verdau nach der Affinitdtschromatografie (2.2.4.3) entfernt. Protease
und Tag liefen sich im Anschluss chromatografisch (2.2.4.3) vom Zielprotein

trennen.

Tabacco Etch Virus (TEV)-Protease-Verdau

Zum Abtrennen des Polyhistidintags von Konstrukten des pET16b-TEV-
Plasmids und des pQE30-TEV-Plasmids wurde das isolierte His-getaggte Protein
auf eine Konzentration von 1 mg/ml in TBS-Puffer verdiinnt, mit 1 mM DTT
und 1 mM EDTA versetzt und die Proteolyse durch Zugabe von 10 ug/ml
TEV-Protease gestartet. Nach 16 h unter leichtem Riihren bei 4 °C wurden DTT
und EDTA mittels Dialyse in TBS-Puffer entfernt und ungeschnittenes Protein,
der His-Tag und die His-getaggte Protease mittels Immobilisierte-Metallionen-
Affinitdtschromatografie (IMAC) (2.2.4.3) entfernt.

PreScission-Protease-Verdau

Die PreScission-Protease wurde genutzt, um den GST-Tag von Zielproteinen aus
dem Plasmid pGEX-6P-2 abzutrennen. Dazu wurde zu 1 mg/ml Protein in TBS-
Puffer mit 1 mM DTT und 1 mM EDTA 10 ug/ml PreScission-Protease gegeben.
Nach 16 h unter leichtem Riihren bei 4 °C konnte ungeschnittenes Protein, der
GST-Tag und die Protease chromatografisch (2.2.4.3) vom Zielprotein abgetrennt

werden.

Ubiquitin-like-specific Protease (Ulp1)-Verdau

Um den Polyhistidintag von Konstrukten des Plasmids pET-SUMO-adapt abzu-
trennen, wurde das isolierte Protein in einer Konzentration von 1 mg/ml mit
1 mM DTT, 0,02 % (v/v) IGEPAL und 1 ug/ml Ulpl-Protease versetzt. Nach
16 h bei 4 °C oder 2 h bei RT wurde nicht geschnittenes Protein und der Po-
lyhistidintag mittels IMAC entfernt, das Volumen des geschnittenen Proteins
reduziert und die Protease tiber eine Grofienausschlusschromatografie (SEC)
(2.2.4.3) entfernt.
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Enterokinase-Verdau

Mittels Enterokinase-Verdau wurde der Polyhistidintag von Konstrukten des
Plasmids pET46 EK/Lic entfernt. Dazu wurde 1 mg/ml Protein in TBS-Puffer
mit 2 mM CaCl, und 160 U/ml Enterokinase versetzt. Nach 24 h unter leich-
tem Riihren bei 4 °C wurde die Enterokinase chromatografisch (2.2.4.3) vom
Zielprotein entfernt.

2.2.3.4 Entfernen des natiirlichen Cofaktors

Trichloressigsdure-Fillung

Um die Rubredoxine in der Apoform zu erhalten, wurden, nach der Isolierung
der Holoproteine (2.2.4.3), die Metallionen mittels TCA-Fallung aus der Metall-
bindestelle entfernt. Dazu wurden 100 M bis 200 #M Protein in 10 % TCA fiir
1 h auf Eis gefillt. Nach einer Zentrifugation fiir 15 min bei 16000 xg und 10 °C
wurde der Uberstand entfernt. In drei Schritten wurde das Pellet mit 500 ul
eiskaltem Aceton gewaschen, fiir 5-15 min bei 16000 xg und 10 °C zentrifugiert
und der Uberstand restlos entfernt. Anschlieend wurde das Pellet bei RT fiir 1 h
getrocknet und danach unter leichtem Riihren bei 4 °C in 50 mM HEPES-Puffer
gelost. Ungelostes Protein wurde durch Zentrifugation fiir 15 min bei 16000 xg
und 10 °C abgetrennt und der Uberstand in ein frisches Reagiergefaf iiberfiihrt
und die Proteinkonzentration ermittelt (2.2.3.1).

Entfernung des [4Fe-4S]-Clusters

Zur Entfernung von hohermolekularen Clustern wurde das Protein nach der Iso-
lierung auf eine Konzentration von 100 uM verdiinnt und mit 100 mM EDTA und
einer Spatelspitze Natriumdithionit versetzt. Nach 24 h unter leichtem Riihren
wurde das Protein mittels Dialyse in 50 mM HEPES-Puffer versetzt, ausgefalle-
nes Protein fiir 15 min bei 7000 xg und 4 °C abgetrennt und die Konzentration
im Uberstand bestimmt (2.2.3.1).
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2.2.3.5 Rekonstitution von Metalloproteinen

Nach dem Entfernen des natiirlichen Cofaktors aus dem Protein (2.2.3.4) wurde
das Apoprotein zur Rekonstitution eines Metallcofaktors eingesetzt. Zur Rekon-
stitution eines Fe-Cofaktors wurde das Protein mindestens 24 h vorher in eine
anaerobe Kammer eingeschleust und unter Sauerstoffausschluss das Cluster
assembliert. Zu 10-200 uM Apoprotein wurden 10 eq. TCEP pro Metallbinde-
stelle und 1 eq. bis 20 eq. des Metallions gegeben. Zur Gewinnung von Kobalt-
substituierten Proteinen wurde 100 M Kobaltchlorid und fiir Eisen-Proteine eine
1:1-Mischung von Ammoniumeisen(Il)-sulfat und Ammoniumeisen(III)-citrat
eingesetzt. Bei [4Fe-45]-Proteinen erfolgte nun die Zugabe von 10 eq. Lithium-
sulfid in sechs Aliquots von jeweils 1,67 eq. Kobalt mit einer Inkubationszeit von
je 30 min. Nach 16 h Inkubation bei 4 °C wurde das Volumen der Proben redu-
ziert und Reduktionsmittel, nicht gebundene Metall- und Sulfidionen mittels
einer PD10 (VWR, Radnor, Pennsylvania, USA)-, einer SEC- oder einer HiTrap
Desalting-Sédule (2.2.4.3) entfernt.

2.2.4 Physikalische Methoden

2.2.4.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Die Genexpression (2.2.1.6) und die Isolierung der Proteine (2.2.4.3) wurden
tiber eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
verfolgt. In diesen Gelen wurden Proteine entweder unspezifisch tiber Firbung
mit Coomassie-Brillant-Blau oder immunologisch mittels Western-Blot (2.2.4.2)

nachgewiesen.

Probenvorbereitung

Fiir Ganzzellproben wurden die Zellen aus 1 ml Medium mit einer ODgpp von 1
durch Zentrifugation bei 13000 xg und 21 °C geerntet und der Uberstand entfernt.
Die Zellen wurden in 100 pl 1x Glycin- bzw. Tricin-Auftragspuffer suspendiert
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und 10 min bei 95 °C gekocht. Nach 30-miniitiger Zentrifugation bei 13.000 xg
und 10 °C wurde der Uberstand in ein frisches 1,5 ml-Reagiergefaf iiberfiihrt
und erneut fiir 30 min bei 10 °C und 13.000 xg zentrifugiert. Pro Geltasche
wurden 10 1 des Uberstands fiir die SDS-PAGE eingesetzt.

Die Proben des isolierten Proteins wurden bei Bedarf verdiinnt. Fiir die Glycin-
SDS-PAGE wurde 16 pul Protein mit 4 ul 5x Glycin-Auftragspuffer und fiir die
Tricin-SDS-PAGE wurden 15 ul Protein mit 5 ul 4x Tricin-Gelpuffer versetzt.
Nach 5 min bei 95 °C wurden 10 ul Probe pro Geltasche eingesetzt.

Glycin-SDS-PAGE

Fiir Zielproteine mit einer Groéfie von mehr als 15 kDa wurde eine Glycin-SDS-
PAGE zur Analyse genutzt. Dazu wurden Glycin-Gele gegossen und TGS-Puffer
als Laufpuffer genutzt. Neben den Proben wurden 3,5 ul des ,PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder” aufgetragen und die PAGE fiir etwa 1,5 h bei 25 mA
bis 30 mA pro Gel durchgefiihrt.

Tricin-SDS-PAGE

Bei Zielproteinen unter 15 kDa wurde eine Tricin-SDS-PAGE durchgefiihrt. Da-
zu wurden Tricin-Gele gegossen und Tricinkathoden- und Tricinanodenpuffer
verwendet. Als Grofienstandard wurden 3,5 ul ,Spectra Multicolor Low Range
Protein Ladder” in eine Geltasche aufgetragen. Die Tricin-SDS-PAGE lief fiir
etwa 4 h bei 40 mA pro Gel.

Firbung des SDS-Gels

Nach der Elektrophorese wurde das SDS-Gel in SDS-Farbelosung tiberfiihrt,
leicht erwdrmt und 1 h bei RT geschiittelt. Danach wurde die Farbelosung
mit ddH,0O abgewaschen und durch Entfarbeldsung ersetzt. Nach mindestens
3 h unter Schiitteln bei RT wurde das Gel in der Geldokumentationskammer

dokumentiert.

2.2.4.2 Western-Blot-Analyse

Zum immunologischen Nachweis des Polyhistidintags in SDS-Gelen (2.2.4.1)

wurde ein Western-Blot im Wet-Blot-Verfahren angewendet. Hierfiir wurde eine
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Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran in Methanol aktiviert, mit ddH,O gewa-
schen und mit sechs Filterpapieren und dem SDS-Gel fiir 10 min in Towbin-Puffer
inkubiert. Der Blot wurde in der folgenden Reihenfolge aufgebaut: Schwamm,
drei Filterpapiere, SDS-Gel, PVDE-Membran, drei Filterpapiere, Schwamm. Nach
1 h bei 350 mA in der Blotting-Apparatur wurde die Membran fiir eine Stunde in
25 ml Blockpuffer inkubiert und dreimal fiir 5 min mit TBS-T-Puffer gewaschen.
Anschliefsend wurde die Membran fiir 1 h in 10 ml 1:10000 Anti-His-HRP-
Konjugatlosung in TBS-Puffer mit 1 % (w/v) Milchpulver inkubiert. Vor der
Dokumentation in der Dokumentationskammer wurde die Membran dreimal
mit TBS-T-Puffer gewaschen. Die Dokumentation erfolgte mit 1 ml SuperSignal
West Pico Plus (Thermo Fisher Scientific).

2.2.4.3 Chromatografie

Immobilisierte-Metallionen-Affinitatschromatografie

Fiir die IMAC wurde eine 5 ml-HisTrap excel-Sdule, eine 5 ml-Ni-NTA-S4ule
oder eine HiTrap TALON-S4ule an einem AKTA Prime-FPLC-System mit 10
Saulenvolumen (CV) TBS-Puffer dquilibriert. Anschlieffend wurde die Protein-
probe mit einer Flussrate von 1,5 ml/min bis 3 ml/min auf die Sdule aufgetragen,
bevor mit einer Flussrate von 2,5 ml/min bis 5 ml/min nicht gebundenes Protein
mit TBS-Puffer abgewaschen wurde. Anschlieflend wurde bei einer Flussrate
von 1,5 ml/min bis 3 ml/min gebundenes Protein mit einem Stufengradien-
ten bei einer Imidazolkonzentration von 2,5 mM bis 250 mM eluiert. Fiir das
Abtrennen des Tags (2.2.3.3) wurde anschliefsend das eluierte Protein mittels
Dialyse in TBS-Puffer iiberfiithrt und einer weitere IMAC durchgefiihrt. Dabei
befand sich das Protein im Durchfluss, wihrend der Polyhistidintag und die
His-getaggte Protease an der Sdule gebunden wurden. Im Anschluss wurde das
Protein mittels einer Dialyse bei 4 °C in 50 mM HEPES-Pulffer tiberfiihrt.

Glutathion-S-Transferase-Affinititschromatografie

Zum Isolieren von Proteinen mit einem Glutathion-S-Transferase (GST)-Tag
wurde eine Protino GST/4B-Sdule mit 10 CV TBS-Puffer bei 5 ml/min dquili-
briert. Bei einer Flussgeschwindigkeit von 2,5 ml/min wurde die Proteinlésung
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in TBS-Puffer auf die Sdule aufgetragen. Nicht gebundenes Protein wurde im
Anschluss bei 5 ml/min mit TBS-Puffer abgewaschen. AnschliefSfend wurde ge-
bundenes Protein mit TBS-GSH-Puffer bei einer Flussrate von 2,5 ml/min eluiert.
Mittels ausgiebiger Dialyse bei 4 °C in TBS-Puffer wurde GSH aus dem Eluat
entfernt. Nach dem Abtrennen des GST-Tags (2.2.3.3) wurde das Zielprotein
mittels GST-Affinitdtschromatografie vom GST-Tag getrennt.

Anionenaustauschchromatografie

Zur Vorbereitung der Anionenaustauschchromatografie (AEC) wurde das Pro-
tein mittels Dialyse in Tris-Niedrigsalzpuffer tiberfithrt und eine HiTrap Q HP-
Sdule mit 10 CV Tris-Niedrigsalzpuffer dquilibriert. Bei einer Flussgeschwin-
digkeit von 1,5 ml/min wurde das Protein auf die Sdule aufgetragen und nicht
gebundenes Protein mit Tris-Niedrigsalzpuffer abgewaschen. AnschliefSend wur-
de das Zielprotein iiber einen Gradienten von 10 mM NaCl bis 500 mM NacCl
eluiert und restliches Protein mit Tris-Hochsalzpuffer von der Sdule entfernt.

Hydrophobe-Interaktions-Chromatografie Fiir die Hydrophobe-Interaktions-
Chromatografie (HIC) wurde das Protein in TBS-Puffer dialysiert und 40 %
gesdttigte Ammoniumsulfatlosung hinzugegeben. Ausgefallenes Protein wurde
nach 1 h Inkubation bei 4 °C durch Zentrifugation fiir 30 min bei 4 °C und
8.000 xg entfernt. Eine HiTrap Phenyl HP-Sdule wurde mit 10 CV TBS-Puffer mit
40 % gesattigter Ammoniumsulfatlosung dquilibriert und das Protein bei einer
Flussgeschwindigkeit von 2,5 ml/min aufgetragen. Uber einen Gradienten von
40-0 % gesittigter Ammoniumsulfatlosung wurde das Protein eluiert.

Grofienausschlusschromatografie

Fiir die praparative SEC wurde eine HiLoad 16/600 Superdex 200 pg- bezie-
hungsweise eine HilLoad 16/600 Superdex 75 pg-Sdule mit 3 CV 50 mM HEPES-
Puffer bei einer Flussrate von 1 ml/min dquilibriert. Das Volumen der Protein-
probe wurde auf 2,5 ml in 50 mM HEPES-Puffer reduziert und anschliefiend
tiber einen 5 ml-Loop bei einer Flussrate von 0,5 ml/min auf die Sdule injiziert.
Die Chromatografie erfolgte bei eine Flussrate von 0,3 ml/min bis 0,8 ml/min.
Zur Durchfiihrung einer analytischen SEC wurde eine Superdex 75 10/300 GL-
Saule mit 50 mM HEPES-Puffer dquilibriert. Uber einen 1 ml-Loop wurden 500 1
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Proteinprobe in 50 mM HEPES-Puffer bei einer Flussrate von 0,8 ml/min tiber
die Sdule gegeben. Dabei wurde die Absorption bei 280 nm, 254 nm und 215 nm

dokumentiert.

2.2.4.4 Elektronenabsorptionsspektroskopie

Die Elektronenabsorptionsspektroskopie (EAS) wurde in einem Cary-60 Spek-
tralphotometer unter Abzug der Basislinie des eingesetzten Puffers von 800 nm
bis 250 nm in Quarzkiivetten mit einer Lange von 1 cm aufgenommen. Dazu wur-
de eine Messzeit pro Datenpunkt (,,Average time”) von 0,5 s, ein Datenintervall

von 1 nm und eine Scanrate von 120 nm/min gewahlt.

2.2.4.5 Metallbindestudie

Metallbindestudien an Eisen-Schwefelproteinen wurden aerob mit Kobaltchlo-
rid bzw. anaerob mit einer 1:1-Mischung aus Ammoniumeisen(II)-sulfat und
Ammoniumeisen(Ill)-citrat durchgefiihrt. Die Bindung wurde mittels Elektro-
nenabsorptionsspektroskopie (EAS) und Massenspektrometrie mit induktiv
gekoppeltem Plasma (ICP-MS) verfolgt.

Bindestudie iiber EAS

Zur Verfolgung der Bindung von Metallionen in die Metallbindestelle von Eisen-
Schwefel-Proteinen wurde das Protein auf 50 uM bzw. 100 uM in 50 mM HEPES-
Puffer mit 10 eq. TCEP verdiinnt. 500 pl wurden in eine 500 pl Quarz-Kiivette
tiberfiihrt und ein Elektronenabsorptionsspektrum (2.2.4.4) aufgenommen. An-
schliefSfend wurde in Schritten von 0,5 eq. des Metallions aus einer hoch kon-
zentrierten Stocklosung im Verhiltnis zu den Metallbindestellen des Proteins
zur Proteinlosung titriert, 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und weitere

Spektren aufgenommen.

Bindestudie iiber ICP-MS

Zur quantitativen Ermittlung der Metallbindung an isoliertes Protein wurden zu
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10-100 uM Apoprotein in 50 mM HEPES-Puffer mit 10 eq. TCEP bis zu 20 eq. des
Metallions fiir die Rekonstitution (2.2.3.5) gegeben. Nach Inkubation bei 4 °C fiir
16 h wurden nicht gebundene Metallionen mittels PD-10-Sdule entfernt und die
Metallkonzentration mittels ICP-MS (2.2.4.6) bestimmt.

2.2.4.6 Massenspektrometrie

ICP-MS

Zur quantitativen Ermittlung der Metallbindung an isoliertem (2.2.1.7) oder re-
konstituiertem Protein (2.2.3.5) wurde der Metallgehalt mittels ICP-MS bestimmt.
Dazu wurden 2,5 ml ~10 uM Protein mit 2,5 ml 6 % HNOj3 in einem metall-
freien 15 ml-Reaktionsrohrchen versetzt und das ausgefallene Protein mittels
Zentrifugation fiir 15 min bei 7000 xg entfernt. Der Uberstand wurde als ICP-
MS-Probe in einem Agilent 7500ce ICP-MS Instrument (Agilent Technologies,
Ratingen, Deutschland) im Zentralinstitut fiir Engineering, Elektronik und Ana-
lytik (ZEA-3) im Forschungszentrum Jiilich untersucht. Die Proteinkonzentration
wird mittels Bradford-Assay (2.2.3.1) bestimmt.

ESI-MS

Fiir die FElektrospray-lonisation Massenspektrometrie (ESI-MS) wurden
0,5 mg/ml Protein mittels Dialyse in 20 mM HEPES, pH 7,7, 100 mM NacCl
tiberfiihrt. Davon wurden 100 yl in einer ,reversed phase high performance
liquid chromatography” (RP-HPLC) eingesetzt. Diese wurde auf einer analy-
tischen Zorbax 300SB C8 4,6x250 mm Sdule (Agilent Technologies, Ratingen,
Germany)durchgefiihrt, die angeschlossen an ein Agilent 1260 infinity System
mit einer UV Detektion bei 214,2 nm and 276,2 nm bei 20 °C war. Als mobile
Phase diente 28 % (v/v) Acetonitril (Acn) und 0,1 % (v/v) Trifluoressigsdu-
re in Wasser. Fiir die Elution wurde ein 30-mintitiger Gradient auf 48 % Acn
angelegt und Fraktionen gesammelt. Diese wurden in der Lyophille getrock-
net und in 10 u1 60 % (v/v) Methanol und 5 % (v/v) Ameisensdure in Wasser
gelost. Die ESI-MS Messungen wurden von Dr. Sabine Metzger am Leibniz

Forschungsinstitut fiir Umweltmedizinische Forschung an einem ESI QqTOF
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Instrument (Q-STAR XL, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) ausge-
riistet mit einer offline-Nanospray Quelle (Proxeon, Danemark) durchgefiihrt.
Die MS-Messungen von 700-2000 m/z wurden mittels Analyst QS version 1.1
(Applied Biosystems, Deutschland) aufgenommen und die ESI-MS-Spektren
tiber die Analysesoftware (Applied Biosystems) unter Nutzung des enthaltenen
Dekonvolutionsalgorithmus rekonstituiert.

