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Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die membranassoziierte [NiFe]-
Hydrogenase des Schwefel-Purpurbakteriums Allochromatium vinosum. Es
ist in der Lage molekularen Wassersto� heterolytisch zu spalten oder die-
sen aus Protonen und Elektronen zu generieren. Das Verständnis von
Funktion und Struktur der Hydrogenasen ist Voraussetzung für die Ent-
wicklung biotechnologischer Verfahren zur alternativen Energiegewinnung
auf Wassersto�basis. Das isolierte und gereinigte Enzym wurde spektro-
skopisch charakterisiert und anschlieÿend kristallisiert.

Um ausreichende Mengen kristallisationsfähigen Proteins isolieren zu
können, wurde der bakterielle Organismus erstmals in einem 1100L Fer-
menter kultiviert. Durch die Verwendung einer neu entwickelten Kom-
bination aus Soxhlet-Extraktions- und Destillationsapparatur konnte der
Zellaufschluss und die Entfernung photosynthetischer Pigmente e�zient
gestaltet werden. Der hohe Reinheitsgrad der Hydrogenase wurde durch
Optimierung der säulenchromatographischen Trennparameter erreicht und
mittels SDS-PAGE und MALDI-TOF-MS nachgewiesen. Während der
Präparation kam eine verbesserte Methode zur qualitativen Ermittlung
der spezi�schen Wassersto�spaltungsaktivität zum Einsatz. Ergebnisse
EPR- und FT-IR-spektroskopischer Charakterisierungen bestätigten die
Funktionalität des Enzyms und damit die Anwendbarkeit der modi�zier-
ten Reinigungsmethode.

Die Analyse der Di�raktionsmuster durchgeführter Röntgenbeugungs-
experimente lässt auf eine orthorhombische Einheitszelle der Raumgruppe
P21212 schlieÿen. In die errechnete Elektronendichtekarte konnte das erste,
bisher vorläu�ge Molekülmodell der [NiFe]-Hydrogenase eines photosyn-
thetischen Bakteriums mit einer Au�ösung von 2,50Å eingepasst werden.
Die vorliegende Struktur weist im ersten Vergleich eine hohe Ähnlichkeit
zu der aus Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F isolierten [NiFe]-Hydrogenase
auf.





Summary

This thesis focuses on the investigation of [NiFe]-hydrogenase from the
purple sulfur bacterium Allochromatium vinosum. This enzyme is able to
split molecular hydrogen heterolytically or, conversely, generates H2 from
protons and electrons. Hence, it plays an essential role in hydrogen meta-
bolism of many microorganisms, which are of great biotechnological inte-
rest. A detailed understanding of the function and structure is necessary
to develop new biotechnological methods to use hydrogen as an alternative
energy source. The isolated and puri�ed protein was characterized with
spectroscopic methods and subsequently crystallized.

Due to the low expression of hydrogenase, the bacterial organism was
grown in a 1100 L fermenter to harvest a large mass of cells in order to
isolate su�cient amounts of the enzyme. The e�ciency of the procedures
for cell disruption and removal of photosynthetic pigments were improved
with the development of a special Soxhlet extraction-distillation procedu-
re. Improvement of the puri�cation procedure and the use of a revised
method to evaluate the speci�c hydrogen splitting activity led to the iso-
lation of very pure protein, supported by SDS-PAGE and MALDI-TOF
MS. The results of EPR and FT-IR spectroscopic characterization con-
�rmed the functionality of the protein and, therefore, the applicability of
the modi�ed preparation protocol.

Analysis of the di�raction pattern received from recent X-ray crystallo-
graphic experiments indicated an orthorhombic space group P21212 with
the following dimensions and angles: a=205.00Å, b=217.42Å, c=120.44Å
and α, β and γ=90◦, respectively. The calculated electron density map
provided the �rst, still preliminary, molecular model of the membrane
associated [NiFe]-hydrogenase isolated from a photosynthetic bacterium
with a resolution of 2.50Å. At �rst glance it shows a high similarity to
the [NiFe]-hydrogenase from Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F.
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1 Motivation und Zielsetzung

Langfristig gesehen stellt die Verwendung von Wassersto� als Energiequel-
le eine nachhaltige Alternative zur Energiegewinnung aus fossilen Brenn-
sto�en dar. Um eine e�ziente Nutzung sicherzustellen, müssen jedoch die
bestehenden Probleme bei der Herstellung ausreichender Mengen H2 und
bei der Speicherung des produzierten Wassersto�s gelöst werden. Die vor-
liegende Arbeit soll einen Beitrag zum Verständnis von Funktion und
strukturellem Aufbau von [NiFe]-Hydrogenasen leisten, um auf Ebene
der Grundlagenforschung die Entwicklung der biologischen Wassersto�-
produktion zu unterstützen.

Hydrogenasen können aus phylogenetisch verschiedenen Organismen
isoliert werden. Sie gliedern sich aufgrund der Zusammensetzung ihres
aktiven Zentrums in unterschiedliche Gruppen: [NiFe]-, [FeFe]- und [Fe]-
Hydrogenasen. Allen Enzymen ist die Fähigkeit zur Wassersto�spaltung
bzw. zur Generierung von H2 aus Protonen und Elektronen gemein. Die
Motivation zur Untersuchung wassersto�umsetzender Proteine aller Spe-
zies beruht darauf, das Grundprinzip dieses Mechanismus zu verstehen
und daraus Konstruktionsprinzipien abzuleiten.

Die aus dem Schwefel-Purpurbakterium Allochromatium vinosum iso-
lierte Hydrogenase gehört zur Gruppe der [NiFe]-Hydrogenasen. Dieses
membrangebundene Enzym ist EPR- und FT-IR-spektroskopisch bereits
gut charakterisiert. Es ist den übrigen, in verschiedener Hinsicht gut un-
tersuchten Standardhydrogenasen beispielsweise aus Ralstonia eutropha,
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1 Motivation und Zielsetzung

Desulfovibrio vulgaris, Desulfovibrio gigas oder Thiocapsa roseopersicina,
funktionell sehr ähnlich.

Ziel dieser Arbeit ist es, durch röntgenkristallographische Analyse der
aus hochreinem Protein gewonnen Kristalle die erste molekulare Struktur
einer [NiFe]-Hydrogenase, isoliert aus einem photosynthetischen Bakteri-
um, zu lösen. Diese Ergebnisse sollen die bisherige funktionelle Charakte-
risierung der [NiFe]-Hydrogenase aus Allochromatium vinosum auf struk-
tureller Basis ergänzen und mögliche Unterschiede oder Gemeinsamkeiten
zu bereits bekannten Kristallstrukturen anderer Hydrogenasen aufzeigen.

Bisher beschränkt sich die röntgenkristallographische Strukturaufklä-
rung auf [NiFe]-Hydrogenasen, welche aus Sulfatreduzierern der Gattung
Desulfovibrio isoliert wurden. Die Analyse einer Hydrogenase anderen
Ursprungs könnte über spezi�sche Übereinstimmungen oder Abweichun-
gen, insbesondere unter Berücksichtigung des unterschiedlichen Energie-
metabolismus Aufschluss geben. Aus diesem Vergleich ergeben sich mögli-
cherweise generell zu verstehende, organismusunabhängige Konstruktions-
oder Funktionsprinzipien.

Um für die Kristallisation bzw. röntgenkristallographische Analyse der
[NiFe]-Hydrogenase aus Allochromatium vinosum ausreichende Mengen
hochwertigen Materials bereit zu stellen, musste zuvor die Anzucht des
bakteriellen Organismus im 1100L Glasfermenter und die Isolierung und
Aufreinigung von kristallisationsfähigem Protein im groÿen Maÿstab eta-
bliert werden.
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2 Erneuerbare Energien

Die absehbare Erschöpfung der auf der Erde vorkommenden fossilen
Brennsto�e und der weltweit steigende Energiebedarf treiben die Ent-
wicklung alternativer regenerativer und wassersto�basierter Technologien
zur umweltschonenden Energiegewinnung voran. Die bisherige intensive
Nutzung der natürlichen Primärquellen (z. B. Erdöl, Erdgas oder Kohle)
führt u. a. zur Anreicherung von Kohlendioxid (CO2) in der Atmosphäre
und zu den Problemen der globalen Erwärmung. Aus Gründen des Kli-
maschutzes und zur Verzögerung des Treibhause�ekts sollen zukünftig die
CO2-Emissionen weiter gesenkt werden (Kyoto-Protokoll [1, 2]), was lang-
fristig zu einer Steigerung des Anteils der erneuerbaren Energien in der
Energiewirtschaft führen wird. Verknappung und die damit verbundene
Verteuerung der limitierten Primärenergiequellen sowie der verstärkte Ein-
satz von Brennsto�zellen führen grundsätzlich zu einem erhöhten Einsatz
regenerativer Energien, darunter auch die Verwendung von Wassersto�.