2.2.4.7 Zirkulardichroismus-Spektroskopie

Zirkulardichroismus(CD)-Spektren wurden in einem Jasco J-815 Circular dichro-

ism Spektrometer aufgenommen.

CD-Spektroskopie im fernen UV-Bereich

Zur Messung eines CD-Spektrums im fernen ultravioletten Bereich wurde das
Protein auf 0,1 mg/ml bis 0,2 mg/ml in 10 mM Natriumphosphat-Puffer ver-
diinnt und ein Spektrum bei 20 °C in einer Quartzkiivette mit einem 1 mm
Lichtweg mit folgenden Parametern aufgenommen: Start: 260 nm, Ende: 190 nm,
Scangeschwindigkeit: 100 nm/min, Bandbreite: 5 nm, Wiederholungen: 20

CD-Spektroskopie im UV/VIS-Bereich

CD-Spektren im ultravioletten (UV)/sichtbaren (VIS)-Bereich wurden bei 20 °C
in einer Quartzkiivette mit einem 1 mm Path von 800 nm bis 300 nm Wellenldnge
aufgenommen. Dabei wird die Empfindlichkeit auf Standard, die Bandbreite auf
5 nm, der Datenintervall auf 0,5 nm und die Scanrate auf 100 nm/min gesetzt.
Das Protein wurde in einer Konzentration von mindestens 300 M eingesetzt

und drei bis 20 Messungen zu einem Spektrum akkumuliert.
2.2.4.8 Rontgenstrukturanalyse der D. desulfuricans
Hydrogenase

Zur Kristallisation wurde die inaktive Desulfovibrio desulfuricans [FeFe]-
Hydrogenase (DdHydAB) im H;,,.-Zustand in 10 mM Tris /HCI-Puffer pH 7,6
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tiberfiihrt. Im Dampfdiffusionsverfahren mittels ,sitting drop”-Methode mit
einer 1:1-Verdiinnung von 15 mg/ml H;,,,.; mit der Reservoirlésung aus 0,9 M
Lithiumchlorid, 26 % Polyethyleneglycol 6000 (PEG600) und 0,1 M Natriuma-
cetat wuchsen nach zwei bis drei Tagen bei 12 °C braune Kristalle. Nach drei
bis acht Tagen wurden diese fiir 60 s in cryokonservierender Losung (50 %
PEG6000 in H>O) inkubiert und anschliefsend in MiTeGen MicroMounts bzw.
MicroLoops mittels fliissigem Stickstoff schockgefroren und gelagert. Am Deut-
schen Elektronen-Synchrotron (DESY, Hamburg, Deutschland) an der Beamline
P11, PETRA III wurden Datensets der Wellenldngen 6 keV und 12,4 keV bei
100 K aufgenommen. Diese wurden tiiber das Programmpaket XDs151] pro-
zessiert. Mittels des Softwarepakets CCP4152] wurde das Molekularem Ersatz
und die Verfeinerung der Struktur ausgehend von der D. desulfuricans Hydro-
genase (PDB ID: 1HFE) durchgefiihrt. Dazu wurden fiir die Datenreduzierung
AIMLESS192] fiir die Phasierung PHASER!193], fiir die Modellbildung und
die Validierung Coot154] und fiir die Verfeinerung der Struktur REFMAC5159)
verwendet. Mittels FFT, CMAPCUEFF und PHENIX[1°6] wurden Elektronen-
dichtekarten berechnet. Die Abbildungen wurden mittels PyMOL Molecular
Graphics System (Version 1.2r3pre, Schrodinger, LLC) erstellt. Eine Struktur
wurde in der Protein Data Bank (Research Collaboratory for Structural Bioinfor-
matics) an der Rutgers University (PDB ID: 65G2) deponiert.
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3.1 Artifizielle Cobalt-Schwefel-Proteine

Eisen-Schwefel-Proteine katalysieren eine Vielzahl von Reaktionen!33, 37--39] ,

werden allerdings auch schnell von Luftsauerstoff oxidiert und dadurch
inaktiviert*2). Dieser Effekt konnte durch den Austausch des Metallions in
den Clustern mit anderen andere zweiwertige Metallionen umgangen werden.
Anbieten wiirde sich dazu z.B. Kobalt, welches vergleichbare physikalische
Eigenschaften wie Eisen besitzt und dabei nicht sensitiv auf Luftsauerstoff
reagiert[lo]. Daher sollen im Rahmen dieser Arbeit artifizielle [4Co-4S]-
Biohybride synthetisiert und charakterisiert werden.

3.1.1 In vitro Assemblierung von Kobalt-Schwefel-Proteinen

Eine Moglichkeit zur Beladung von Proteinen mit Kobalt-Schwefel-Cofaktoren
ist die chemische Rekonstitution, wie sie auch fiir Eisen-Schwefel-Proteine eta-
bliert ist. Dazu miissen die Geriistproteine der Metall-Schwefel-Cluster zunéchst
in ihre Apoform tiberfiihrt und im Anschluss durch Zugabe einer Kobalt- und
einer Schwefelquelle in vitro zu Kobalt-Schwefel-Proteinen umgesetzt werden.

Die Apoproteine wurden vor der Rekonstitution in (4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES)-Puffer tiberfiihrt. Zwar wurden die Ge-
riistproteine in einem Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)-Puffer isoliert,
doch kdnnen die Amine des Tris Co(II) komplexieren und so eine Kobalt-Cystein-
Bindung verhindern. Da eine Bindung von Metallionen an Cysteinreste nur an
reduzierten Sulfhydrylgruppen stattfindet, ist auch die Zugabe eines passenden

Reduktionsmittels notig. Dieses sollte im Folgenden ermittelt werden.

3.1.1.1 Reduktionsmittel in Kobaltbindestudien

Ein geeignetes Reduktionsmittel fiir die in vitro-Assemblierung von Kobalt-
Schwefel-Clustern sollte moglichst keine Interaktion mit dem HEPES-Puffer oder
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mit Kobaltchlorid zeigen. Es sollte keinen Einfluss auf die chemische Rekonstitu-
tion und somit auch nicht auf die Extinktionseigenschaften der Losung haben.
Um die Auswirkungen verschiedener Reduktionsmittel auf die Extinktion zu
ermitteln wurden bis zu 1 mM CoCl; zu 1 mM der Reduktionsmittel Dithioth-
reitol (DTT), B-Mercaptoethanol und Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) in
HEPES-Pulffer titriert und die Veranderungen mittels Elektronenabsorptionss-
pektroskopie (EAS) verfolgt (vgl. Abb. 3.1).

A 0,2 M CoCI2 B 0,2 M CoCI2
16] -0,4 M CoCI2 161 -0,4 M CoClI2
’ ——0,6 M CoCI2 ' ~——0,6 M CoCI2
1,41 ——0,8 M CoCI2 1,41 ——0,8 M CoCI2
1,21 ——1,0 M CoCI2 1,2- ——1,0 M CoCI2
[
§ 1,01 S 101
£ 08 £ 08
m 0,61 ﬁ 0,61
0,4 0,41
0,2 0,2
0,04+— . . . . . 0,04+— . . - ; ]
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]
C 0,2 M CoCl2
0,4 M CoCI2
——0,6 M CoCI2
——0,8 M CoCI2
——1,0 M CoCI2

Extinktion

700

500 600 800

" 400

300 400 500 600 700 800
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Abbildung 3.1: Interaktion von CoCl, mit verschiedenen Reduktionsmitteln.
Elektronenabsorptionsspektren von 250-800 nm von 1 mM [A] DTT, [B] B-
Mercaptoethanol und [C] TCEP mit bis zu 1 mM CoCl, in 50 mM HEPES, pH 7,6,
150 mM NaCl. Als Basislinie diente der HEPES-Puffer mit dem Reduktionsmittel.
Bei DTT und B-Mercaptoethanol zeigt sich eine starke Extinktion und ein dunkler
Niederschlag bei hohen CoCl,-Konzentrationen, wahrend bei TCEP kein Prézipitat
und wenige Absorptionsbanden zu beobachten sind.

Dabei fallt auf, dass alle Reduktionsmittel mit dem Kobaltchlorid interagieren.
Allerdings unterscheiden sich die Spektren des DTT, des p-Mercaptoethanol und
des TCEP in ihren Extinktionsbanden und in der Loslichkeit des Kobaltchlo-
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rids. Bei Addition von tiber 0,2 mM CoCl; zu 1 mM DTT erscheinen zunichst
Extinktionsbanden bei 280 nm, 400 nm, 425 nm und 525 nm mit Extinktion bis
zu 1,6 (vgl. Abb. 3.1[A]). Wird die Kobaltkonzentration weiter erhoht, fillt ein
schwarzer Niederschlag aus und die Extinktion sinkt auf unter 0,6. Aufgrund
der vielen Maxima mit hoher Extinktion und der starken Interaktion des DTT
mit Kobaltchlorid bis hin zur Bildung grofier Aggregate, ist DTT nicht als Re-
duktionsmittel fiir die chemische Rekonstitution von Kobalt-Schwefel-Proteinen
geeignet.

Auch bei der Titration von Kobaltchlorid zu B-Mercaptoethanol zeigen sich
Absorptionsmaxima im gesamten Wellenldngenbereich zwischen 265 nm und
500 nm (vgl. Abb. 3.1[B]). Diese erreichen bei Addition von 800 uM CoCl, eine Ex-
tinktion von maximal 0,6. Bei Zugabe von 1 mM CoCl, fillt auch hier ein schwar-
zer Niederschlag aus, was zu einer Abnahme der Extinktion tiber den gesamten
Wellenldngenbereich fithrt. Demnach interagiert auch das g-Mercaptoethanol
stark mit dem Kobaltchlorid und ist nicht fiir die chemische Rekonstitution mit
Kobalt geeignet.

Im Gegensatz dazu ist bei der Titration von bis zu 1 mM CoCl, zu TCEP kein
Niederschlag zu beobachten. Das absolute Extinktionsmaximum liegt bei 280 nm
mit maximal 1,2 (vgl. Abb. 3.1[C]). Weitere Maxima liegen bei 450 nm und 580 nm
Wellenldnge mit Intensitdten unter 0,4. Demnach zeigt das TCEP nur eine geringe
Interaktion mit Kobaltchlorid. Mit Ausnahme der Extinktion bei 280 nm sind
die Maxima so gering, dass sie bei Metallbindestudien vernachldssigt werden
konnen. Aus diesem Grund wurden fiir die folgenden Bindestudien von Ko-
baltchlorid an Apoproteine TCEP als Reduktionsmittel eingesetzt. Mit diesen
Bedingungen wurden zunéchst Bindestudien an Rubredoxinen als Modellprote-
in durchgefiihrt, um so die chemische Rekonstitution von Kobalthybriden zu
etablieren.

3.1.1.2 Bindung von Kobalt an Apo-Rubredoxine

Rubredoxine bilden mit ihrem [1Fe]-Cluster, welches durch vier Cysteine gebun-
den wird die einfachste Variante der Eisen-Schwefel Proteine.[47. 64] Aufgrund
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ihres einfachen Aufbaus, eignen sie sich gut fiir die Entwicklung von Methoden
zur Inkorporation von Metallionen, wie zum Beispiel Kobaltionen, in Eisen-
Schwefel-Proteine.[32 45, 64,71, 87|

Daher wurden die Gene des Cupriavidus metallidurans Rubredoxins (CmRxn)
und das Desulfovibrio gigas Rubredoxins (DgRxn) in den pGEX-6P-2-Vektor
kloniert, Escherichia coli (E. coli) BL21(DE3) bzw. OverExpress C41(DE3) mit
den Plasmiden transformiert und die Proteine in 2YT-Medium heterolog pro-
duziert. Nach dem Zellaufschluss konnten die rotlichen Rubredoxine mittels
Glutathion-S-Transferase (GST)-Chromatografie aus dem Zelllysat isoliert wer-
den. Der GST-Tag wurde mithilfe der PreScission-Protease und nachfolgender
GST-Séule entfernt.

Um das Apoprotein zu erhalten wurden die Rubredoxine mit Trichloressigsdure
(TCA) gefillt, wobei das Eisen aus der Metallbindestelle in Losung blieb und ent-
fernt werden konnte. Das ausgefallene Rubredoxin liefs sich nach dem Waschen
mit Aceton in Puffer 16sen. Im Anschluss konnten das CmRxn und das DgRxn fiir
die chemische Rekonstitution eingesetzt werden. Dazu wurden 100 M Protein
mit 10 Aquivalenten (eq.) TCEP reduziert und bis zu zwei Aquivalente Kobalt
hinzu titriert. Nach Zugabe von 0,5 eq. CoCl, wurde je ein Elektronenabsorp-
tionsspektrum aufgenommen (vgl. Abb. 3.2). Das EAS-Spektrum verhalt sich
sehr sensitiv auf Anderungen der Geometrie- und Koordinationsumgebung des
Kobalts und ldsst somit einen Schluss auf die Art der Kobaltbindung zu.

Schon das Spektrum des CmRxn ohne Kobaltzugabe zeigt, neben dem fiir
aromatische Aminosduren typischen Peak bei 280 nm, ein Maximum bei etwa
500 nm, welches kennzeichnend fiir Eisen-Proteine istl6l (vgl. Abb. 3.2[A]). Dies
spricht dafiir, dass nach der TCA-Fallung noch Eisen im Protein gebunden ist.
Mit Zugabe von Kobalt entsteht eine weitere Absorptionsbande bei 354 nm,
welche auf Ligand-zu-Metall-Ladungstransfer (LMCT) zwischen dem Schwefel
des Cysteinrests und dem Kobaltion zurtickgefiihrt werden kann(4>. 157, 158]
Weitere Extinktionsbanden entstehen bei 627 nm, 670 nm, 695 nm und 745 nm.
Diese resultieren aus d-d-Ligandenfeld (LF)-Ubergingen, welche charakteris-
tisch fiir eine verzerrte tetraedrische Symmetrie von high-spin Co(II)-Komplexen
sind199]. Die Absorption bei 745 nm steigt bis zur Zugabe von 1 eq. Kobalt, was

dafiir spricht, dass ein Kobaltion ausreicht, um das Protein komplett mit Kobalt
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Abbildung 3.2: Bindung von Kobalt an Apo-Rubredoxine. Zu 100 M der Rub-
redoxine [A] CmRxn und [B] DgRxn wurden bis zu 2 eq. CoCl, titriert und die
Bindung von Kobalt spektroskopisch von 250-800 nm Wellenldnge verfolgt. Die
Kobalt-Rubredoxin-Spektren werden charakterisiert durch LMCT und LF-Uberginge,
welche entsprechend durch Extinktion bei 350 nm und zwischen 600 nm und 750 nm
sichtbar werden. Die Extinktionsmaxima bei etwa 500 nm Wellenldnge resultieren
aus der Bindung von Eisen, welches bei der TCA-Fallung nicht komplett aus der
Metallbindestelle entfernt wurde.

zu beladen. Da bei einem Teil der Rubredoxine die Metallbindestelle noch mit
Eisen besetzt ist, konnen nicht alle Monomere ein Kobaltion binden. Daher ist
der Anstieg der Extinktion von 0 eq. auf 0,5 eq. Co(Il) fast doppelt so grof3, wie
der Anstieg von 0,5 eq. auf 1 eq. Co(II).

Auch das DgRxn zeigt ohne Kobaltzugabe Absorptionsbanden bei 500 nm und
570 nm, was fiir Eisen in der Metallbindestelle eines Teils der Rubredoxinmono-
mere spricht. Die Maxima des LMCT bzw. der LF-Uberginge sind bei 350 nm
bzw. 627-745 nm vorhanden, aber mit einer Extinktion von 250 im Vergleich zu
den Spektren des CmRxn mit einer Extinktion von 300-500 an den LMCT gerin-
ger. Allerdings zeigt das Extinktionsmaxima bei 745 nm Wellenldnge nur von
0 eq auf 0,5 eq. Co(II) einen Anstieg in der Intensitdt. Daher kann angenommen
werden, dass noch Eisen im DgRxn gebunden ist und auch nicht durch Kobalt
kompetitiv verdrangt werden kann.

Beide Rubredoxine zeigten nach der Kobaltbindestudie eine griinliche Farbung.
Demnach konnen Rubredoxine, nach der Reduktion mit TCEP, Kobalt in ihrer
Metallbindestelle binden. Nach der erfolgreichen chemischem Rekonstitution
von [1Co]-Rubredoxinen sollten die dabei entwickelten Techniken auf [4Fe-4S]-

Proteine tibertragen werden, um [4Co-4S]-Proteine zu generieren.
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3.1.1.3 Bindung von Kobalt an Apo-[4Fe-4S]-Proteine

[4Fe-4S]-Proteine konnen mit ihren kubischen Cofaktoren Reaktionen kata-
lysieren, welche die Ubertragung von bis zu vier Elektron bediirfen. Daher
eroffnet die Synthese von neuartigen vierkernigen Cofaktoren, wie zum
Beispiel [4Co0-4S]-Cluster, eine Vielzahl an neuen Katalysemoglichkeiten,
auch im Bezug auf die Wasseroxidation. Um dabei eine hohe Variabilitdt zu
erhalten, wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Gertistproteine fiir
die chemische Rekonstitution mit Kobalt gewd&hlt (vgl. Tab. 3.1). Diese besitzen
nur [4Fe-4S]-Cluster als Cofaktoren, welche tiber drei Cysteinreste am Protein
komplexiert sind, wahrend das vierte Metallion eine freie Koordinationsstelle
tiir das Substrat der Katalyse besitzt.[29~=92] Ein artifizielles [4Fe-4S]-Proteine,
das DSD-4C/89) dient aufgrund seiner geringen Grofie als Modellprotein.