2.1 Wassersto� als Alternative

Molekularer Wassersto� besitzt das Potential einer nachhaltigen Quelle
sauberer Energie, wenn einfache und e�ziente Methoden der Produkti-
on, Nutzung und Speicherung entwickelt werden können. Wassersto� (H2)
besitzt eine hohe massenbezogene Energiedichte, lässt sich prinzipiell spei-
chern, transportieren und lagern. Dadurch kann die Energiegewinnung
zeitlich wie räumlich von deren Verbrauch entkoppelt werden. Entspre-
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2 Erneuerbare Energien

chend einer 2001 im Auftrag der Gesellschaft für Energie und Ökologie
durchgeführten Studie kommen drei Märkte für die Nutzung des Wasser-
sto�s in Frage [3]:

• Kraftsto�markt (z. B. Raketentreibsto� in der Raumfahrt, direkter
Antrieb von Fahrzeugen im konventionellen Ottomotor)

• Industrierohsto� Wassersto� (z. B. Ammoniaksynthese, Lebensmit-
telindustrie, Methanolproduktion)

• Strommarkt durch Verwendung des Wassersto�s in Brennsto�zellen

Auch der deutsche H2- und Brennsto�zellen-Verband beschreibt in sei-
ner fachlichen Einführung drei Wirtschaftssparten, die die Bedeutung des
Energieträgers Wassersto� für ihre Zukunft begri�en haben und in diesem
Bereich investieren:

• Automobilindustrie

• Stromversorgungsunternehmen

• Heizungs�rmen

Weiterhin werden der sogenannte �4C-Markt� (Computer, Camcorder,
Cordless Phones and Tools) sowie der Freizeitbereich (Camping und Boo-
te) mit Klein- und Kleinstanwendungen aufgeführt [4].

2.2 Brennsto�zellentechnik

Bei der Verwendung von Wassersto� in einer Brennsto�zelle (BZ) wird
durch die Umsetzung von H2 mit Sauersto� (O2) Elektrizität und Wärme
erzeugt. Bei dieser Reaktion entsteht Wasser (H2O) als Endprodukt. Die
Grundelemente jeder Brennsto�zelle sind zwei Elektroden, die an einen
äuÿeren Stromkreis angeschlossen und durch einen Elektrolyten verbun-
den sind. Durch den Elektronen�uss kann die BZ als Stromquelle genutzt
werden. An der Anode wird das Brenngas (z. B. Wassersto�) gespalten.
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2.2 Brennsto�zellentechnik

Die dabei entstehenden Kationen (H+) wandern durch das Elektrolyt zur
Kathode und reagieren mit den dort entstandenen Anionen unter Freiset-
zung von Wärme zu Wasser. Als Elektrolyt kommen z. B. Polymermem-
branen, Kalilauge, Schwefelsäure oder feste Keramikmaterialien in Frage.
Bei der PEM-Zelle wird eine Folie als Elektrolyt verwendet, die selektiv
durchlässig für Protonen ist. Um höhere Spannungen im Vergleich zum Be-
trieb einer einzelnen BZ zu erreichen, müssen mehrere Zellen in Serie zu
�Stacks� hintereinander geschaltet werden. Der Gesamtwirkungsgrad einer
BZ erhöht sich, wenn der Strom und die entstehende Wärme gleichzeitig
genutzt werden können. Abbildung 2.1 gibt eine nach Arbeitstemperatur
geordnete Übersicht der verschiedenen Brennsto�zelltypen wieder.

Abbildung 2.1: In Abhängigkeit vom Elektrolyt werden verschiedene Brenn-
sto�zelltypen unterschieden: SOFC = Solid Oxide Fuel Cell, MCFC = Molten
Carbonate Fuel Cell, PAFC = Phosphoric Acid Fuel Cell, PEMFC = Proton Ex-
change Membrane Fuel Cell, AFC = Alkaline Fuel Cell. Als Brenngase können
Wassersto�, reformiertes Erdgas oder reformierte �üssige Kraftsto�e verwendet
werden. Als Oxidationsgas dient reiner Sauersto� oder Luft.