So wurde die E. coli Aconitat Hydratase B (AcnB) mit GST-Tag nach der
Expression in E. coli NiCo pGEX-6P-2-acnB iiber eine GSTrap HF-S4ulen isoliert.
Weiter wurden die E. coli Quinolinsduresynthase A (NadA) in E. coli BL21
pET-46 Ek/LIC-NadA, die E. coli 4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyldiphosphat-
Reductase (IspH) in E. coli XL1 pACYC184iscS-fdx pQE-30-TEV-ispH und das
artifiziellen [4Fe-4S]-Protein DSD-4C in E. coli BL21 pET16bTEV-SUMO-DSD-4C
in TB-Medium tiberexprimiert, mittels IMAC isoliert und der Polyhistidintag

entfernt.
Tabelle 3.1: Expressionsbedingungen der [4Fe-4S]-Cluster.
Protein Plasmid Expressionsstamm

GST-AcnB pGEX-5P-2-aacnB E. coli NiCo(DE3)
NadA pET46 Ek/LIC-nadA E. coli BL21(DE3)

IspH pQE-30-TEV-ispH E. coli XL1-Blue pACYC184iscS-fdx
SUMO-DSD-4C  pET16b-TEV-SUMO-DSD-4C E. coli BL21(DE3)
AaAcn pET16b-aco E. coli BL21(DE3)
TtAcnA pET16b-acoA E. coli BL21(DE3)

Aufserdem wurden die Aquifex aeolicus Aconitase (AaAcn) und die Thermus
thermophilus Aconitase A (TtAcnA) heterolog in E. coli BL21 im pET16b-Vektor
exprimiert. Hier erfolgte die Isolierung iiber ein Erwdrmen der Zellsuspension
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fiir 1 h auf 60 °C. Dabei aggregierten die meisten der E. coli Proteine, wahrend die
hitzestabilen Aconitasen in Losung blieben. Restliche Verunreinigungen konn-
ten per Anionenaustauschchromatografie (AEC), Hydrophober-Interaktions-
Chromatografie (HIC) und GrofSenausschlusschromatografie entfernt werden.
Zur Entfernung von gebundenem Eisen wurden die isolierten [4Fe-4S]-Proteine
mit 1000 eq. Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) und Natriumdithionit ver-
setzt und nach mindestens sechs Stunden Inkubation bei 4 °C in HEPES-Puffer
dialysiert. Um eine unspezifische Bindung des Kobalts von einer spezifischen
Interaktion der Metallbindestelle mit dem Metallion unterscheiden zu konnen,
wurde zusatzlich ein kommerziell erhéltliches Rinderserumalbumin (BSA) in
Kobaltbindestudien eingesetzt. Dieses und die Apo-[4Fe-4S]-Proteine wurden
vor der Kobaltbindestudie mit TCEP reduziert und anschlieffend die Bindung
von Kobalt wiahrend der Titration von Kobaltchlorid spektroskopisch verfolgt
(vgl. Abb. 3.3).

Die Spektren der verschiedenen Bindestudien unterscheiden sich zum Teil stark
voneinander. Zum BSA, welches keine Bindestelle fiir Eisen-Schwefel-Cluster be-
sitzt, wurden in einer Bindestudie bis zu sechs Aquivalente Co(II) gegeben und
Elektronenabsorptionsspektren aufgenommen (siehe 3.3[A]). Dabei steigt die
Extinktion bei einer Wellenldnge von 280 nm, was auf die Interaktion von Kobalt
und TCEP zurtickzufiihren ist. Auch im Wellenldngenbereich von 350 nm bis
700 nm steigt die Extinktion und erreicht bei 700 nm maximale Intensitdten von
600 M~ lem ! und bei 350 nm 3000 M~ 1em 1. Die Extinktionsmaxima der CoCl,-
TCEP-Interaktion, welche bei 459 nm und bei 580 nm liegen (vgl. Abb. 3.1[C]),
werden davon iiberlagert. Demnach fiithren unspezifische Interaktion von Co(II)
und Proteinen zu einer Zunahme der Extinktion ohne spezifische Maxima im
Wellenldngenbereich von 350 nm bis 700 nm.

Beim GST-getagten [4Fe-4S]-Gertistprotein AcnB ist ebenfalls die Zunahme der
Extinktion bei 280 nm und die Verschiebung der Extinktion im Wellenldngenbe-
reich zwischen 350 nm und 700 nm zu erkennen (vgl. Abb. 3.3[B]). Zusatzlich
entstehen bei Zugabe von Kobaltchlorid Extinktionsmaxima bei 540 nm, 650 nm
und 689 nm, mit entsprechenden Intensitdten von 1440 M 1em—1, 1130 M 1em ™!
und 890 M~ lcm~!. Am Maximum bei 689 nm Wellenlidnge ist erkennbar, dass
nicht mehr als 3 eq. CoCl, nétig sind, um die Metallbindestellen des GST-AcnB
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Abbildung 3.3: Bindung von Kobalt an Apo-[4Fe-4S]-Proteine. Zu 50 uM [A] BSA,
[B] GST-AcnB, [C] IspH, [D] AaAcn und [E] NadA mit 10 eq. TCEP wurden bis zu
10 eq CoCl, titriert und die Bindung von Kobalt spektroskopisch von 250-800 nm
verfolgt. Bei einer unspezifischen Bindung, wie beim BSA steigt die Extinktion im
Bereich von 350-700 nm ohne definierte Maxima, wahrend beim AcnB-GST und beim
IspH Extinktionsbanden bei 540-700 mm zu beobachten sind. Dagegen zeigt AaAcn
Banden bei 370-720 nm und NadA eine Bande bei 580 nm, was gegen eine Bindung
von Kobalt in der Metallbindestelle spricht.
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mit Co(IT) zu besetzen. Dies deutet auf eine direkte Interaktion des Co(II) mit
den drei Cysteinen der Cofaktorbindestelle des GST-AcnB hin.

Entsprechend wurde die Interaktion von Co(II) mit weiteren [4Fe-4S]-Proteinen
untersucht. Die EAS-Spektren der Kobaltbindestudie mit IspH ergaben ein ver-
gleichbares Spektrum zum GST-AcnB mit Extinktionsmaxima bei 540 nm (max.
850 M~ lem™1), 650 nm (max. 490 M~ 'em 1) und 689 nm (340 M~ tem™1) (3.3[C]).
Auch hier gentigen weniger als 4 eq. Kobalt zur kompletten Besetzung der Me-
tallbindestellen. Daher kann angenommen werden, dass auch hier die Bindung
an die drei Cysteinreste der Metallbindestelle des IspH stattfindet.

Dagegen weichen die Elektronenabsorptionsspektren der Kobaltbindestudie mit
AaAcn davon ab. Dort werden mit zunehmender Kobaltchloridkonzentration
Extinktionsmaxima bei 378 nm, 640 nm und 719 nm detektiert (vgl. Abb. 3.3[D]).
Auch ist erkennbar, dass nicht mehr als 2 eq. Co(II) pro Monomer gebunden
werden. Da ausgeschlossen werden kann, dass diese Extinktionsbanden durch
eine Co(II)-TCEP-Interaktion hervorgerufen werden, scheint hier eine Bindung
von Kobalt an nicht-Cystein-Liganden stattzufinden.

Im Gegensatz dazu zeigt das Spektrum des NadA ein Extinktionsmaximum bei
580 nm (3.3[E]). Da dieses auch von der Interaktion des CoCl, mit dem Redukti-
onsmittel resultieren kann (vgl. Abb. 3.1[C]), kann angenommen werden, dass
NadA unter diesen Bedingungen kein Co(II) bindet. Entsprechende Ergebnisse
wurden auch fiir das thermostabile TtAcnA und das artifizielle SUMO-DSD-4C
ermittelt (Daten nicht gezeigt).

Demnach konnen manche [4Fe-4S]-Proteine in ihrer Apoform Co(II) binden. Zur
Assemblierung eines vollstindigen [4Co-4S]-Clusters muss allerdings zusédtzlich

eine Schwefelquelle hinzugefiigt werden.

3.1.1.4 Assemblierung von [4Co0-4S]-Clustern in
Apo-[4Fe-4S]-Proteinen

Fiir die chemische Rekonstitution von [4Co0-4S]-Clustern in Apo-[4Fe-4S]-
Proteinen wurden diese mit TCEP reduziert, mit Kobaltchlorid inkubiert
und schrittweise Sulfid hinzugegeben. Als Sufidquelle wurde Lithiumsulfid
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eingesetzt, da mit Natriumsulfid keine Bindung nachgewiesen werden
konnte (Daten nicht gezeigt). Im Anschluss wurden nicht gebundene Ionen
chromatografisch entfernt und die rekonstituierten Proteine spektroskopisch
und mittels Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS)

charakterisiert (vgl. Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4: Assemblierung von [Co-S]-Clustern in vitro in Geriistproteinen.
Die [Fe-S]-Gertistproteine GST-AcnB (rot), NadA (griin), AaAcn (braun) und SUMO-
DSD-4C (grau) wurden unter Zugabe von TCEP mit CoCl, und Li,S inkubiert, um
tiber chemische Rekonstitution [4Co-4S]-Cluster zu assemblieren. [A] EAS-Spektren
von 250-800 nm der rekonstituierten Proteine. [B] CD-Spektren von 300-800 nm der
rekonstituierten Konstrukte. Die Spektren wurden tiber adaptives Glétten (,,Convulu-
tion width”=15, ,,Deviation Noise”=1,5) bearbeitet. [C] Die Menge an pro Monomer
gebundenem Kobalt und Eisen wurde mittels ICP-MS und Bradfordassay quantifi-
ziert. Dazu wurde 1. GST-AcnB mit 10 eq. Co?" und 10 eq. S*>~, 2. AcnB mit 20 eq.
Co*" und 10 eq. S*, 3. Nad A mit 20 eq. Co*" und 10 eq. S*~, 4. AaAcn mit 5 eq. Co*"
und 5 eq. S*~, 5. AaAcn mit 5 eq. Co?t und 5 eq. S>~ bei 50 °C, 6. AaAcn nach einer
Guanidinium-Fallung mit 20 eq. Co?" und 10 eq. S>~ und 7. SUMO-DSD-4C + 20 eq.
Co?* +10 eq. S*>~ eingesetzt.
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Die rekonstituierten Kobalt-Schwefel-Proteine sollten zundchst mittels EAS von
250-800 nm charakterisiert werden (siehe Abb. 3.4[A]). Neben dem Maximum bei
280 nm sind keine weiteren Maxima zu erkennen. Insgesamt haben die Spektren
allerdings einen hohen Hintergrund iiber den gesamten Wellenldngenbereich,
weshalb einzelne Absorptionsbanden nicht zu identifizieren sind.

Zur Darstellung der in der chiralen Umgebung der Proteine gebundenen Ionen
wurden Zirkulardichroismus (CD)-Spektren im ultravioletten und sichtbaren
(UV/VIS-)Bereich der rekonstituierten Proteine aufgenommen (vgl. Abb. 3.4[B]).
Dabei geben nur Bestandteile ein Signal, welche in einer chiralen Umgebung
liegen, wie das im Protein komplexierte Kobalt. Auflerdem spalten die Signale in
Maxima und Minima auf, was eine bessere Beobachtung von spektralen Verdnde-
rungen erlaubt. Aufierdem wurden sowohl der Kobalt-, als auch der Eisengehalt
der Proteine iiber ICP-MS und Bradford-Assay ermittelt (vgl. Abb. 3.4[C]).

Die Losung des rekonstituierten GST-AcnB zeigte eine graue Farbung. Im CD-
Spektrum sind Maxima im Bereich von 400-580 nm zu erkennen, wahrend
Minima im Bereich von 470-700 nm detektiert wurden. Dabei zeigt sich keine
Ubereinstimmung mit den EAS-Spektren der Kobaltbindestudie. Die chemische
Rekonstitution wurde mit 10 eq. bzw. mit 20 eq. CoCl, durchgefiihrt und im
Anschluss die Menge an Kobalt und Eisen ermittelt, welche an das Protein gebun-
den waren. Dabei waren bei beiden Proben noch etwa 0,1 eq. Eisen pro Monomer
komplexiert. Mit Zugabe von 10 eq. CoCl, und 10 eq. Li,S konnten 1,5 Kobalt
pro Monomer gebunden werden. Wurde die Zugabe von Kobaltchlorid auf 20
eq. erhoht, konnten 4,7 Kobalt pro Monomer gebunden werden. Demnach ist
unter den hier gewéhlten Bedingungen ein hoher Uberschuss an Kobaltchlorid
notig, um mindestens vier Kobalt pro Monomer zu binden. Die hier gewihlten
Bedingungen wurden fiir die chemische Rekonstitution des [4Co-4S]-Clusters in
anderen Geriistproteinen iibertragen.

Da beim NadA keine Bindung in der Kobaltbindestudie nachgewiesen werden
konnte, sollte nun tiberpriift werden, ob die zuséatzliche Addition von Sulfid
eine Kobaltbindung ermdglicht. Nach der Rekonstitution des NadA mit Kobalt-
chlorid und Lithiumsulfid konnten neben 0,7 Eisen auch bis zu 7,9 Kobalt pro
Monomer nachgewiesen werden. Dies spricht einerseits daftir, dass die zuséatzli-

che Addition von Sulfid eine Kobaltbindung ermoglicht, dieses allerdings auch
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unspezifisch gebunden wurde. Das CD-Spektrum zeigt mit Maxima bei 350 nm,
425 nm und 580 nm und Minima bei 370 nm, 470 nm und 700 nm Ubereinstim-
mungen mit dem Spektrum der AcnB, ist mit diesem allerdings nicht identisch.
Dies spricht dafiir, dass Kobalt zuséitzlich an einer weiteren Metallbindestelle
komplexiert wurde.

Bei der chemischen Rekonstitution von AzAcn mit Kobaltchlorid und Lithiumsul-
fid bei 4 °C konnten nur 0,7 eq. Kobalt beladen werden, obwohl der Eisengehalt
bei nur 0,02 Eisen pro Monomer lag. Daher wurde das Protein wiahrend der
Rekonstitution fiir 30 min auf 50 °C erhitzt, um die dreidimensionale Struktur
des thermostabilen Enzym aufzulockern und so ein Eindringen der Ionen zu
erleichtern. Allerdings wurden so auch nur 0,9 Kobalt pro Monomer gebunden.
Daher wurde die thermostabile AaAcn mittels Guanidinium gefallt und unter
Addition von Kobaltchlorid und Lithiumsulfid schrittweise rekonstituiert. Nach
dem Entfernen von nicht gebundenen Ionen wurden Kobalt- und Eisengehalt der
dunkelgrauen Losung bestimmt. Neben geringen Spuren von Eisen enthielt die
AaAcn mit 24,1 Kobalt pro Monomer mehr als sechs Kobalt pro Eisenbindestelle.
Das CD-Spektrum des so rekonstituierten Proteins zeigt Maxima bei 360 mm und
505 nm, wahrend Minima bei 430 nm und 600 nm liegen. Demnach kann nicht
davon ausgegangen werden, dass ein [4Co-4S]-Cluster in der thermostabilen
A. aeolicus Aconitase assembliert wurde.

Auch das artifizielle [4Fe-4S]-Protein DSD-4C wurde fiir eine chemische Rekon-
stitution von [4Co-4S]-Clustern eingesetzt. Dieses enthielt noch 0,1 eq. Eisen pro
Monomer und konnte dann 6,7 Kobalt pro Monomer binden. Das CD-Spektrum
zeigt mit Maxima bei 350 mm, 490 nm und 650 nm und Minima bei 380 nm und
550 nm grofere Ubereinstimmungen mit dem Spektrum der AaAcn. Zwar bindet
es seine Cluster tiber vier Cysteinreste, was den Unterschiede zum CD-Spektrum
des Kobalt-Schwefel-AcnB verursachen konnte, doch scheint eine unspezifische
Bindung von KoBalt wahrscheinlich..

Demnach kénnen Apo-[4Fe-4S]-Proteine in vitro unter Zugabe von Kobaltchlo-
rid und Lithiumsulfid mehr als drei Kobalt pro Monomer binden. Allerdings
scheinen sie unter Zugabe von hohen Uberschiissen an Kobaltchlorid auch

unspezifisch Kobalt zu binden. Daher wiére es interessant, die Cluster unter
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Nutzung der E. coli Assemblierungs-Maschinerien zu synthetisieren und das
artifizielle Cluster in vivo spezifisch auf die Gertistproteine zu tibertragen.

3.1.2 In vivo-Synthese artifizieller Kobalt-Schwefel-Proteine

Von der ,iron-sulfur cluster” (ISC)-Assemblierungsmaschinerie in E. coli ist
bekannt, dass diese bei einem Uberschuss an Kobalt im Medium dieses statt
Eisen in die Eisen-Schwefel-Proteine einbauen kann. 14 Dies sollte dazu ge-
nutzt werden, in vivo Kobalt-Schwefel-Proteine zu produzieren. Dazu wurden
die Eisen-Schwefel-Protein-produzierenden Stimme in einem speziellen M9-
Medium unter Eisenausschluss mit 150 M Kobaltchlorid angezogen und das
Protein im Anschluss isoliert.

3.1.2.1 Isolierung von Kobalt-Rubredoxinen

Da Rubredoxine nur eine Metallbindestelle besitzen, wurden zunichst E. co-
li BL21 pGEX-6P-2-rubA und E.coli C41 pGEX-6P-2-rxn in M9-Medium pas-
sagiert und anschlieffend die Genexpression in je 1 L M9-Medium induziert.
Nach 16 h Expression wurden 3,3 g CmRxn-produzierende Zellen und 3,2 g
DgRxn-produzierende Zellen in einem griinlichen Zellpellet geerntet. Uber eine
GST-Chromatografie wurde eine griine Rubredoxinlosung isoliert, welche im An-
schluss in HEPES-Puffer dialysiert wurde. Dabei fiel ein Teil des GST-DgRxn aus.
Vom restlichen Protein wurde mittels ICP-MS der Kobalt-, Eisen- und Zinkgehalt
pro Monomer bestimmt (vgl. Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: Metallzusammensetzung der aus M9-Medium isolierten Rubredo-
xine. Mittels ICP-MS wurden der Metallgehalt in den Rubredoxinen GST-CmRxn
und GST-DgRxn bestimmt, wihrend die Proteinkonzentration {iber die Bestimmung
nach Bradford ermittelt wurde. Daraus ergibt sich, dass etwa ein Drittel der isolierten
Rubredoxine als Kobalt-Proteine und ein geringer Anteil Eisen oder Zink gebunden
hatte.

Pro Liter Medium wurden 0,55 ymol GST-CmRxn isoliert. Diese enthielten
0,72 Kobalt, 0,07 Eisen und 0,04 Zink pro Monomer. Vom DgRxn wurden
0,12 ymol GST-DgRxn pro Liter M9-Medium isoliert. Pro Monomer enthielt
dieses Protein 0,62 Kobalt, 0,09 Eisen und 0,07 Zink.

Zusammengefasst waren die aus dem M9-Medium isolierten Proteine etwa zu
zwei drittel mit Kobalt beladen, wahrend ungefiahr 20 % in der Apoform vorla-
gen. Die restlichen Monomere trugen zu etwa gleichen Teilen entweder Eisen
oder Zink in ihrem aktiven Zentrum. Demnach kann E. coli Kobalt aus dem
Medium in vivo in Rubredoxine einbauen. Diese Methode sollte im Anschluss

auf die komplexeren [4Fe-4S]-Proteine tibertragen werden.

3.1.2.2 Isolierung von Kobalt-Schwefel-Proteine

Fiir die in vivo-Assemblierung der [4Co-4S]-Cluster wurden die Aconitasen als
Gertistproteine eingesetzt. Die AcnB zeigte in den bisherigen Bindestudien gute
Kobaltbindeeigenschaften, wihrend die thermostabilen Aconitasen AaAcn und
TtAcnA, welche in vitro kaum Kobalt gebunden haben, eine stabile Variante der
[4Co0-4S]-Biohybride ergeben wiirden. Um Konstrukte ohne Polyhistidintag zu
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erhalten, wurden E. coli BL21 pET16b-acnB, E. coli BL21 pET16b-acn bzw. E. coli
BL21 pET16b-acnA in M9-Medium passagiert und im Anschluss AcnB, AaAcn
bzw. TtAcnA in 1 L M9-Medium produziert. Aus 5,4 g Zellpellet wurden mittels
AEC und HIC 1,2 mM AcnB isoliert. AaAcn und TtAcnA wurden aus jeweils
2,5 g Zellen isoliert. Das gelbliche Protein wurde mittels EAS charakterisiert (vgl.
Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: Aus M9-Medium isolierte Kobalt-Schwefel-Aconitasen. Das Elek-
tronenabsorptionsspektrum von 350-800 nm von 22 yM AcnB (rot), 85 uM AaAcn
(braun) und 65 uM TtAcn (dunkelblau) nach der Isolierung aus einem Kobalt-M9-
Medium.

Die Spektrn der aus M9-Medium isolierten Aconitasen zeigt Maxima bei 335 nm,
430 nm, 590 nm, 540 nm und 580 nm und eine Schulter bei 650 nm. Dies spricht
dafiir, dass die Aconitasen AcnB, AaAcn und TtAcn in vivo unter diesen Bedin-
gungen zwar noch Eisen in ihrem aktiven Zentrum gebunden haben, allerdings
auch Kobalt binden kénnen. Daher eignet sich, nach einer Optimierung des
Ausschlusses von Eisen, diese Methoden, um in vivo Kobalthybride zu erzeugen.
Demnach liefsen sich die Rubredoxine sowohl in vitro tiber chemische Rekonsti-
tution, als auch in vivo mit Kobalt beladen. Auch verschiedene [4Fe-4S]-Proteine,
wie die Aconitasen oder die IspH, sind in ihrer Apoform in der Lage, Kobalt zu
binden, auch wenn bei manchen der Gertistproteine, wie der NadA, die Zugabe
einer Sulfidquelle nétig ist. In vivo ist ebenfalls eine Komplexierung kleinerer
Mengen Kobalt moglich.
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3.2 Die Eisen-Bindestellen des P. putida AlkG

Das Rubredoxin AIkG aus Pseudomonas putida (P. putida) GPol unterscheidet
sich von allen weiteren bekannten Rubredoxinen dadurch, dass es aus zwei
Doménen mit jeweils einer Eisenbindestelle besteht. 70] Die N-terminale Doméne
ist dabei weniger stabil im Vergleich zur C-terminalen Domine.”®) Um das
Vorhandensein der zweiten Bindestelle besser zu verstehen, wurden verkiirzte
Versionen des alkG-Gens konstruiert. Das alkG-CT codiert die Aminosduren
51-173, was der C-terminale Region mit dem Linker, welcher zwischen den
beiden Doménen liegt, entspricht. Im Gen alkG-NT ist in den Aminosduren 1-50
die N-terminale Doméne codiert.

Nach der heterologen Genexpression in E. coli BL21 wurden die rétlichen P. putida
GPol Konstrukte mit einem Affinitdtstag als His;o-TEV-AIkG, Hisc-SUMO-AIKG-
CT und Hisg-SUMO-AIKG-NT aus den Zellen isoliert. Das Hisg-SUMO-AIKG-NT
verlor dabei seine rotliche Farbung, was auf den Verlust des Metallions unter
Luftsauerstoff zurtickzufiihren ist. Im Anschluss konnte der Affinititstag tiber
einen Protease-Verdau mit der Ulp1- bzw. der TEV-Protease abgetrennt werden.
Der abgetrennte Affinitatstag wurde nachfolgenden mittels IMAC entfernt und
bei Bedarf ein weiterer Isolationsschritt mittels SEC durchgefiihrt. Die isolierten

Rubredoxine wurden zunichst mit Kobalt rekonstitutiert.

3.2.1 Charakterisierung der Metallbindestelle mit Kobalt

Um einen tieferen Einblick in die Charakteristika der Metallbindestelle der
N-terminalen Doméne des P. putida GPol AlkG zu bekommen, wurde die Me-
tallbindestelle des Volllangenkonstrukts AlkG mit der des AIkG-CT fiiber die
Bindung von Co(Il) verglichen. Da Kobalt dhnliche chemische Eigenschaften wie
Eisen besitzt, dabei weniger leicht durch Luftsauerstoff oxidiert werden kann
und als Co(IIT) wasserloslich bleibt[lo], eignet es sich dazu die Metallbindestelle
in Eisen-Schwefel-Proteinen aerob zu charakterisieren. In Kombination mit den
stabilen Konstrukten des AIkG und AlkG-CT bietet es ein indirektes System, um
die Instabilitdt des [Fe]-AIkG-NT zu umgehen.
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3.2.1.1 Charakterisierung von Co-AlkG-Konstrukten

Um den natiirlichen Cofaktor Eisen zu entfernen wurden AlkG und AlkG-CT mit
10 % TCA gefallt. Zur Gewinnung des Apoprotein wurde das geféllte Protein mit
HEPES-Puffer gelost. Durch die Zugabe eines 10-fachem Uberschuss von TCEP
und des zweifachen Uberschuss an Kobaltchlorid wurden griine Kobaltderivate
erhalten. Das Resultat der chemischen Rekonstitution des AlkG mit Kobalt
wurde tiber EAS verfolgt (vgl. Abb. 3.7[A]).
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Abbildung 3.7: Bindung von Kobalt an die C-terminale Bindestelle des AlkG.
[A] Vergleich des EAS-Spektrums von 250-800 nm von 100 yM chemisch rekon-
stituierten AIkG-CT (magenta) mit dem des chemisch rekonstituiertem AlkG (cyan).
[B] CD-Spektren von 190-250 nm vom 15 M AIkG-CT nach dem Isolieren, des Apo-
proteins nach der TCA-Fallung und des chemisch rekonstituierten Co-AlkG-CT in ,,
mean residue ellipticity” (mre). [C] Titration von 100 yuM AIkG-CT mit 0-2 eq. Co(II)
pro Metallbindestelle. Die Bindung von Kobalt wurde tiber EAS von 250-800 nm
verfolgt. [D] Gebundene Aquivalente Kobalt pro Monomer bei Zugabe von 0-5 eq.
Co(II) pro Bindestelle, welche tiber ICP MS und Bradfordassay bestimmt wurden.
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Das EAS-Spektrum des AIKG-CT zeigt Absorptionsmaxima im UV /VIS-Bereich.
Die Absorptionsbande bei 350 nm mit einer molaren Absorption von 2231
M~lem~! kann auf einen LMCT zwischen dem Co(II) und dem Schwefel des
Cysteins zuriickgefiihrt werden40 157, 158] Dje weiteren Extinktionsbanden
bei 623 nm, 662 nm, 690 nm und 753 nm zeigen geringere Intensitdten und lassen
sich auf LF-Ubergénge einer verzerrt tetraedrische Symmetrie von high-spin
Co(II)-Komplexen zuriickfiihren! 199

Das TCA-gefillte AIkG-CT wurde mit und ohne Zugabe von CoCl, rekonstitu-
iert und die Sekundarstrukturelemente des isolieren Fe-AlkG, des Apo-AlkG-CT
und der Kobalt-substituierte Variante iiber CD-Spektroskopie bestimmt (vgl.
Abb. 3.7[B]). Durch den Abgleich des fernen UV-CD-Spektrums mit bekannten
Strukturen konnen Sekundarstrukturelemente, wie a-helikale oder B-Faltblatt-
Strukturen, anhand des Spektrums bestimmt werden. Die ,, mean residue ellipti-
city” (mre) ergibt sich aus dem gemessenen CD-Signal in mdeg, der Kiivette mit
1 mm Schichtdicke und Eigenschaften der gemessenen Probe, einschlieflich der
Konzentration und der Anzahl der Aminosduren.

Die CD-Spektren des AIkG-CT zeigen Minima bei 200 nm und bei 220 nm mit
nahezu identischen Intensitdten. Daher iibernimmt das Apoprotein eine ver-
gleichbare Strukur wie das [Fe]-AlkG-CT oder das [Co]-AlkG-CT. Dies lasst
darauf schliefSen, dass die Bindung des Metallions kaum Einfluss auf die Se-
kundérstruktur und damit vermutlich auch die Tertidrstruktur des Proteins hat.
Demnach ist auch kein Metallion zur korrekten Riickfaltung des AIkG-CT notig
und das Apoprotein kann im Anschluss mit Kobalt beladen werden.

Daher wurde das Apoprotein mit TCEP reduziert und Kobaltchlorid zum
AIKG-CT titriert, um die Bindung des Co(Il) an die Metallbindestelle mittels
EAS zu verfolgen (vgl. Abb. 3.7[C]). Da die Banden der LF-Ubergénge sensi-
tiver auf die Bindung des Kobalts reagieren und sich im Bereich der LMCT
eine Verschiebung der Basislinie zeigte, wurden die LF—Ubergéinge verwendet,
um die Menge an Kobalt zu bestimmen, welche fiir die komplette Beladung
der Metallbindestelle nétig sind. Schon mit mehr als einem Aquivalent Kobalt
steigt die Extinktion bei 750 nm nicht mehr an. Demnach ist eine &quimolare
Konzentration ausreichend, um das AlkG-CT komplett mit Kobalt zu beladen.
Auch das Volllangenkonstrukt AlkG wurde mit Kobalt rekonstituiert. Nach Ent-
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fernen von TCEP und {iiberschiissigen Kobaltchlorid zeigt das EAS-Spektrum
ebenfalls den LMCT bei 350 nm und die LF-Ubergéinge zwischen 600 nm und
800 nm (vgl. Abb. 3.7[A]). Die molare Extinktion bei 750 nm lag bei 530 M~'cm 1,
also fast doppelt so hoch im Vergleich zum AIkG-CT mit 350 M~ 'cm 1. Dem-
nach bindet AIkG vermutlich mehr als ein Kobalt pro Monomer.

Um die Bindung des Co(Il) an das AIkG zu verfolgen, wurde Kobaltchlorid
zum reduzierten Apoprotein titriert und die Bindung tiber EAS verfolgt (vgl.
Abb. 3.8[A]). Auch hier geniigt ein Aquivalent Kobalt pro Bindestelle, was fiir

eine Beladung beider Domédnen mit Kobalt spricht.
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Abbildung 3.8: Bindung von Kobalt an das AlkG. [A] Bindestudie von 100 uM
AlkG mit 0-2 eq. Co(II) pro Metallbindestelle. Die Bindung von Kobalt wurde {iber
EAS von 250-800 nm verfolgt. [B] Gebundene Aquivalente Kobalt pro Monomer bei
Zugabe von 0-5 eq. Co(Il) pro Bindestelle bestimmt tiber ICP-MS und Bradford-Assay.
[C] CD-Spektren von 300-800 nm von 1,2 mM AIKG (cyan) nach der Rekonstitution
mit Kobalt im Vergleich zum CD-Spektrum der C-terminalen Doméne (magenta)
nach der Rekonstitution mit Kobalt.
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Um den grofien Hintergrund im EAS-Spektrum des AlkG zu umgehen, wur-
den CD-Spektren im UV- und VIS-Bereiche aufgenommen (vgl. Abb. 3.8[C]).
Auch hier zeigen sich grofie Ubereinstimmungen in den Spektren von AlkG
und AIKG-CT im Bezug auf die Lage der Maxima, doch zeigt auch hier das
AlkG-CT ausgeprégtere Peaks. Im Vergleich zur EAS wird im CD-Spektrum
eine weitere Absorptionsbande des AIkG bei 490 nm sichtbar. Diese konnte zu
eine low-spin Co(IlI)-Spezies gehoren, welche {iber Rontgenabsorptionsspektro-
skopie, ,extended X-ray absorption fine structure” (EXAFS)-Spektroskopie und
Elektronenspinresonanz (EPR)-Spektroskopie identifiziert. [160]

3.2.1.2 Quantifizierung der Kobaltbindung

Um die Kobaltbindung zu quantifizieren wurden bis zu fiinf Aquivalente CoCl,
pro Metallbindestelle zu 10 uM reduziertem Apoprotein gegeben, nicht gebun-
denes Kobalt entfernt und die Menge an Kobalt, Eisen und Zink mittels ICP-MS
bestimmt und mit der Proteinkonzentration verglichen.

Beim AlkG-CT konnten vor der chemischen Rekonstitution ~0,3 Eisen und
>0,1 Zink pro Monomer gemessen werden, welche auch durch Zugabe von
Kobaltchlorid nicht verdrangt werden konnten (vgl. Abb. 3.7[D]). Weiter wur-
den ~0,8 Kobaltionen pro Monomer komplexiert. Auch mit Zugabe von bis zu
5-fachen Uberschuss an Kobaltchlorid konnte nicht mehr Kobalt gebunden wer-
den. Dies konnte ein Resultat von Missfaltung nach der TCA-Fallung oder einer
Ungenauigkeit bei der Proteinkonzentration liegen. Auch die Bildung von Thiol-
gruppen konnte die Kobaltbindung verhindern. Mittels Elektrospray-lonisation
Massenspektrometrie (ESI-MS) des AlkG-CT konnte jedoch kein Hinweis auf
oxygenierte Cysteine am Apo-AlkG-CT gefunden werden. [160]

Die Kobaltbindung an das Volllangenkonstrukt von AlkG wurde ebenfalls mit-
tels ICP-MS quantifiziert. Dabei kam es mit der Zugabe von zwei Aquivalenten
Co(II) pro Metallbindestelle zu einer geringen Erhohung des Kobaltgehalts auf
~2 Kobalt pro Monomer (vgl. Abb. 3.8[B]). Demnach sind beide Bindestellen des
AIKG mit Kobalt beladen. Allerdings ist dafiir 1 Aquivalent pro Bindestelle nicht

ausreichend. Grofiere Mengen Kobalt konnten auch bei einer hoheren Verfiigbar-
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keit von Co(II) nicht erreicht werden. Dies stimmt auch mit den Ergebnissen der
EAS iiberein.

Zusammengenommen zeigen die Daten, dass sich beide Bindestellen des AlkG
mit Kobalt besetzen lassen. Wiahrend beim AlkG-CT eine dquimolare Menge
Kobalt ausreicht, ist beim AIkG ein geringer Uberschuss an Kobalt nétig. Daher
wurden fiir die folgenden Rekonstitutionen zwei Aquivalente Kobalt pro Metall-
bindestelle eingesetzt. Neben der Tatsache, dass die N-terminale Doméne des
AIKG erst bei hoheren Kobaltkonzentrationen vollstandig besetzt ist, zeigt sich
dort auch anstelle einer Co(II)- eine Co(III)-Spezies. Im Folgenden sollte ermittelt

werden, ob dies auch in vivo eine Bedeutung hat.

3.2.1.3 Biologische Relevanz der Co(III)-Spezies

Um die biologische Relevanz der Co(Ill)-Spezies in der N-terminalen Doma-
ne des AIKG zu untersuchen, wurden die alkG-exprimierenden Zellen an ein
spezielles M9-Medium adaptiert, welches Eisen ausschliefst und 150 uM CoCl,
enthélt. Anschlieflend wurde in grofSen Kulturen exprimiert und das AlkG mit-
tels einer IMAC mit einer Co TALON-S&ule isoliert. Charakterisiert wurden die

Kobalt-Rubredoxine mittels EAS (vgl. Abb. 3.9) und ICP-MS.

Das Elektronenabsorptionspektrum des Hiso-TEV-AIkG zeigte identische Si-
gnal zum rekonstituierten AlIkG. Mittels ICP-MS konnte ermittelt werden, dass
es ~0,9 Co pro Monomer enthielt. Dies deutet darauf hin, dass nur eine Doméne
mit Kobalt beladen war. Auch zeigt sich mit je 0,2 Aquivalenten noch eine signi-
fikante Menge Eisen und auch Zink.

Anschlieffend wurde der Affinitdtstag mit der tobacco edge virus (TEV)-Protease
in Anwesenheit von DTT und EDTA entfernt und ungeschnittenes Protein,
Protease und Tag vom AlkG chromatografisch abgetrennt. Im Elektronenab-
sorptionsspektrum werden dadurch die Signale, welche verantwortlich fiir die
Koordination des Tetrathiolats sind, geringer. Dafiir entsteht eine Maximum bei
530 nm, welches von einer Co(IlI)-Spezies stammen konnte.

Anhand der in vitro und in vivo Bindestudien des AlkG und AlkG-CT mit Ko-

baltchlorid kann zusammengefasst werden, dass die N-terminale Doméne des
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Abbildung 3.9: Kobalt-AlkG nach der Isolierung aus M9-Medium. Das EAS-
Spektrum von 250-800 nm zeigt die molare Extinktion von 100 uM AlkG, welches
unter Ausschluss von Eisen in Medium mit 150 uM CoCl, in vivo synthetisiert wurde,
vor und nach der Entfernung des Affinitdtstags. Diese unterscheiden sich durch ein
Maximum bei 530 nm nach dem Entfernen des Tags.

AlkG Co(II) binden kann. Dabei komplexiert sie das Co(Il) weniger stark als die
C-terminale Domine, weshalb dieses leicht zu Co(IIl) reduziert werden kann.
Weiter sollte tiberpriift werden, ob dies auf die Eisenbindung {ibertragen werden
kann.

3.2.2 Charakterisierung der Metallbindestelle mit Eisen

3.2.2.1 Stabilitit des AlIkG-NT

Die N-terminale Doméne des AlkG wurde in bisherigen Studien als Spaltungs-

70] In dieser Arbeit wurde ein Kon-

produkt des Volllangenproteins untersucht. |
strukt mit einem Polyhistidin-SUMO-Tag designet, welcher {iber Proteolyse mit
der Ulpl-Protease abgetrennt werden kann. Die Stabilitdt des AlIkG-NT sollte
anhand der Bindungskapazitidt von Eisenionen an das Protein tiberpriift werden.
Dazu wurde von einem Teil des AIKG-NT der Hisg-SUMO-Tag entfernt und
das Protein 24 h bei 4 °C gelagert. Nachdem auch von dem restlichen AlkG-NT
der Affinitdtstag entfernt wurde, wurde direkt eine Eisenbindestudie mit bei-

den Proben durchgefiihrt. Beide AlkG-NT-Proben wurden reduziert und unter
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Ausschluss von Sauerstoff mit einer Fe(Il)- bzw. Fe(Ill)-Quelle rekonstituert. Die
Bindung von Eisen wurde photometrisch verfolgt (vgl. Abb. 3.10).
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Abbildung 3.10: Bindung von Eisen an AlkG-NT. Das AIkG-NT wurde direkt nach
dem Protease-Dau (durchgezogene Linie) und nach 24 h bei 4 °C mit Fe(Il) (orange)
und Fe(IIl) (braun) rekonstituiert. Die Elektronenabsorptionsspektren zeigen, dass
durch die Lagerung die Bindungskapazitdt des AIkG-NT verloren geht.

Auch ohne Zugabe einer Eisenquelle sind im EAS-Spektrum der Probe direkt
nach dem Protease-Verdau Extinktionsmaxima bei 330 nm und 455 nm zu er-
kennen. Demnach ist nach der IMAC noch Eisen in der Metallbindestelle des
AlkG-NT vorhanden ist. Sowohl die Zugabe von Fe(II), als auch die Zugabe von
Fe(III) fiihrt zu einer Zunahme der Extinktion dieser Maxima. Demnach kann
das frisch isolierten AIkG-NT Eisen in seiner Metallbindestelle komplexieren.
Dagegen liegt nach 24 h bei 4 °C kein [Fe]-AlkG-NT mehr vor. Das Apoprotein
ist auch nicht mehr in der Lage, Eisen zu binden. Das EAS-Spektrum zeigt nur
eine Verschiebung der Basislinie und eine Schulter bei 330 nm.