Im BZ-Auto eingebaut, betreibt die Brennsto�zelle einen Elektromotor
(Prototypen von Daimler AG, Fiat AG). BMW setzt seit den 70er Jahren
auch direkt mit Flüssigwassersto� betankte Fahrzeuge, bzw. PKWs mit
wassersto�betriebenen Ottomotoren, ein. Der Einsatz solcher Autos kann
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2 Erneuerbare Energien

zur Verbesserung der Luftqualität und zu einer Verringerung der Lärmbe-
lästigung durch den Verkehr beitragen. BZ-Omnibusse werden bereits re-
gional im ÖPNV eingesetzt [5]. Prototypen für den Ersatz herkömmlicher
Akkus in Mobiltelefonen (z. B. Modell XX25 von UltraCell) oder Laptops
(IBM/Sanyo für Thinkpad Notebooks, Casio, NEC) mit portablen Brenn-
sto�zellen mit längerer Betriebsdauer wurden bereits entwickelt. Sie sind
aufgrund ihrer hohen Wärmeentwicklung jedoch nicht integriert, sondern
nur extern angebracht zu verwenden und sind noch nicht kommerziell er-
hältlich. Stationäre BZ-Systeme zur Wärme- und Stromversorgung von
Wohnhäusern werden getestet (RWE, Siemens, Vaillant). Bereits kommer-
ziell erhältlich sind tragbare DMFC-Brennsto�zellen, die als Ladegeräte in
unterschiedlichsten Bereichen zur Anwendung kommen (EFFOY-Modelle
der SmartFuelCell AG).

2.3 Wassersto�gewinnung und -speicherung

Nach heutigem Stand der Technik ist das Problem der Wassersto�nutzung
dessen Produktion und Speicherung. Da er nicht als natürliche Ressource
vorkommt, muss er künstlich hergestellt werden. Die Umweltfreundlich-
keit, gemessen anhand der CO2-Entstehung, von Wassersto� hängt maÿ-
geblich vom Einsatz des zu seiner Herstellung verwendeten Primärenergie-
trägers ab. Eine Vielzahl konventioneller (z. B. Erdöl, Erdgas, Kernspal-
tung) und erneuerbarer Energiequellen (z. B. Windkraft, Biogas, Photovol-
taik) können zu seiner Herstellung verwendet werden. Diese Vielfalt erhöht
die Energieversorgungssicherheit. Die technische Herstellung des Wasser-
sto�s erfordert derzeit mehr Energie, als später aus ihm gewonnen werden
kann, und ist ine�zient, wenn Primärenergie verwendet wird. Wassersto�
entsteht gröÿtenteils als Neben- oder Koppelprodukt in Prozessen der che-
mischen Industrie und wird auch von dieser selbst in anderen Prozessen
wieder verbraucht (z. B. Petrochemie). Im industriellen Maÿtab wird H2

gegenwärtig durch Reformierung wassersto�haltiger Gase, z. B. Erdgas,
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2.4 Biologische Wassersto�produktion

also unter Verbrauch fossiler Rohsto�e bei zusätzlicher CO2-Emission, ge-
wonnen.

Das Verfahren zur Wassersto�gewinnung, welches heute z. B. in Verbin-
dung mit Windkraft praktische Bedeutung hat, ist die alkalische Elektro-
lyse von reinem Wasser. Dabei wird unter Stromverbrauch H2O in H2 und
O2 gespalten. Allerdings ist auch der Energieverbrauch zur Aufbereitung
des verwendeten Wassers (Meerwasserentsalzung), zur Nachreinigung und
Ver�üssigung des erzeugten Gases zu berücksichtigen.