Da auch bei dem hier verwendeten Konstrukt die Stabilitdt des AIkG-NT nach
dem Abtrennen des restlichen Proteins gering ist, wurde im folgendem mit
dem Hisg-SUMO-AIKG-NT gearbeitet. Um den Einfluss des Affinitdtstags auf
die Studien zu beurteilen, wird das deutlich stabilere AlkG-CT mit dem Hisg-
SUMO-AIkG-CT verglichen. Zunéchst solle ermittelt werden, welchen Einfluss

die Eisenquelle auf die Bindung von Eisen an die Rubredoxine hat.
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3.2.2.2 Einfluss der Eisenquelle auf die Bindekapazitit des
AlkG-CT

Fiir die in vitro-Synthese der Fe-Rubredoxine aus den Apoproteinen verschiede-
ner Konstrukte des AlkG sollte nach der Reduktion mit 10 eq. TCEP die Rekonsti-
tution durch Zugabe einer Eisen-Quelle erfolgen. Zur Ermittlung der am besten
geeigneten Fe-Quelle wurde das AIkG-CT mit Ammoniumeisen(Il)-sulfat, mit
Ammoniumeisen(Ill)-citrat und mit einer 1:1-Mischung dieser Eisensalze inku-
biert. Eingesetzt wurden jeweils 2,5 eq. Fe im Bezug auf die Proteinkonzentration.
Die Bindung wurde photometrisch verfolgt (vgl. Abb. 3.11)
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Abbildung 3.11: Einfluss der Eisenquelle auf die Bindung an das AlkG-CT. Das
AlkG-CT wurde anaerob mit eine Fe(Il)-, einer Fe(IlI)-Quelle und einer Fe(II)-Fe(III)-
Mischung inkubiert und mittels EAS von 250-nm 800 nm charakterisiert. Anhand
der Spektren des rekonstituierten AIkG-CT ist zu erkennen, dass die Effektivitat der
Eisenbindung bei einer Mischung von Fe(Il) und Fe(II) besser ist, als bei Einsatz nur
einer Eisenquellen.

Nach Zugabe von Eisenionen zum reduzierten Apoprotein AIkG-CT zeigen
sich Absorptionsmaxima bei Wellenldngen zwischen 315 nm und 585 nm. Diese
liegen bei der Probe mit Fe(Il) bei maximal 2000 M~'cm ™! und fiir die Probe
mit Fe(III) bei maximal 4000 M~'cm~!. Dagegen sind die Peaks bei der Zugabe
einer 1:1-Mischung von Fe(II) und Fe(III) mit einer maximalen Absorption vom
8000 M~lem ™! intensiver und klarer voneinander zu unterscheiden. Daher wur-
den die chemischen Rekonstitution der Konstrukte des AIkG mit einer Mischung
von Ammoniumeisen(Il)-sulfat und Ammoniumeisen(IIl)-citrat im Verhaltnis
1:1 durchgefiihrt.
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3.2.2.3 Charakterisierung des rekonstituierten [Fe]-AlkG

Zur strukturellen Charakterisierung der isolierten Konstrukte des AIkG wurden
unmittelbar nach dem Abtrennen des Polyhistidintags mittels CD-Spektroskopie
im fernen UV-Bereich aufgenommen (vgl. Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Struktur der AlkG-Konstrukte nach dem Isolieren. Die all-
gemeine Struktur der AlkG-Konstrukte wurde nach dem Isolieren mittels CD-
Spektroskopie von 190-250 nm verglichen. Das CD-Spektrum im fernen UV-Bereich
zeigt, dass das AIkG (cyan) hauptsdchlich in a-helikaler Form vorliegt, wahrend
AIKG-NT (grau) und AIKG-CT (magenta) auch einen grofieren Anteil an random
coil-Strukturen enthalt.

Die CD-Spektrum von AlkG hat ein negatives Maximum bei etwa 205 nm, wih-
rend diesen bei AIkG-NT und AIkG-CT bei etwa 200 nm liegt. Einen weiteren
negativen Peak zeigen die Spektren bei etwa 222 nm. Das Spektrum des AlkG
schneidet zusiatzlich die X-Achse bei etwa 195 nm. Sowohl dies, als auch die
beiden Minima weisen auf a-helikale Elemente hin, wiahrend die Verschiebung
des Spektrums in den negativen Bereich unterhalb von 200 nm auf ,,random
coil”-Strukturen beim N- und beim C-terminalen Konstrukt hinweist. Demnach
stabilisieren sich die beiden Doménen gegenseitig.

Zur Charakterisierung der Bindung des Eisens im Protein wurden die rekonstitu-
ierten AlkG-Konstrukte mittels EAS und CD-Spektroskopie im UV /VIS-Bereich
untersucht (vgl. Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: Charakterisierung der rekonstituierten AlkG-Konstrukte.[A] Das
EAS-Spektrum von AIkG (cyan), AIkG-CT (magenta), Hisc-SUMO-AIKG-CT (pink)
und Hisg-SUMO-AIKG-NT (grau) von 250-800 nm. Die Spektren des AlkG und
beider AlkG-CT unterscheiden sich nur in ihren Intensitit, wihrend das N-terminale
Konstrukt andere Maxima zeigt. [B] Das CD-Spektrum von AlkG (cyan) und des
AlkG-CT (magenta), Hiss-SUMO-AIKG-CT (pink) und Hise-SUMO-AIKG-NT (grau)
im UV /VIS-Bereich. Das Spektrum des AIkG entspricht dem des AIkG-CT, wiahrend
der Hisg-SUMO-Tag im kurzwelligen Bereich Unterschiede verursacht. Das Spektrum
des Hisg-SUMO-AIKG-NT weicht von diesen Spektren ab. [C] Die Ergebnisse der
ICP-MS-Proben zeigen zwei gebunden Eisen pro Monomer beim AlkG-NT und beim
AlkG-CT, wahrend das Volldngenkonstrukt vier Eisen Pro Monomer gebunden hat.
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Die EAS-Spektren der verschiedenen AlkG-Konstrukte zeigen dabei Unterschie-
de (vgl. Abb. 3.13[A]). Das Absorptionsspektrum des AIkG zeigt neben dem fiir
Proteine typischen Peak bei 280 nm weiter Peaks zwischen 300 nm und 650 nm.
Die Maxima liegen bei 315 nm, 340 nm, 380 nm, 495 nm und 585 nm. Wihrend
das AIkG-CT, sowohl mit als auch ohne Polyhistidin-SUMO-Tag, ein vergleich-
bares Spektrum mit geringerer Intensitit zeigt, zeichnet sich das Spektrum des
Hisg-SUMO-AIKG-NT nur durch zwei Peaks bei 355 nm und 480 nm und einer
Schulter bei 585 nm aus. Insgesamt zeigen diese geringere molare Intensitdten,
was auf eine geringere Beladung hindeutet.

Die Eisen-Rubredoxine wurden ebenfalls mittels CD-Spektroskopie im UV /VIS-
Bereich charakterisiert (vgl. Abb. 3.13[B]). Die Maxima sind in Tabelle 3.13 zu-

sammengefasst.

Tabelle 3.2: Minima und Maxima der CD-Spektren im UV/VIS-Bereich von
AIkG,(Hise-SUMO-)AlkG-CT und Hiss-SUMO-AIKG-NT.
AIKG  (Hisg-SUMO-)AIKG-CT Hisg-SUMO-AIKG-NT

320 nm 320 nm 330 nm

350 nm 350 nm 410 nm
Minimum 410 nm 410 nm 500 nm

500 nm 500 nm

630 nm 630 nm

340 nm 340 nm 320 nm
Masimum 385 nm 385 nm 380 nm

440 nm 440 nm 450 nm

560 nm 560 nm 580 nm

Dabei sind im CD-Spektrum des AlkG bedeutend mehr Signale zu beobach-
ten. So sind Minima bei 320 nm, 350 nm, 410 nm, 500 nm und 630 nm im
CD-Spektrum des AlkG zu erkennen, wéahrend die Maxima dazwischen bei 345
nm, 385 nm, 440 nm und 565 nm liegen. Das AlkG-CT zeigt die selben Maxima,
allerdings mit geringerer Intensitét. Insgesamt ist das Spektrum des Hisg-SUMO-
AlKG-CT damit vergleichbar, allerdings sind die Intensitdten der Peaks bei 320
nm und bei 345 nm durch den Tag deutlich erhoht.

Das N-terminale Konstrukt Hisg-SUMO-AIKG-NT zeigt auch bei den CD-
Spektren deutlich geringere Intensitdten und weniger Peaks als das C-terminale
und das Volllingen-Konstrukt. Ubereinstimmend zeigt es bei 410 nm und bei 500
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nm ein Minimum. Bei 320 nm besitzt des AlIkG-Spektrum ein weiteres Minimum,
wahrend dort bei Spektrum des Hisg-SUMO-AIKG-NT ein Maximum liegt (vgl.
3.2. Des Weiteren gibt es abweichend noch ein Minimum bei der Wellenldnge
330 nm und Maxima bei den Wellenldngen 380 nm und 589 nm.

Die Bindung von Eisen an die AlkG-Konstrukte wurde mittel ICP-MS auch
quantifiziert (vgl. Abb. 3.13[C]). Demnach waren am AIkG 3,30+0,07, am His-
SUMO-AIKG-NT 1,63+0,04, am AIkG-CT 2,42+0,24 und am His-SUMO-AIkKG-
CT 1,99£0,05 Eisen pro Monomer gebunden. Dies entspricht bei allen Konstruk-
ten etwa zwei Eisen pro bekannter Metallbindestelle. Diese deutet darauf hin,
dass jede Rubredoxindoméne zwei Eisenbindestellen besitzt. Der His-SUMO-Tag
scheint kaum FEinfluss auf die Bindekapazitdten zu haben.

Demnach ist das Eisen in der N-terminalen Doméne anders komplexiert, als in
der C-terminalen Domé&ne des Rubredoxins AlkG. Nachfolgend soll ermittelt
werden, ob dieser Unterschied einen Einfluss auf die Stabilitat des [Fe]-Clusters
in den Doménen hat.

3.2.2.4 Stabilitit der [1Fe]-Clusters in P. putida A1kG

Zur Ermittlung der Stabilitdt der [1Fe]-Cluster des Rubredoxins AlkG wurden
die Konstrukte nach der Rekonstitution mit Eisen unter Sauerstoffausschluss in
eine Kiivette {iberfiihrt, Luftsauerstoff ausgesetzt und der Verlust des Clusters
photometrisch verfolgt (vgl. Abb. 3.14).

Das EAS-Spektrum des AIKG zeigt eine geringe Verschiebung der Absorption
im Verlauf der Inkubation des Proteins unter Luftsauerstoff (vgl. Abb. 3.14[A]).
Dagegen bleibt das Spektrum des Hisg-SUMO-AIkG-CT stabil (vgl. Abb. 3.14[B]).
Das N-terminale Konstrukt dagegen verliert das Eisen innerhalb von 4 h fast
komplett (vgl. Abb. 3.14[C]).

Demnach ist das Eisen in der C-terminalen Doméne vor Luftsauerstoff geschiitzt,
wihrend es in der N-terminalen Doméne oxidiert werden kann. Dies stimmt
auch mit der Beobachtung tiberein, dass das AIkG-NT im Verlauf der Isolierung
seine rotliche Farbung verliert. Allerdings scheint die C-terminale Doméne eine

schiitzende Wirkung auf die N-terminale Doméne zu besitzen, was sich in der
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Abbildung 3.14: Stabilitit der rekonstituierten [Fe]-Rubredoxine. Die AlkG-
Konstrukte wurden unter Sauerstoffausschluss rekonstituiert, Luftsauerstoff aus-
gesetzt und EAS-Spektren aufgenommen [A] Stabilitdt des AlkG tiber einen Zeit-
raum von 16 h. Ein geringer Shift des Spektrums zeigt wenig Zerfall der [Fe]-Cluster.
[B] Stabilitit des Hisg-SUMO-AIKG-NT. Das [Fe]-Cluster zerfallt innerhalb von 4 h.
[C] Stabilitit des Hisg-SUMO-AIKG-CT. Uber 10 h unter Luftsauerstoff ist kein Zerfall
des [Fe]-Clusters zu beobachten. [D] Vergleich der Extinktion der AlkG-Konstrukte
bei einer Wellenldnge von 500 nm in Abhédngigkeit von der Zeit unter Luftsauerstoff.
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geringen Abnahme der Intensitidt im Spektrum des AlkG widerspiegelt.
Weiter sollte ermittelt werden, ob bei allen Konstrukten eine &quimolare Zugabe
von Eisen ausreicht, um die Bindestellen zu besetzen.

3.2.2.5 Bindung von Eisen in die Metallbindestelle der P.

putida Rubredoxine

Um die Bindung von Eisen an die Metallbindestellen der P. putida AIkG pho-
tometrisch zu verfolgen, wurden in einer Bindestudie zwei Aquivalente Eisen
pro Bindestelle zu 100 M der der verschiedenen AlkG-Konstrukte titriert. Da-
bei wurde alle 0,5 eq. ein Spektrum um UV /VIS-Bereich aufgenommen (vgl.
Abb. 3.15).

Dabei zeigt sich sowohl beim Vollldangen-AlkG, als auch beim N-terminalen Kon-
strukt eine Sattigung mit 1 eq. Eisen pro Bindestelle, wihrend das C-terminale
Konstrukt sowohl mit als auch ohne Histidintag 1,5 eq. zur Sattigung benétigt.

Beide Dominen des AlkG konnen demnach Eisen sowohl einzeln, als auch im
Volllangenkonstrukt binden. Doch werden hier die Ergebnisse der Kobaltbin-
destudien bestitigt, dass das Metallion in der C-terminalen Bindestelle starker
gebunden wird. Aufierdem wird die Sekundérstruktur des AIkG-NT von der
C-terminalen Doméne stabilisiert.
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Abbildung 3.15: Bindung von Eisen an die AlkG-Konstrukten des AlkG. Zu
100 uM der Rubredoxine [A] AIkG, [B] His;p-SUMO-AIKG-NT, [C] AIKG-CT und
[D] His9-SUMO-AIKG-CT wurden bis zu 2 eq. CoCl, pro Bindestelle titriert und
die Bindung von Kobalt spektroskopisch von 300-700 nm Wellenldnge verfolgt. Die
Kobalt-Rubredoxin-Spektren werden charakterisiert durch LMCT, welche entspre-
chend durch Extinktion bei zwischen 350 nm und 650 nm sichtbar werden.
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3.3 Strukturelle Charakterisierung einer
sauerstoffstabilen Variante der DdHyd AB

Die Desulfovibrio desulfuricans Hydrogenase (DdHydAB) enthilt in seiner
aktiven Form, neben zwei [4Fe-4S]-Clustern, ein sogenanntes H-Cluster
bestehend aus einem [4Fe-4S]-Cluster, welches {iber einen Cysteinrest mit einem
speziellen [2Fe]-Cluster mit kleinen anorganischen Liganden verbunden ist. Am
distalen Eisen (Fe;) findet die reversible Oxidation von Wasserstoff statt.[114]
In vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von
Natriumsulfid zur enzymatisch aktiven Holoform des DdHydAB zu einer
sauerstoffstabilen, aber inaktiven Variante der DdHydAB (Hj;,,t) fiihrt/40].
Diese sollte nun mittels Dampfdiffusions-Methode kristallisiert und tiber
Rontgenstrukturanalyse charakterisiert werden, um die Position und Art des

Liganden zu analysieren.

3.3.1 DdHydAB nach drei Tagen unter Luftsauerstoff

Die DdHydAB in seiner H;,,.-Form kristallisierte unter aeroben Bedingungen
innerhalb von drei Tagen bei 12 °C. Es entstanden ldngliche, braune Kristal-
le im Grofienbereich von 20-200 ym, was darauf hindeutet, dass diese Eisen-
Schwefel-Cluster enthalten (vgl. Abb. 3.16[A]). Die Kristalle behielten ihre Farbe
fiir mindestens zwei Wochen. Um einen oxidativen Schaden zu vermeiden, wur-
de ein Teil der Kristalle dennoch nach drei Tagen gefischt, in cryoprotektierender
Losung inkubiert und in fliissigem Stickstoff bis zur Rontgenstrukturanalyse
gelagert.

Die DdHydAB H;,,; kristallisierte in der orthorhombischen Raumgruppe
P2,2,2; mit den Zellparametern a=93 A, b=86 A, c=88 A, a=p=7= 90 °(vgl.
Tab. 5.1). Eine asymmetrische Einheit enthélt ein Molekiil DdHydAB. Zum Losen
der Struktur des DdHydAB im H;,,,.;-Zustand wurde die bisher einzige veroffent-
lichte Struktur der DdHydAB (PDB-ID: 1HFE) als Startmodell zum Molekularen
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Abbildung 3.16: Kristallstruktur der D. desulfuricans Hydrogenase im inaktiven
Zustand. [A] Braune DdHydAB-Kristalle nach drei Tagen Wachstum. [B] Das Protein-
riickgrat istim Cartoon-Stil repréasentiert, wiahrend die Aminosduren der Aminosédure-
seitenketten und die Cofaktoren in der Stick-Darstellung gezeigt sind. Das H-Cluster
und das Cys178 in ihrer 2Fo-Fc-Elektronendichtekarte (blaues Netz). [C] Anormale
Elektronendichte (oranges Netz) der zuséitzlichen Liganden an der freien Koordi-
nationsstelle des Fe;. [D] Die Elektronendichte an den drei [4Fe-4S]-Cluster der
DdHydAB. [E] Uberlagerung der Struktur mit dem Modell der DdHydAB im Hpx-
Zustand (PDB ID:1HFE). Die Architektur der DdHydAB im H;,,,¢-Zustand (blau) ist
insgesamt identisch zu der Struktur des Startmodells (griin).
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Ersatz eingesetzt. Die Autoren geben an, dass sich dieses im Hj;,,;-Zustand
befindet. Es kristallisierte in der Raumgruppe P212;2 mit zwei Monomeren pro
asymmetrischer Einheit. [117)
statistiken der DdHydAB H;,,,+-Struktur konnen Tabelle 5.1 entnommen werden.

Die Struktur wurde bis zu einer Auflosung von 1,65 A verfeinert.

Die Parameter des Kristalls und die Verfeinerungs-

Insgesamt ist das dreidimensionale Strukturmodell der DdAHydAB im H;j, ;.-
Zustand mit einer Standardabweichung (,,root mean square deviation”; rm.s.d.)
von 0,367 identisch mit der Struktur im Hpx-Zustand (vgl. Abb. 3.16[E]). Alle
Aminosdurereste, mit Ausnahme des C-terminalen Affinitdtstags der grofien
Untereinheit, konnten in die Elektronendichte modelliert werden. Die Kette A
setzt sich zusammen aus 16 helikalen Strukturen und 12 B-Stréangen in drei -
Faltblattern, wihrend die Kette B sechs helikale Strukturen bildet. Die Cofaktoren
werden an Cysteinen der Kette A komplexiert und deren Elektronendichte sind
definiert (vgl. Abb. 3.16[D]). Allerdings musste die Besetzung des [2Fe]-Clusters
auf 0,6 reduziert werden, was auf eine unvollstandige Beladung des Clusters
hindeutet. An der Elektronendichte der kubischen Cluster ist kein oxidativer
Schaden zu erkennen.

Die Elektronendichte am H-Cluster im inaktiven Zustand nach drei Tagen zeigt,
neben dem kubischen [4Fe-4S]-Cluster und den beide Eisen, die zwei terminalen
CN- und die zwei terminalen CO-Liganden, das iiberbriickende ADT und den
tiberbriickenden CO-Liganden (vgl. Abb. 3.16[B]). Zusatzlich ist die Elektronen-
dichte eines weiteren Liganden an der freien Koordinationsstelle des Fe; zu
erkennen. Die Elektronendichte entspricht einem Atom mit einem Molekularge-
wicht grofser als 1 mit einem Abstand von 2,4 A vom Fe. Dies kénnte einer Fe-S-
oder einer Fe-O-Bindung entsprechen.[%]

Zur weiteren Charakterisierung wurden anomale Diffraktionsdaten bei 6 keV
gesammelt und analysiert (vgl. Abb. 3.16[C]). Dabei ist die Streuung der Eisen-
und Sauerstoffatome unterdriickt und die von anderen Atomen, wie Schwe-
fel oder Chlorid, erhoht. Die Rontgenabsorptionsbande von Schwefel liegt mit
2,472 keV unter den 6 keV. Dennoch ist es moglich, bei dieser Energie Schwefe-
latome zu lokalisieren. Die daraus resultierende Elektronendichte zeigt einen

entsprechenden Liganden in apikaler Position des Fe;, was, in Kombination mit
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spektroskopischen Analysen und quantenmechanischen Berechnungen (Daten
nicht veroffentlicht), auf die Bindung eines Sulfids hindeutet.

3.3.2 Wechsel der Liganden unter aeroben Bedingungen

Ein Teil der Kristalle wurde acht Tage aerob bei 12 °C in den Kristallisationsbe-
dingungen gelagert. Auch diese wurden im Anschluss in fliissigem Stickstoff

schockgefroren, um sie iiber Rontgenstrukturanalyse strukturell zu charakteri-
sieren (vgl. Abb. 3.17).

Abbildung 3.17: Kristallstruktur der D. desulfuricans Hydrogenase im inaktiven
Zustand nach 8 Tagen unter Sauerstoff. [A] Uberlagerung der Struktur (griin) mit
dem Modell der DdHydAB nach 3 Tagen unter Sauerstoff (blau). Die Architektur der
DdHydAB im Hj;;,,¢-Zustand sind insgesamt identisch. [B] Das Proteinrtickgrat ist im
Cartoon-Stil reprasentiert, wahrend die Aminosduren der Aminosadureseitenketten
und die Cofaktoren in der Stick-Darstellung gezeigt sind. Das H-Cluster und das
Cys178 in ihrer 2Fo-Fc-Elektronendichtekarte (blaues Netz). [C] Anormale Elektro-
nendichte (oranges Netz) der zusédtzlichen Liganden an der freien Koordinationsstelle
des Fe,. [D] Die Elektronendichte an den drei [4Fe-4S]-Cluster der DdHydAB.
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Die dabei ermittelte dreidimensionale Struktur entspricht dabei der Struktur
nach drei Tagen Kristallwachstum (vgl. Abb. 3.17[A]). Allerdings sind Veradn-
derungen der Kofaktoren zu erkennen, welche vermutlich auf oxidative Scha-
digung zuriickzufiihren ist. So spricht ein Verlust an Elektronendichte an dem
[4Fe-4S]-Cluster, welches am nédchsten zur Proteinoberfldche liegt, dafiir, dass
dieses zum Teil zerfallen ist (vgl. Abb. 3.17[D]).

Auch am H-Cluster ist in der bei 12,4 keV gemessenen Elektronendichte eine
Veranderung zu erkennen (vgl. Abb. 3.17[B] und [C]). An der freien Koordi-
nationsstelle des Fe; liegt nun ein Ligand, welcher aus zwei Atomen besteht.
Dafiir wurde an der Position des Cyanidliganden nur noch die Elektronendichte
eines Atoms mit einem Molekulargewicht von mindestens 1 gemessen. Bei 6 keV
konnte keine Elektronendichte in der freien Koordinationsstelle mehr gemessen
werden. Stattdessen streut der Ligand an der fritheren Position des Cyanid-
liganden. Dies spricht dafiir, dass bei lingerer Inkubation des DdHydAB im
Hjyqci-Zustand unter Luftsauerstoff, das gebundene Schwefel mit dem Cyanid
am Fe,; die Position tauschen kann.

Zusammenfassend kann die Bindung eines Schwefelliganden an der freien Ko-
ordinationsstelle des [2Fe]-Clusters der DdHydAB im H;,,-Zustand gezeigt
werden. Diese Form des H-Clusters ist fiir mindestens drei Tage unter Luftsauer-
stoff stabil, bevor ein Austausch des Schwefelliganden mit dem CN-Liganden
am Fe; stattfinden kann.
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Wasserstoff ist ein emissionsfreier, erneuerbarer Energietrager mit einer hohen
Energiedichte, welcher in elementarer Form allerdings nur in geringen Mengen
in der Natur Vorliegt.[L 2] Bei der biologischen Wasserstoffproduktion erfolgt zu-
ndchst eine Spaltung von Wasser in Protonen und Elektronen, was durch Enzyme
wie Hydrogenasen oder dem Photosystem 112-—4 an komplexen, sauerstoff-
sensitive Cofaktoren, wie dem kubischen [Ca-3Mn—4O]—Cluster[5' 6], katalysiert
wird. Fiir eine effiziente und kostengiinstige, industrielle Wasserstoffproduktion
stehen bisher keine stabilen Katalysatoren zur Verfiigung.[&

4.1 Assemblierung von
Kobalt-Schwefel-Biohybriden

Allerdings zeigten in bisherigen Studien, neben Edelmetallkatalysatoren, synthe-
tische Kobalt-Cluster eine Katalyse der Wasserspaltung in organischen Losungs-
mitteln oder in Mischungen aus organischen Losungsmitteln und Wasser. 2.7, 8]
Eine Gruppe der artifiziellen Kobaltkatalysatoren sind kubische Kobalt-Schwefel-
Cluster. Diese sind isostrukturell zum [4Fe-4S]-Clustern des Eisenproteins der
Azotobacter vinelandii Nitrogenase, einem Elektronentransportprotein, und zei-

gen auch dhnliche Potentialdifferenzen. 27!

Zur Entwicklung wasserloslicher
Katalysatoren fiir die Wasserspaltung wire die Stabilisierung dieser Cluster in
Gertistproteinen von entscheidender Bedeutung. Da sich die physikalischen
und chemischen Eigenschaften von Kobalt und Eisen nicht stark voneinander
unterscheiden, Kobalt, im Gegensatz zu Eisen, in beiden Oxidationsstufen was-

serloslich ist!10)

und das Eisen in verschiedenen Proteinen ganz oder teilweise
durch Kobalt ersetzt werden kann!14 32, 161], sollten im Rahmen dieser Ar-
beit die artifiziellen [4Co0-4S]-Cluster durch die Komplexierung in den [4Fe-4S]-
Gertistproteinen in wissriger Losung stabilisiert werden.

Zundchst wurde ein geeignetes Reduktionsmittel ermittelt, um die Thiolgrup-
pen der Cysteinreste in den Metallbindestellen zu reduzieren, ohne dass eine
Interaktion der Reduktionsmittel mit dem Kobaltchlorid stattfindet. Fiir Eisen-

Schwefel-Cluster ist der Einsatz von Dithiothreitol (DTT) und B-Mercaptoethanol
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etabliert.[162] DTT zeigte bei einer Titration von Kobaltchlorid Extinktionsban-
den von 280-525 nm mit hohen Intensititen, wahrend das f-Mercaptoethanol
mehrerer Signale von 265-500 nm zeigte. Bei beiden Reduktionsmitteln fiel ein
schwarzer Niederschlag aus, was eine Bildung von unldslichen Kobaltverbin-
dungen zeigt. Beide Reduktionsmittel enthalten Thiolgruppen, von welchen
bekannt ist, dass diese mit den Thiolgruppen von Cysteinresten konkurrieren
konnen.163) Mit Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) war kein Niederschlag zu
erkennen und bis auf eine starke Extinktionsbande bei 280 nm waren nur Signale
mit schwacher Intensitidt zu erkennen. Daher wurde in den Kobaltbindestudi-
en TCEP als Reduktionsmittel eingesetzt, um durch chemische Rekonstitution
Kobalthybride aus Geriistproteinen und Kobaltchlorid zu assemblieren.

4.1.1 Chemische Rekonstitution von artifiziellen
Kobalt-Schwefel-Clustern

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Rubredoxine als exzellentes Modellprote-
in fiir den Austausch des nattirlichen Cofaktors in Eisen-Schwefel-Proteinen
durch Kobalt eingesetzt. In ihrem aktiven Zentrum wird nur ein [1Fe]-Cluster in
einer tetraedrichen Geometrie an vier Cysteinresten komplexiert, weshalb sie
trotz fehlenden Schwefels die einfachste Variante der Eisen-Schwefel-Proteine
darstellen. 47, 64 Aufgrund ihrer geringen Komplexitit und Grofie wurden sie
eingesetzt, um Methoden fiir die chemische Rekonstitution und die Analytik
von Kobalt-Biohybriden zu etablieren.

Dazu wurden zundchst das Cupriavidus metallidurans Rubredoxin (CmRxn) und
das Desulfovibrio gigas Rubredoxin (DgRxn) aus Escherichia coli (E. coli) iso-
liert und der natiirliche Cofaktor mittels Trichloressigsdure (TCA)-Fallung ent-
fernt. Wahrend der Titration von Kobaltchlorid zu den Rubredoxinen wur-
den Elektronenabsorptionsspektren aufgenommen. Der Peak bei 500 nm im
Spektrum der Rubredoxine ohne Kobaltzugabe resultiert aus geringen Men-
gen Eisen”®), welche nach der TCA-Fillung noch in der Metallbindestelle

gebunden waren. Ansonsten stimmt das Elektronenabsorptionsspektrum des
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[1Co]-CmRxn und des [1Co]-DgRxn mit den Kobaltderivate aus anderen Or-
ganismen iiberein.[32 45, 86] Dag Maximum bei 350 nm kann auf Ligand-zu-
Metall-Ladungstransfer (LMCT) zuriickgefiihrt werden, wihrend die Signa-
le bei 600-800 nm von d-d-Ligandenfeld (LF)-Ubergéngen herrithren. Mit Ex-
tinktionen im Bereich von 315-744 M~ !ecm™~! entsprechen diese den Werten
aus der Literatur mit 335-645 M~lem~1 49 bzw. 1034-1232 M~lem~1 132],
Die LF-Uberginge entsprechen einer verzerrt tetraedrischen Symmetrie von

high-spin Co(II)-Komplexen 159]

, was zu einer griinen Farbung der [1Co]-
Rubredoxine fithrt. Demnach konnen Rubredoxine durch die Zugabe von TCEP
und Kobaltchlorid in HEPES-Puffer zu Kobaltderivaten rekonstituiert werden.
Diese Methode sollte nun auf die Beladung von [4Fe-4S]-Apo-Proteine mit
Kobalt iibertragen werden. Fiir die chemische Rekonstitution von [4Co-4S]-
Biohybriden wurden verschiedene Geriistproteine eingesetzt, um eine grofse
Bandbreite an artifiziellen Katalysatoren zu erhalten. Als Gertistproteine wurden
[4Fe-4S]-Proteine gewdhlt, deren kubisches Cluster eine freie Koordinationsstelle
tiir die Substratbindung zur Verfiigung stellt. In der E. coli Quinolinsduresyn-
thase A (NadA)?0l und der E. coli 4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyldiphosphat-
Reduktase (IspH)>P#"2012 wird ein vollstandiges Cluster gebildet, wahrend in der
E. coli Aconitat Hydratase B (Aan)[gl] im inaktiven Zustand nur ein [3Fe-4S]-
Cluster bindet[%], was dazu fiihren konnte, dass dieses bei der Rekonstitu-
tion nur drei Kobaltionen komplexiert. Die thermostabilen Proteine Aquifex
aeolicus Aconitase (AaAcn)[164f 165] ynd die Thermus thermophilus Aconitase A
(TtAcnA)[166,167] ging generell kompakter und robuster, was allerdings auch
dazu fithren konnte, dass es durch ihre rigide Struktur schwierig ist, ein Cluster
zu assemblieren. Im Gegensatz dazu besitzt das Cluster des artifiziellen Bis-
[4Fe-4S]-Proteins DSD-4C keine freie Koordinationsstelle, und komplexiert als
Dimer zwei [4Fe-4S]-Cluster. 8]

In einem ersten Schritt sollten diese mit Kobalt beladen werden. Dafiir wurde
zundchst der nattirliche Cofaktor aus den Geriistproteinen entfernt, bis die-
ser nicht mehr mittels Elektronenabsorptionsspektroskopie (EAS) nachweisbar
war. Nach erfolgreicher Bindung von Kobalt sollte zur Assemblierung eines
vollstandigen [4Co-4S]-Clusters in den Gertistproteinen eine Schwefelquelle

hinzugefiigt und die resultierenden Proteine charakterisiert werden. Als Ne-
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gativkontrolle in den Kobaltbindestudien diente das kommerziell erhéltliche
nicht-Eisen-Schwefel-Protein Rinderserumalbumin (BSA), welches 36 Cystein-
reste enthélt. Dort steigt mit Titration von Kobaltchlorid von 350-700 nm die
Extinktion, ohne erkennbare Peaks, was auch die Extinktionsmaxima iiberlagert,
welche durch die Kobaltchlorid-TCEP-Interaktion entstehen.

Dagegen zeigen die Spektren das AcnB und des IspH definierte Maxima bei
540-689 nm bei der Zugabe von Kobaltchlorid. Bei der Titration von Kobalt-
chlorid steigt dort die Extinktion bis zur Zugabe von drei Aquivalenten pro
Monomer. Dies ist ein Hinweis darauf, dass bei beiden Proteine alle Metallbin-
destellen besetzt und somit drei Aquivalenten Co(II) pro Monomer gebunden
sind.?1- 921 Das AcnB wurde anschlieRend mit Kobaltchlorid und Natriumsul-
tid rekonstituiert. Da die Elektronenabsorptionsspektren der rekonstituierten
Proteine einen hohen Hintergrund aufwiesen, wurden diese stattdessen mit-
tels Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie im ultravioletten und sichtbaren
(UV/VIS-)Bereich und Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma
(ICP-MS) analysiert. Dabei war ein Uberschuss von zehn Aquivalenten Co(II) pro
Monomer nicht ausreichend, um das AcnB komplett mit Kobalt zu beladen. Bei
einem fiinffachen Uberschuss pro Metallbindestelle wurden pro Monomer fiinf
Kobaltionen gebunden. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass AcnB, neben den
Metallbindestellen im aktiven Zentrum, eine weitere, regulatorische Eisenbinde-
stelle an der Untereinheit 4 oder 5 besitzt.?7] Das entsprechende CD-Spektrum
zeigt drei Maxima bei 400-580 nm und drei Minima bei 470-700 nm. Hier zeigen
sich keine Ubereinstimmungen mit dem Elektronenabsorptionsspektrum der
Kobaltbindestudie. Dies ist vermutlich auf die hohere Komplexitit des Clusters
im Vergleich zu einer Kobalt-Thiol-Bindung zuriickzufiihren.

Das Elektronenabsorptionsspektrum des AaAcn zeigt dagegen Extinktionsma-
xima von 370-720 nm, wobei eine Sittigung der Metallbindestellen mit Co(II)
bereits mit weniger als zwei Aquivalenten erreicht ist. Dies spricht dafiir, dass
hier das Kobalt nicht in der Metallbindestelle gebunden wurde, oder diese nur
eingeschrankt zuganglich ist. Auch in der quantitativen Bestimmung des Metall-
gehalts konnte nur ein Kobalt pro Monomer nach der chemischen Rekonstitution
mit einer Schwefelquelle gemessen werden. Um das Vordringen des Kobalts

zu erleichtern, wurde das thermostabile Protein mit einer Kobalt- und einer
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Schwefelquelle auf 50 °C erwdarmt. Dabei konnte die Struktur des AzAcn nicht so
weit auflockern werden, dass bedeutend mehr Kobalt gebunden wurde. Daher
wurde das Protein durch die Zugaben von Guanidiniumchlorid komplett ent-
faltet, wobei sechs Kobaltionen pro Bindestelle gebunden wurden. Dies spricht
fiir eine Komplexierung von Kobalt an einer unspezifischen Metallbindestelle.
Da die AaAcn insgesamt sieben Cysteinreste besitzt, wird das Kobalt vermut-
lich auch an anderen Aminosédureresten, wie Histidine, Argininen, Serinen oder

[52] komplexiert. Da auch das CD-Spektrum keine Ubereinstimmung

Aspartaten
mit dem des AcnB zeigt, kann angenommen werden, dass hier keine Bildung
von Kobalt-Thiol-Bindungen stattfand.

Im Gegensatz dazu zeigen die Elektronenabsorptionsspektren des NadA, des
SUMO-DSD-4C und des TtAcnA keinen Hinweis auf die Bindung von Kobalt.
Daher sollte nun tiberpriift werden, ob durch die Zugabe von Sulfid auch die
Kobaltbindung gefordert werden kann. Das NadA konnte mit Zugabe einer
Schwefelquelle fast acht Kobaltionen binden, was etwa zwei Co(Il) pro Me-
tallbindestelle und somit einer unspezifischen Bindung entspricht. Auch das
CD-Spektrum zeigte Unterschiede zu dem Spektrum des AcnB mit Maxima bei
350-580 nm und Minima bei 370-700 nm. Neben den drei an der Clusterbindung
beteiligten Cysteinen, besitzt die Nad A noch sechs weitere Cysteine. Dies konnte
fiir eine Uberlagerung der Signale der Schwefel-Thiol-Bindungen im Cluster
mit einer weiteren Komplexierung von Kobaltionen am Protein sprechen. Da
dass SUMO-DSD-4C einen Dimer bildet, zwischen dessen Monomeren zwei
[4M-4S]-Cluster gebunden werden8Y, kénnte die Zugabe einer Schwefelquel-
le das gebundene Metallion stabilisieren. Bei Zugabe von Sulfid wurden etwa
sieben Kobalt pro Monomer gebunden. Das CD-Spektrum zeigt mit Maxima
bei 350-650 nm und mit Minima bei 380-nm und 550 nm grélere Ubereinstim-
mungen mit dem Spektrum der AaAcn. Die Unterschiede konnten darauf zu-
riickzufiihren sein, dass beim Bis-DSD-4C das Cluster {iiber vier Cysteinreste
gebunden wird. Allerdings weist die Komplexierung von mehr als via Co(II) bei
vier Cysteinen pro Monomer eher auf eine unspezifische Bindung an anderen
Aminosdureresten hin.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Apo-[4Fe-4S]-Proteine Kobalt

in vitro komplexieren konnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die aus der
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chemischen Rekonstitution resultierenden Kobalt-Biohybride zum ersten Mal
charakterisiert. AcnB und IspH komplexierten vermutlich an ihren drei Metall-
bindestellen je ein Kobaltion, wahrend bei Nad A und SUMO-DSD-4C die Zugabe
einer Schwefelquelle zur Kobaltbindung noétig war. Allerdings wurden dabei
mehr Co(II) gebunden, als fiir die vollstdindige Assemblierung der [4Co-4S]-
Hybride notwendig gewesen wére, was auf eine unspezifische Bindung spricht.
Auch an die Metallbindestellen der thermostabilen Proteine AaAcn und TtAcnA
in vitro kein Kobalt gebunden werden. Daher sollte die in vivo-Assemblierung
genutzt werden, um die kubischen Cluster gezielt auf die Geriistproteine zu
iibertragen.

4.1.2 Biologische Inkorporation von artifiziellen
Kobalt-Schwefel-Clustern

Fe-Porphyrin-haltige Enzyme konnen in einem speziellen M9-Medium mit
150 uM CoCl,, nach einer Adaption an diese Bedingungen, als Co-Porphyrine
isoliert werden.[31] Auch von Eisen-Schwefel-Proteinen, wie der E. coli AcnB,
ist bekannt, dass diese unter Kobaltstress Kobalt anstelle des Eisens einbau-
en konnen. Dabei verdrangt Kobalt das Eisen aus der Eisen-Schwefel-Cluster-

Biosynthesemaschinerie. [14]

Dies sollte nun dazu genutzt werden, die [4Co-4S]-
Biohybride in vivo gezielt zu generieren.