Soll Wassersto� als Kraftsto� eingesetzt werden, ist das Problem seiner
geringen volumenbezogenen Energiedichte (Energiegehalt pro Volumen-
einheit) zu lösen. Um mit den Energiedichten z. B. von Dieselkraftsto� zu
konkurrieren, ist man bestrebt, die volumetrische Energiedichte zu erhö-
hen. Eine längerfristige Lagerung ist aufgrund des hohen Di�usionskoe�-
zienten nur im �üssigen Zustand bei -253 ◦C in speziellen wärmeisolierten
Kryobehältern oder komprimiert bei 250-700 bar in Hochdruckbehältern
möglich. Als weitere Speichermethode kommen Metallhydride in Frage.
Diese gelten als auÿerordentlich sicher, besitzen allerdings ein sehr hohes
Gewicht. Speicherart und Verwendungszweck müssen entsprechend aufein-
ander abgestimmt sein, um Wassersto� sinnvoll und e�ektiv als Kraftsto�
zu verwenden.

2.4 Biologische Wassersto�produktion

Eine mögliche Alternative zu den oben genannten Verfahren der Wasser-
sto�gewinnung ist die biologische Wassersto�produktion. Mit Hilfe des
Sonnenlichts als Energiequelle und des in groÿen Mengen vorkommen-
den Rohsto�s Wasser in Kombination mit den katalytischen Eigenschaf-
ten bestimmter Enzymkomplexe, der Hydrogenase und des Photosystems
II, kann Wassersto�, unter Vermeidung der Entstehung problematischer
Nebenprodukte, hergestellt werden. Abbildung 2.2 verdeutlicht diesen Zu-
sammenhang, die Biophotolyse von Wasser, schematisch.
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2 Erneuerbare Energien

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Biophotolyse von Wasser. Die
vom Photosystem II gelieferten Protonen und Elektronen werden von Hydro-
genasen zu Wassersto� umgesetzt (Abbildung nach [6]).

Hydrogenasen (H2asen) sind in der Lage sowohl die Oxidation von
Wassersto� als auch die Reduktion von Protonen (H+) zu molekularem H2

zu katalysieren. Bei der Photosynthese liefert das Photosystem II (PSII),
durch Oxidation von Wasser unter Nutzung der Sonnenenergie Protonen,
Elektronen (e−) und Sauersto�. Die vom PSII produzierten Protonen und
Elektronen können von der Hydrogenase wiederum zu molekularem Was-
sersto� umgesetzt werden. H2asen können aus einer Vielzahl verschiedener
Bakterien, z. B. dem photosynthetischen Schwefel-Purpurbakterium Allo-
chromatium vinosum oder dem sulfatreduzierenden Bakterium Desulfovi-
brio vulgaris, isoliert werden. PSII kann aus Algen (z. B. Chlamydomonas
reinhardtii oder höheren P�anzen, z. B. Spinat (Spinacia oleracea), ge-
wonnen werden.

Beide Proteine kommen allerdings in keinem bekannten Organismus
auf die oben beschriebene Weise miteinander gekoppelt vor. Sie stellen
unabhängige Systeme zur Energiegewinnung innerhalb der Zellen dar. Die
molekularbiologische Herstellung einer Alge oder eines Bakteriums (z. B.
der Gattung Synechocystis), die ein wasserspaltendes und gleichzeitig was-
sersto�produzierendes System aus PSII und H2asen beinhaltet, ist erfor-
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2.4 Biologische Wassersto�produktion

derlich. Allerdings ist eine simple Kombination beider Enzymkomplexe
innerhalb eines Kompartiments der Prokaryoten nicht möglich, da alle
bisher bekannten Hydrogenasen sauersto�emp�ndlich sind und dadurch
in ihrer Funktion blockiert werden. Geringere Sauersto�emp�ndlichkeit
geht mit einer verminderten Aktivität oder E�zienz der H2asen einher.

Weitere Ansätze zur Gewinnung von �Biowassersto�� befassen sich mit
der in verschiedenen Mikroorganismen vorkommenden in vivo Wassersto�-
entstehung bei bestimmten Sto�wechselprozessen. Hierbei wird zwischen
direkter Photolyse, indirekter Biophotolyse, Fermentation in Dunkelheit
und Photofermentation unterschieden [7, 8].