Auch hier wurden zunichst die Rubredoxine CmRxn und DgRxn aus dem spezi-
ellen M9-Medium isoliert und der Metallgehalt bestimmt. Neben einem geringen
Anteil Apoprotein enthielten jeweils etwa 10 % der Rubredoxine Eisen oder Zink,
wéhrend etwa 70 % als [1Co]-Rubredoxine isoliert wurden. Demnach ist es mog-
lich, unter diesen Bedingungen Eisen-Schwefel-Proteine mit Kobalt zu beladen.
Diese Methode sollte nun auf die kubischen Eisen-Schwefel-Cluster tibertragen
werden.

Fiir die in vivo-Assemblierung der [4Co-4S]-Cluster wurde einerseits die AcnB
eingesetzt, welches sich auch durch chemische Rekonstitution assemblieren liefs.
Aufierdem wurden AaAcn und TtAcnA aus den thermostabilen Organismen

Aquifex aeolicus bzw. Thermus thermophilus eingesetzt, welche sich nicht chemisch
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rekonstituieren liefSen. Alle wurden ohne Affinitdtstag aus M9-Medium iso-
liert und mittels Elektronenabsorptionsspektrometrie analysiert. Diese ergaben
vergleichbare Spektren, wobei die Maxima bei 430 nm und bei 490 nm der oxi-
dierten, inaktiven Variante der Eisen-Aconitase zugeordnet werden kann. In
diesem Zustand wird das AcnB meist aus Vollmedium isoliert, wobei sie ein
[3Fe-4S]-Cluster enthalt.[168] Die Signale bei 540-650 nm konnen keinem bekann-
ten Zustand der Eisen-Schwefel-Aconitasen zugeordnet werden, zeigen aber
Ubereinstimmungen mit den Spektren des Kobalt-substituierten E. coli IscU14],
Dies ldsst vermuten, dass ein Teil der Eisenionen im Cluster durch Co(Il) ersetzt
wurde.

Zwar muss der Eisenausschluss bei der biologischen Inkorporation von [4Co-4S]-
Clustern noch optimiert werden, doch zeigen die Ergebnisse, dass iiber diese
Methoden [4Co0-4S]-Cluster in [4Fe-4S]-Gertistproteinen in vivo assembliert wer-
den konnen. Zusammenfassend werden hier Methoden zur in vitro und in vivo
Assemblierung und Charakterisierung von Kobalt-Schwefel-Hybriden gezeigt,
welche neue, potentielle Katalysatoren fiir die sauerstoffstabile Produktion von

Wasserstoff darstellen.
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4.2 Die N-terminale Eisenbindestelle des A1kG

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Pseudomonas putida (P. putida) GPol

Rubredoxin AlkG im Hinblick auf seine Metallbindestellen charakterisiert. Es ist

66] yund

als Elektronentransporter an der Hydroxylierung von Alkanen beteiligt
besteht als einziges Rubredoxin aus zwei Rubredoxindomé&nen mit jeweils einer
Eisenbindestelle/®?]. Da lineare Alkane ein Hauptbestandteil des Rohols sind (80,
ist es im Hinblick auf Olkatastrophen von grofiem Interesse zu verstehen, wie
diese oxidiert und abgebaut werden kénnen.

Das 19 kDa AIkG setzt sich zusammen aus einer N-terminale (AlIkG-NT) und

einer C-terminalen Doméne, welche tiber einen Linker verbunden sind.[70]

[77]

Diese beiden Dominen zeigen Unterschiede in ihrer Sequenz und in

ihren Bindungsaffinitéiten[m' 71,76]
AIKG-NT an einem Proteolyseprodukt des AlkG durchgefiihrt, welches nur

eine geringe Stabilitdt aufwies, wahrend das AIkKG-CT eine deutlich hohere
70, 76]

. Allerdings wurden bisherige Studien des

Stabilitdt zeigte. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit zunéchst die
C-terminale Doméne mit Linker (AlkG-CT) als Modellsystem gewéhlt. Dieses
sollte anhand der Komplexierung von Kobalt, welches im Gegensatz zu Eisen

[10]

nicht so schnell von Luftsauerstoff oxidiert werden kann!**!, im Vergleich zum

Volllangenkonstrukt charakterisiert werden.

4.2.1 Komplexierung von Co(Il) durch die Domianen des AlkG

Die Daten in dieser Arbeit zeigen, dass das Apo-AlkG-CT Kobalt in seinem
aktiven Zentrum bindet. Durch die Titrationsexperimente wurde gezeigt,
dass ein Kobalt ausreicht, um das Protein vollstindig zu beladen. Doch
fithrte dies nur zur Bindung von 0,8 Kobalt pro Monomer. In diesen Bin-
destudien wurde die Proteinkonzentration {iiber die Tyrosin-, Tryptophan-

und Cystein-Extinktion bei 280 aml[169, 170]

bestimmt. Der entsprechende
Extinktionskoeffizient wurde anhand der Proteinsequenz ermittelt, weshalb hier

eine Abweichung aufgrund dufierer Faktoren, wie der rdumlichen Anordnung
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der Aminosdurereste, nicht auszuschliefSen ist. Daher wurde diese Methode mit
der Proteinkonzentrationsbestimmung iiber IR-Spektroskopie 1501 und der
Methode nach Bradford(14%) verglichen (vgl. Abb. 5.1). Dies ergab, dass die
Proteinkonzentration bei der Bindestudie mit AIkG-CT tiberschdtzt wurde und
somit die Kobaltbeladung des AlkG-CT bei iiber 90 % liegt. Beim AlkG ergaben
sich keine grofien Abweichungen zwischen den Methoden zur Bestimmung der
Proteinkonzentration.

Weiter ist anhand des CD-Spektrums im fernen UV-Bereich erkennbar, dass die
sekundére und tertidre Struktur unabhingig von der Bindung von Eisen oder
Kobalt ist. Demnach kann das Rubredoxin auch ohne Zugabe eines Metallions
rekonstituiert und als korrekt gefaltetes Apoprotein fiir Titrationsexperimente
eingesetzt werden. Das Spektrum zeigt mit dem Minimum bei 200 nm einen
grofien Anteil von ungefaltetem Rubredoxin, das Fehlen einer positiven
Elliptizitat spricht fiir Anteile von a-helikalen und das Minimum bei 220 nm
fiir einen Anteil von p-Faltblatt-Strukturen. Das entspricht der Struktur der
Cd-substituierten AlkG-CT, welches aus einer kurzen a-Helix und einem
dreistrangiges antiparallelen S-Faltblatt mit engen Turns besteht, wihrend der
Aminosdurelinker nur gering strukturiert ist.170]

Die Elektronenabsorptionsspektren entsprechen denen der anderen im Rahmen
dieser Arbeit gemessenen [1Co] Rubredoxin-Spektren. Mit Intensitdten im
Bereich von 230-360 M~ 'cm ! liegen die Maxima unter den bisher gemessen
Spektren von [Co]-CmRxn, [Co]-DgRxn und andere Kobaltderivaten3% 42|, Dies
ist vermutlich auf Unterschiede im Hintergrund der Spektren zuriickzufiihren.
Die hier gezeigten Ergebnisse zeigen, dass Apo-AlkG-CT Kobalt im aktiven
Zentrum binden kann.

Um das [1Co]-AlkG-CT weiter zu charakterisieren, wurde dieses am Max-
Planck-Institut fiir Chemische Energiekonversion mittels EPR-Spektroskopie
und HERFD XAS untersucht.[160] Die dabei gesammelten Daten zeigen ein
high-spin Co(II)-Center mit einer pseudo-tetraedrischen Symmetrie, was der Dy;-
Symmetrie der Kristallstruktur des Clostridium pasteurianum [Co]-Rubredoxin
entspricht[64]. Eine EXAFS-Analyse zeigt neben den 90 % Kobalt-Thiolat-
Bindungen der Co(Cys)s-Koordination eine 351(O/N)-Koordination oder eine

zweite Kobaltspezies, wie zum Beispiel ein [Co(H,O)s].
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Kobaltderivate des Volllingen-AlkG wurden bereits charakterisiert.[32 76, 78]

Dennoch geben die hier dargelegten Ergebnisse neue Einblicke in die Eigen-
schaften der beiden Rubredoxindoménen. Die Kobaltbindestudien zeigen, dass
zwei Kobaltionen notig sind, um das Protein komplett zu beladen. Danach sind
die Metallbindestellen des AIkG voll besetzt. Es werden zwei Kobaltionen durch
jeweils vier Thiolliganden in der N- und der C-terminale Domé&ne gebunden,
was auch durch die quantitativen Daten der ICP-MS-Messungen unterstiitzt
wird. Die Signale im Elektronenabsorptionsspektrum des AIkG sind, trotz
eines hoheren Hintergrund, vergleichbar mit dem Spektrum des AlkG-CT.
Interessanterweise haben May et al. zusitzlich ein Signal bei 470 nm beobachtet,
welches von den Autoren einem weiteren LMCT zugeordnet wurde.32 Dieses
Signal wurde ebenfalls nicht mit dem D. gigas [1Co]-Rubredoxin beobachtet. [45]
Es ist anzunehmen, dass das Signal bei 470 nm auf die Interaktion des
Kobaltchlorids mit dem Reduktionsmittel B-Mercaptoethanol zurtickzufiihren
ist.

Allerdings zeigen die CD-Spektren im UV /VIS-Bereich des AlkG und AlkG-CT
zwei verschiedene Kobaltspezies. Das breite Signal bei 490 nm beim AIkG
ist keine durch Cysteinreste koordinierten Co(II)-Spezies, wie beim AlkG-CT,
sondern kann entweder eine low-spin Co(Ill)-Spezies oder aber einem
Co(H,0)s-Komplex zugeordnet werden!160], Da allerdings das [2Co]-AlkG
nach dem selben Protokoll wie das [1Co]-AlkG-CT prépariert wurde, ist es
unwahrscheinlich, dass hier freie Co?*-Ionen in Losung waren. Auch das
[2Co]-AlkG wurde am Max-Planck-Institut fiir Chemische Energiekonversion
mittels EPR und XAS analysiert[160] und die Daten mit dem [Co]-AlkG-CT
verglichen. Die EPR-Daten zeigen keinen Hinweis auf zwei durch Cysteinreste
komplexierte Co>*-Ionen. Dies spricht mit den bisherigen Daten {iiberein, da
Co(III) kein EPR-Signal ergibt. Auch die HERFD XAS-Analyse stimmt mit der
Annahme einer Co(IlI)-Spezies {iberein.!160]

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass nur die Metallbindestelle der
C-terminalen Doméne des AlkG mit Co(Il) besetzt ist. Auch die N-terminale
Domadne ist in der Lage, Kobalt zu binden, doch besitzt dieses eine alternative
Metallbindestelle, in welche ein Co(III) vorliegt.

Um die Relevanz der alternativen N-terminalen Metallbindestelle in vivo
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zu beurteilen, wurde das AIkG aus einem speziellen M9-Medium isoliert,
welches Eisen ausschliefit und 150 uM Kobalt enthielt’®!l. Das Elektronen-
absorptionspektrum des Hisjp-TEV-AIKG zeigte das Vorhandensein einer
Co(II)-Spezies, welche durch vier Thiolgruppen koordiniert ist. Allerdings ergab
eine Quantifizierung des Metallgehalts nur ein Kobalt pro Monomer. Nach
der Entfernung des Polyhistidintags werden die Signale fiir die Koordination
des Tetrathiolats im Elektronenabsorptionsspektrum geringer. Dafiir entsteht
ein fiir Co(Ill) spezifisches Maximum bei 530 nm. Demnach wird das AIkG
unter dieses Bedingungen nicht vollstindig mit Kobalt beladen, wobei
keine Diskriminierung der Bindestellen festzustellen ist. Die Oxidierung des
N-terminal gebundenen Kobalt findet erst nach der Isolierung aus der Zelle
statt, weshalb die Co(Ill)-Spezies in vivo keine Bedeutung hat. Allerdings schiitzt
die C-terminale Bindestelle das Co(Il) vor einer Oxidation durch Luftsauerstoff,
wihrend das in der N-terminalen Doméne gebundene Kobalt oxidiert werden

kann.

4.2.2 Komplexierung von Eisen in den Doméanen des AlkG

Weiter sollten die Doménen des AlkG anhand der Komplexierung ihrer nattir-
lichen Cofaktor Eisen charakterisiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
die N-terminale Doméne des AlkG in einem Konstrukt mit einem Polyhistidin-
SUMO-Tag konstruiert, welcher iiber Proteolyse abgetrennt werden kann. Dieser
stabilisierte das AIkG-NT, weshalb in weiteren Studien mit dem Hiss-SUMO-
AIkG-NT (SUMO-AIKG-NT) gearbeitet wurde. Beide Doméanen des AlkG sind in
der Lage, in vitro Eisen zu binden. Eisenbindestudien mit dem AlkG-CT zeigten,
dass der Einsatz einer 1:1-Mischung von einer Fe(Il)- und einer Fe(III)-Quelle,
im Vergleich zu nur einer der beiden Eisenquelle, eine bessere Komplexierung
von Eisen ergab. Zwar zeigten alle Elektronenabsorptionsspektren die selben
Maxima, doch waren die Extinktionsintensitdten mit der Mischung deutlich
grofler. Daher wurde in folgenden Bindestudien diese Mischung eingesetzt.

Von den isolierten Proteinen wurden CD-Spektren im UV-Bereich aufgenommen.
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Das Spektrum des AlkG-NT entspricht dem Spektrum des Apoproteins aus
der Literatur[%], wiihrend das isolierte AIKG-CT eher der Fe-Form!”0! hnelt.
Dies stimmt mit den Beobachtungen tiiberein, dass das AIkG-NT sein Eisen im
Verlauf der Isolierung verliert. Die Unterschiede in den Spektren mit und ohne
Metallion fithren die Autoren auf Einfliisse des Metallions auf das Spektrum
und nicht auf strukturelle Anderungen zuriick.[0l. Die Spektren zeigen, dass
das AIkG-CT und das AlkG NT im Vergleich zum Volllingenkonstrukt mehr
unstrukturierte Bereiche aufwiesen. Dies lasst darauf schliefen, dass die beiden
Doménen jeweils die Struktur der anderen Domane stabilisieren. Weiter zeigt
das CD-Spektrum des AIkG Ubereinstimmungen mit der [1Fe]- und mit der
[ZFe]-Form[n}, was dafiir spricht, dass im Verlauf der Proteinisolierung ein aus
einem Teil der N-terminalen Doménen ein Eisen verloren gegangen ist.

Die rekonstituierten Eisen-Rubredoxine wurden mittels EAS und CD-
Spektroskopie im UV /VIS-Bereich charakterisiert. Dabei wurden neben dem
SUMO-AIKG-NT sowohl das AlkG-CT, als auch das Hisg-SUMO-AIKG-CT ein-
gesetzt, um den Einfluss des Affinitdttags zu beurteilen. Diese wurden mit dem
Volllangenkonstrukt verglichen. Das Extinktionsspektrum des AlkG entspricht
mit fiinf Peaks im Bereich 300-650 nm den Spektren aus der Literatur.l”1l Das
A280 nm/ Asgg nm-Verhdltnis liegt mit 5,2 zwischen den Werten der [1Fe]- und
des [2Fe]-Form, doch liegt die Extinktion bei 280 nm aufderhalb des linearen
Bereichs. Nimmt man fiir die Extinktion bei 280 nm den theoretischen Wert
von 34,2 mM~'em~! bei 100 #M Protein an, so entspricht das Verhaltnis mit
4,1 dem der [2Fe]-Form 1], Demnach kann angenommen werden, dass bei der
Rekonstitution zwei Eisen pro Monomer gebunden wurden.

Die EAS-Spektren der beiden rekonstituierten AlIkG-CT entsprechen dem des
AlkG mit geringeren Intensitdten, wahrend sich das Spektrum des SUMO-
AlKG-NT nur durch zwei breite Peaks bei 355 nm und 480 nm und einer Schulter
bei 585 nm aus. Beide sind, auch in ihren Intensitédten, vergleichbar mit dem der

isolierten [1Fe]-Varianten[76]

, was fiir eine korrekte Rekonstitution spricht. Die
Intensitiaten sind beim AlkG am hochsten, wiahrend das N-terminale Konstrukt
die geringsten Intensitdten zeigt. Dabei fallt auf, dass das Spektrum des AlkG
keine Addition der Spektren der beiden Konstrukte darstellt.

Wihrend AlkG und Hisg-SUMO-AIKG-CT unter Luftsauerstoff fiir mindestens
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zehn Stunden keinen Verlust an gebundenem FEisen zeigten, verlor das Hise-
SUMO-AIkG-NT innerhalb von vier Stunden unter Luftsauerstoff einen Grof3-
teil des Metallions. Dies spricht dafiir, dass die Bindung des Metallions in der
N-terminalen Doméne durch die C-terminale Domaéne stabilisiert wird. Unter-
stiitzt wird dies dadurch, dass fiir die Sattigung der Eisenbindestellen des AlkG,
des AIkG-CT und des Hisg-SUMO-AIKG-CT ein Eisen pro Eisenbindestelle aus-
reicht, wihrend die N-terminale Doméne alleine 1,5 eq. pro Bindestelle zur
Sattigung bendotigte.

Die rekonstituierten Konstrukte wurden im Rahmen dieser Arbeit auch tiber
CD-Spektroskopie im UV /VIS-Bereich charakterisiert. Die Spektren zeigen grofse
Ubereinstimmungen mit den EAS-Spektren, doch lassen sich die Signale leichter
unterscheiden, was den Vergleich der Spektren erleichtert. Die CD-Spektroskopie
ist demnach ein gutes Werkzeug zur Analytik von Metalloproteinen. Es zeigen
sich hier auch Intensitdtsunterschiede zwischen den Spektren des AIkG-CT und
des SUMO-AIKG-CT im kurzen Wellenldngenbereich. Durch den Hiss-SUMO-
Tag zeigen sich im Bereich von 300-350 nm hohere Intensitdten. Allerdings
scheint der Affinitdtstag keinen Einfluss auf das Spektrum des AlkG-NT zu
haben, welches insgesamt weniger Peaks mit geringeren Intensititen zeigt. Dies
unterstiitzt die Annahme, dass das hier gebundene Metallion weniger stark
komplexiert ist.

Die Quantifizierung der Eisenbindung ergab, dass alle Konstrukte doppelt so
viel Eisen gebunden haben, als sie natiirliche Metallbindestelle bereitstellen.
Dies deutet auf eine weitere Bindestelle fiir Eisenionen in beiden Doménen hin.
Da von dieser allerdings noch nie berichtet wurde und die Spektren auf keine
weitere Eisenbindung hinweisen, muss eine Verunreinigung im Verlauf der Pré-
paration der ICP-MS-Proben in Betracht gezogen werden.

Zusammenfassend bestdtigen die Ergebnisse eine unterschiedliche Komple-
xierung des Eisenions in den Bindestellen des AlkG, was mit den Daten der
Kobaltbindestudien iibereinstimmt. Doch muss bedacht werden, dass eine Stabi-
lisierung der N-terminalen Doméne durch AlkG-CT stattfindet, was auch die
Eisenbindung in AIkG-NT beeinflusst. Dies konnte auch erkldren, weshalb das
Spektrum des [2Fe]-AlkG nicht einer Addition der Spektren von den beiden
Doménen entspricht. Die neuen Erkenntnisse konnen helfen, den Elektronen-
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transport zur Alkanmonooxygenase AlkB zu verstehen und so die industrielle

Anwendung dieses Prozesses zu erleichtern.



122

4. Diskussion

4.3 Die sauerstoffstabile Desulfovibrio desulfuricans

Hydrogenase

Wihrend Eisen-Schwefel-Proteine eine Rolle in der artifizielle Wasserstoffpro-
duktion spielen kdnnten, gehéren Hydrogenasen zu den der natiirlichen Hj-
produzierenden Enzymen[lm]. Die [FeFe]-Hydrogenasen zeigen die hochste
katalytische Aktivitdt, aber auch die grofite Sauerstoffsensitivitat.[115 116] Ne-
ben mehreren [4Fe-4S]-Clustern besitzen sie das sogenannte H-Cluster, welches
sich aus einem [4Fe-4S]-Cluster und einem [2Fe]-Cluster mit drei Carbonyl
(CO)-, zwei Cyanid (CN)- und einem {iiberbriickenden Azadithiolatliganden
(ADT) zusammensetzt. 114,115, 117]

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hydrogenase aus Desulfovibrio desulfuricans
(DdHydAB) im Hj;,,4-Zustand innerhalb von drei Tagen aerob kristallisiert und
die Struktur mittels Rontgenkristallografie bei einer Auflosung von 1,65 A ge-
16st (vgl. Abb. 3.16). Wie alle [FeFe]-Hydrogenase ist die DdHydAB in ihrem
aktiven Zustand (Hpx) sauerstoffsensitiv 42, 136], kann allerdings reversibel in
eine sauerstoffstabile, aber inaktive Variante (H;;,,.;) versetzt werden. Dieser soll

sich durch einen zusatzlich gebundenen Liganden am distalen Eisens des [2Fe]-
116,139, 140] 45

dessen freier Koordinationsstelle im Hpx-Zustand die Katalyse stattfindet(129],

Die Struktur des DdHydAB im Hj,,¢-Zustand stimmt weitgehend mit den Start-

modell der DdAHydAB im HOX-Zustand[llﬂ tiberein. Es ist ein Heterodimer mit
117, 135]

Clusters im Bezug auf das [4Fe-4S]-Cluster (Fe;) auszeichnenl!

zwei [4Fe-4S]-Cofaktoren und einem H-Cluster. | Die native Elektronen-
dichte zeigte das gesamte H-Cluster inklusive aller CO-Liganden, welche bei
der zuvor veroffentlichten Struktur nicht aufgelost werden konnten. Allerdings
musste anhand der Elektronendichte die Besetzung des Clustern auf 60 % gesetzt
werden, was fiir eine unvollstindige Beladung der DdHydAB mit dem Cofaktor
spricht.

Zusétzlich zeigt sich eine positive Elektronendichte an der freien Koordinati-
onsstelle des Fe;. Diese entspricht einem Liganden, bestehend aus einem Atom
mit einem Molekulargewicht groer als 1. Der Abstand zum Eisen betrigt 2,4 A,

was einer Fe-S-, einer Fe-O oder einer Fe-Cl-Bindung entspricht.[%] Da zur Um-
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wandlung der aktiven Form der DdHydAB mit einem Hpx-Cluster in ihren
H;act-Zustand, neben dem Oxidationsmittel Hexaaminruthenium(III)-chloride
(HAR), nur NayS hinzugegeben werden muss!140), ist das Vorhandensein ei-
nes Schwefelliganden wahrscheinlich. Da der Energiebereich der PETRA III
P11 Beamline auf 5,5-30 keV begrenzt ist, wurden anomale Daten bei 6 keV
aufgenommen. Wahrend die Absorptionskante von Sauerstoff mit 0,5 keV[171]
hier kein Signal gibt, konnen Schwefelliganden mit einer ,X-ray Absorption
K-Edge” von 2,5 keV[172] identifiziert werden. Allerdings fiihrte dies zu einem
Schatten auf den Bildern, was zu einer schwachen anomalen Elektronendichte
am Liganden fiihrte. Daher kann angenommen werden, dass es sich bei dem
Liganden um ein Schwefel handelt und nicht, wie theoretische Kalkulationen
ergeben haben, einen H,O oder ein OH™ 1731,

Anhand dieser Daten lédsst sich nicht ausschliefien, dass der Ligand am Fe; ein
Chloridion ist. Daher wurden am Max-Planck-Institut fiir chemische Energie-
konversion Rontgenabsorptions- und Kernresonanz-Vibrations-Spektroskopie,
sowie Quantenmechanische Berechnungen durchgefiihrt (Daten nicht verof-
fentlicht), welche die Anwesenheit eines SH™-Liganden bestétigen. Die Kristall-
struktur der DdHydAB im Hinact-Zustand nach acht Tagen Wachstum unter
Luftsauerstoff zeigt einen Austausch des Schwefelliganen mit dem CN-Liganden
am Fe; (vgl. Abb. 3.17). Zwar ist die dreidimensionale Struktur insgesamt stabil,
doch zeigen die nativen Daten einen zweiatomigen Liganden an der im Hpx-
Zustand freien Koordinationsstelle des H-Clusters, wahrend an der Position des
CN-Liganden nur noch ein Atom gebunden scheint. Auch die anomale Streuung
zeigt nun einen Schwefelliganden an dieser Position, was darauf schliefsen ldsst,
dass die beiden Atome ihre Position getauscht haben. Die Daten bestitigen die
Annahme, dass das HAR das H-Cluster oxidiert hilt und verhindert, dass dieses
durch das Hj,S oxidiert wird. Das HyS wird zu HS™ deprotoniert, welches dann
an das Fe; gebunden wird (vgl. Abb. 4.1). Mittels Oxidation durch Luftsauerstoff
oder ein anderen Oxidationsmittels, wie z.B. HAR, wird das H-Cluster anschlie-
send vom Hy,,,s-Zustand in den H;,,,t-Zustand versetzt. Der Hpx Zustand lasst
sich dann durch Reduktion mit Natriumdithionit und anschlieSender Reoxida-
tion mit HAR beinahe vollstandig wieder herstellen. [46] Weiter wurde gezeigt,
dass die es bei Inkubation unter Sauerstoff zu einer sterischen Umlagerung
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am H-Cluster kommen kann, wobei der Schwefelligand die Position mit dem
benachbarten CN-Liganden tauscht.

\ \ \
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Abbildung 4.1: Modell der Deaktivierung der DdHydAB. Die DdHydAb bindet im
Hopx-Zustand HS™, was zum Hy,,,s-Zustand fiihrt. Dieser kann zum H;,,,-Zustand
oxidiert werden.

Die reversible Umwandlung der DdHydAB vom aktiven Hpx- in den sauer-
stoffstabilen, inaktiven Hj,,,;-Zustand verlduft demnach tiber die Komplexie-
rung eines HS™ an der freien Koordinationsstelle des H-Clusters. Die neuen
Erkenntnisse tiber dieses Zustands kann helfen, die Hydrogenase fiir eine sauer-

stoffstabile Produktion von Wasserstoff nutzbar zu machen.
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4.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden gezeigt, dass Eisen-Schwefel-Proteine Ko-
balt binden kénnen und somit die Konstruktion von [4Co-4S]-Clustern in Apo-
[4Fe-4S]-Proteinen als neue Katalysatoren der Wasserspaltung in wéssrigen
Losungen moglich ist. Wahrend die Kobaltbindung an Rubredoxinen in vitro
und in vivo moglich ist, muss die Assemblierung von [4Co-4S]-Biohybriden wei-
ter optimiert werden. So kénnte es sein, dass in vitro der Einsatz eines anderen
Reduktionsmittels notig ist, um die Thiolgruppen der Cysteinreste optimal zu

162]

reduzieren . Bei der Uberexpression in M9-Medium kénnte es helfen, die

ISC-Assemblierungsmaschinerie hoch zu regulieren, zum Beispiel durch Expres-
sion in einem E. coli-Stamm, in welchem der Regulator IscR deletiert ist!174],

Besonders interessant wire dann, ob das assemblierten [4Co-4S]-Cluster in der
Lage ist, Wasser an der freien Koordinationsstelle zu binden. Im Anschluss miiss-

[26—-28] und

ten die Katalysatoren, insbesondere im Bezug auf die artifiziellen
biologischen Katalysatoren der Wasserspaltung 15,6,135] strukturell und elek-
trochemisch charakterisiert werden. Anschlieflend ladsst sich das Redoxpotential
durch gezielte Mutagenese variieren, indem die Kobalt-bindenden Cysteinreste

144, 145]

durch andere Aminosauren ersetzt! oder andere Metallionen gebunden

29]

werden!“”). Um effiziente und stabile Katalysatoren fiir die Wasserspaltung zu

erhalten, konnte auch die Proteinoberflache so modifiziert werden, dass Elektro-
nentransportproteine besser binden konnen!143].

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde festgestellt, dass die starkere Kom-
plexierung der Metallionen in der C-terminale Doméne des P. putida GPol Ru-
bredoxins AlkG das Metallionen vor Oxidation schiitzt und diese die Sekun-
darstruktur der AIkG-NT stabilisiert. Dies konnte auch ein Grund dafiir sein,
dass die Bindung an die Rubredoxinreduktase AIkT nur tiber die C-terminale
Doméine stattfindet”8]. Doch kénnte dies auch die Folge einer Threonin-Argin-
Mutation nach dem zweiten Bindemotiv im AIkG-NT sein.l”% 77| Durch gezielte

146] an dieser Position und anschlieRender Charakterisierung der

Mutagenese
AlkG-AlkT—Interaktion[70] konnte dies weiter untersucht werden. So wére ein

noch tieferes Verstandnis der Katalyse der Alkanhydroxylierung moglich, was
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eine industrielle Anwendung dieses Prozesses vereinfachen wiirde. Auch wire
es im Bezug auf Olkatastrophen von Interesse, da Rohol zu 50 % aus gesittigten
Kohlenwasserstoffen besteht/80).

Weiter wurde hier gezeigt, dass der zusétzliche Ligand am Fe; der DdHyd AB
ein Schwefelligand ist, was mit dem Modell von Rodriguez-Macié et al. (2018)
tibereinstimmt, in welchem ein HS™-Ligand angenommen wird. Dies kann dazu
genutzt werden, weitere spektroskopische und elektrochemische Untersuchun-
gen der DAHydAB Hj,,,.; besser interpretieren zu konnen und so einen tieferen

Einblick in die Sauerstoffstabilitit zu erhalten.
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5.1 Charakterisierung des AlkG

Die Konzentration von AlkG und von AlkG-CT wurde iiber die Extinktion
bei 280 nm, den Bradfordassay und Infrarot (IR)-Spektroskopie bestimmt (vgl.

Abb. 5.1).
Extinktion 280 nm
1,2- Bradfordassay
1 IR-Spektroskopie
= 1,0 al E=] Mittelwert
D nal =
E ¥ —
& 06- — —
g — =
S 0,4- — —
C — —
Qo ] — —
S 0.2- = —
g = =
0,0 — —

AKG "~ AKG-CT

Abbildung 5.1: Bestimmung der Proteinkonzentration des AlkG und des
AlkG-CT iiber verschiedene Techniken. Die Proteinkonzentration wurde in Drei-
fachbestimmung mittels der der Extinktion bei 280 nm (gelb), Bradfordassay (ttirkis)
und Infrarot (IR)-Spektroskopie (Rosa) bestimmt. Der Mittelwert (grau) ergibt sich
aus allen drei Methoden.

5.2 Kristallstruktur der DdHyd AB

Die Statistiken der Kristallstruktur der DdHyd AB H;,,,; nach drei Tagen unter
Luftsauerstoff (vgl. Abb. 5.1 und nach acht Tagen unter Luftsauerstoff (vgl.
Abb. 5.2).
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Tabelle 5.1: , Table 1” der Kristallstruktur des DdHydAB nach drei Tagen unter

Luftsauerstoff.
DdHydAB nativ.  DdHydAB Schwefel
Data collection
Raumgruppe P2:2:124 P212:24
Zellparameter
a;b; c [A] 49,34; 86,82; 88,17 49,28; 86,75; 88,08
«; B; v [°] 90; 90; 90 90; 90; 90
Auflésung [A] 43,41-1,65 (1,68-1,65) 38,91-1,94 (1,98-1,95)
Rinerge 0,151 (2,024) 0,106 (0,900)
/o 10,6 (1,0) 19,5 (0,4)
Completeness [%] 100 (100) 85,8 (14,4)
Multiplizitat 13,0 (12,5) 19,6 (2,1)
cc(1/2) 0,998 (0,526) 0,999 (0,482)
Anomale Completeness 81,9 (1,6)
Anomale Multiplizitat 10,6 (1,9)
Verfeinerung
Auflosung [A] 43,45-1,65
Anzahl Reflektionen 44094
Rouvork/ Rfree 0,179/0,213
Anzahl Atome
Protein 3755
Ligand /Ion 42
Wasser 138
B-Faktoren [A?]
Protein 249
Ligand /Ion 23,0
Wasser 26,7
R.m.s.d. Abweichungen
Bindungslingen [A] 0,008
Bindungswinkel [°] 2,112
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Tabelle 5.2: ,Table 1” der Kristallstruktur des DdHydAB nach acht Tagen unter
Luftsauerstoff.

DdHydAB nativ.  DdHydAB Schwefel

Data collection

Raumgruppe P212124 P212124
Zellparameter
a; b; c[A] 49,43, 87,56; 88,87 49,43; 87,50; 88,93
«; B; v [°] 90; 90; 90 90; 90; 90
Auflosung [A] 44,44-1,57 (1,54-1,54) 49,43-2,01 (1,97-1,97)
Rinerge 0,116 (1,937) 0,060 (0,405)
I/ 11,9 (1,3) 22,7 (1,2)
Completeness [%] 99,3 (98,2) 72,5 (18,6)
Multiplizitat 12,7 (13,2) 10,1 (1,5)
cc(1/2) 0,999 (0,840) 0,999 (0,716)
Anomale Completeness 69,4 (7,2)
Anomale Multiplizitat 5,2(1,2)
Verfeinerung
Auflosung [A] 44,48-1,54
Anzahl Reflektionen 57321
Ruork/ Rree 0,156/0,183
Anzahl Atome
Protein 3741
Ligand /Ion 41/1
Wasser 196
B-Faktoren [A?]
Protein 244
Ligand/Ion 22,12/24,18
Wasser 29,84
R.m.s.d. Abweichungen
Bindungslangen [A] 0,020

Bindungswinkel [°] 1,88
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5.3 Plasmidkarten

tet promoter AmpR promoter

T7 terminator

h \’J“r-—»,
TEV site Aun ¥ I
10xHis ™~
RBS

lac operator] X by
T7 promoter \

AmpR

lacI promoter| s’

pET16b-TEV-alkG } 2l

6167 bp

Abbildung 5.2: Plasmidkarte von pET16b-TEV-alkG Das Produkt der Genexpressi-
on von diesem Plasmid ist Hisp-TEV-AIKG.
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cllHE alkG-CT|
ErOmAINISTES) T7 terminator
6xHis

RBS — \
[lac operator| - / ’ \7):;

T7 promoter

/

AN

o
lacI promoter

pET-SUMOadapt-alkG-CT ||
5936 bp K]

bom

Abbildung 5.3: Plasmidkarte von pET-SUMOadapt-alkG-CT. Das Produkt der Gen-

expression von diesem Plasmid ist Hisg-SUMO-AIKG-CT.

SUMO lalkG-NT
thrombin site T7 terminator
6xHis
RBS

lac operator]- — ;(W“; .
17 promoter - / oy
2 N

(5269 .. 5288) P65 T7term ~
lacI promoter

pET-SUMOadapt-alkG-NT
5713 bp

bom

Abbildung 5.4: Plasmidkarte von pET-SUMOadapt-alkG-NT. Das Produkt der

Genexpression von diesem Plasmid ist Hiss-SUMO-AIKG-NT.
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tac promoter

[lac operator|
[lac operator|

lac promoter| | f
[CAP binding site] . 4

HRV 3C site
rubA

pPGEX-6P-2-rubA
5161 bp

AmpR promoter

laclq promoter \

S AmeR

Abbildung 5.5: Plasmidkarte von pGEX-6P-2-rubA. Das Produkt der Genexpression
von diesem Plasmid ist GST-CmRxn.

tac promoter

[lac operator|
(lac operator]

lac promoter

CAP binding site ;
N
”> © HRV 3C site
~Irxn
pPGEX-6P-2-rxn
5101 bp

AmpR promoter
lacIq promoter /V\
—_ /”,,,’ ’//'

AmpR

Abbildung 5.6: Plasmidkarte von pGEX-6P-2-rxn. Das Produkt der Genexpression
von diesem Plasmid ist GST-DgRxn.
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lacZa tac promoter
lac operator lac operator

lac promoter

[
CAP binding site A ' i

HRV 3C site

) yev
\[\‘\,

laclq promoter|-——%

l PGEX-6P-2-acnB
7531 bp

AmpR
AmpR promoter

Abbildung 5.7: Plasmidkarte von pGEX-6P-2-acnB. Das Produkt der Genexpression

von diesem Plasmid ist GST-AcnB.

tet promoter  AmpR promoter

T7 terminator
AmpR

S \'\
O\
\%'\v
J
ET16b-acnB
P 8179 bp bom

RBS W
Y

T7 promoter ?

lacI promoter

Abbildung 5.8: Plasmidkarte von pET16b-acnB. Das Produkt der Genexpression

von diesem Plasmid ist AcnB.
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tet promoter AMPR promotar

T7 terminator ‘
AmpR

o
7
/4
£
pET16b-Aaaco
7556 bp
RES WB bom
[lac operator|
T7 promoter \ ,

>

lacl promoter

Abbildung 5.9: Plasmidkarte von pET16b-aco. Das Produkt der Genexpression von
diesem Plasmid ist AaAcn.
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tet promoter:  AmpR promoter

T7 terminator
AmpR

WO

pET16b-TtacoA
8285 bp

RBS

(lac operator| \ 4
T7 promoter ’

lacl promoter

Abbildung 5.10: Plasmidkarte von pET16b-acoA. Das Produkt der Genexpression
von diesem Plasmid ist TtAcnA.

EKLIC-nadA.pdf EKLIC-nadA.pdf

S-Tag T7 terminator

1 oA\
enterokinase site TN
6xHis | X
RBS AmpR
(lac operator] B
T7 promoter \
L 2 ET-46 Ek/LIC-nadA I
lacl promoter P 6241/bp =
f’ —/AmpR promoter
5
bom
[rop)

Abbildung 5.11: Plasmidkarte von pET-46 Ek/LIC-nadA. Das Produkt der Genex-
pression von diesem Plasmid ist Hisg-Ek-nadA.
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T5 promoter lac operator]

AmpR promoter RBS
. -6xHis

~_ TEVsite

AmpR

\ac opeéery tO,.

Y PQE30-TEV-ispH
by [}
‘ 4382 bp L,/ lambda t0 terminator
AN Q‘ "
" : el
bom rrnB T1 terminator

Abbildung 5.12: Plasmidkarte von pQE30-TEV-ispH. Das Produkt der Genexpres-
sion von diesem Plasmid ist Hisc-TEV-IspH.
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cat promoter

~CmR &
' \ ~ [p15A ori

tet promoter

pACYC184-iscS-fdx

fdx 8771 bp

Abbildung 5.13: Plasmidkarte von pACYC184-iscS-fdx. Die Produkte der Genex-
pression von diesem Plasmid sind die Proteine der ISC-Assemblierungsmaschinerie
IscS, IscU, IscA, HscB, HscA und Fdx-Gen.

tet promoter AmpR promoter

T7 terminator [

SUMO-DSD-4C R I AmpR
TEV site v D
10xHis @
RBS Py \
[lac operator] / ™~
T7 promoter ~% \

lacI promoter

pET16b-TEV-SUMO-DSD-4C |2
6092 bp |

Abbildung 5.14: Plasmidkarte von pET16b-TEV-SUMO-DSD-4C. Das Produkt der
Genexpression von diesem Plasmid ist His;o-TEV-SUMO-DSD-4C.
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