Bei der direkten Photolyse wird die Fähigkeit der Grünalgen oder Cya-
nobakterien, photosynthetisch Wasser zu spalten, und die daran gekoppel-
te H2-Produktion über Hydrogenasen oder Nitrogenasen ausgenutzt. Um
ausreichend Energie zu gewinnen, ist die Anwendung groÿer Bioreaktoren
notwendig. Niedrige Lichtintensitäten und ein geringer Sauersto�partial-
druck haben sich hierbei als optimale Bedingungen herausgestellt [9]. Der
geringe O2-Partialdruck ist deshalb von Vorteil, da die durch H2asen oder
Nitrogenasen katalysierten Reaktionen durch Sauersto� inhibiert werden.
Um diesem Problem der Blockierung durch O2 zu begegnen, werden Mög-
lichkeiten zur Steigerung von Respirationsrate und Sauersto�toleranz der
relevanten Metalloenzyme untersucht [10, 11].

Bei der indirekten Biophotolyse [8] sind Sauersto�- undWassersto�pro-
duktion zeitlich getrennt. Zunächst erfolgt ein photosynthetischer Schritt,
indem Biomasse erzeugt wird. Die entstandene Biomasse wird in einem
weiteren anaerob und in Dunkelheit statt�ndenden Schritt, einem fermen-
tativen Prozess, zur H2-Erzeugung genutzt. Auf diese Weise kann die Inhi-
bierung der durch sauersto�emp�ndliche Hydrogenasen bzw. Nitrogenasen
katalysierten Reaktionen umgangen werden. In den meisten Fällen werden
Grünalgen, z. B. Chlamydomonas reinhardtii (Ch. reinhardtii), verwendet,
die photoautotroph groÿe Mengen Kohlenhydrate herstellen und einla-
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gern können. Zudem hat sich gezeigt, dass bei Ch. reinhardtii eine Tren-
nung von photosynthetischer O2-Entwicklung und Wassersto�produktion
erreicht werden kann, indem die Zellen unter Schwefelmangel-Bedingungen
angezogen werden [12, 13].

Bei lichtunabhängigen, mikrobiellen fermentativen Prozessen [14] kann
nicht nur Biomasse verwendet werden, die bei photoautotrophen Prozessen
in Algen oder höheren P�anzen entstanden ist, sondern auch Biomasse,
die aus anderen fermentierbaren Substraten erzeugt wurde. In den meisten
Fällen wird der Wassersto� hauptsächlich beim anaeroben Metabolismus
des Pyruvats frei, welches wiederum bei katabolischen Prozessen verschie-
dener Substrate entsteht. Von Vorteil ist die Möglichkeit der Verwendung
von organischem Abfall als Substrat der fermentativen Mikroorganismen,
allerdings ist die Menge des produzierten Wassersto�s gering und CO2

entsteht als Co-Produkt.
Für die Gewinnung von Wassersto� durch Photofermentation werden

photosynthetische Bakterien verwendet. Diese betreiben anaerobe Photo-
synthese, wodurch automatisch die Schwierigkeiten durch Inhibierung der
H2-produzierenden Enzyme durch O2 entfallen. Allerdings nutzen diese
Bakterien bevorzugt Nitrogenasen als H2-Katalysatoren, welche langsam
arbeiten und einen hohen Energieaufwand erfordern. Der Ersatz der Ni-
trogenase beispielsweise durch eine bidirektionale [NiFe]-Hydrogenase in
einem genetisch modi�zierten Organismus macht die biologische Wasser-
sto�gewinnung durch Photofermentation interessant. Auch die Kombinati-
on von Fermentation organischer Abfälle und die gleichzeitige Wassersto�-
produktion sind vorteilhaft. Allerdings schränken die geringe E�zienz bei
der Nutzung der Sonnenenergie (Anpassung der Bakterien an Schwach-
lichtbedingungen durch natürlichen Lebensraum bedingt) und die Not-
wendigkeit von aufwändigen, groÿ�ächigen anaeroben Photobioreaktoren
deren Verwendung ein.

Um e�zient auf eine der oben beschriebenen Weisen biologisch Was-
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2.4 Biologische Wassersto�produktion

sersto� zu gewinnen, ist ein detailliertes Verständnis von Funktion, Inakti-
vierungsmechanismen und die Kenntnis der Struktur der Schlüsselenzym-
komplexe, der Hydrogenasen, Voraussetzung. Zusätzlich ist das Wissen
über deren genetische Kodierung und Maturierungsprozesse notwendig,
um molekularbiologisch z. B. sauersto�nsensitive Mutanten herzustellen
oder um das Protein zur Überexpression zu bringen.
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3 Der bakterielle Organismus

Allochromatium vinosum

3.1 Lebensraum

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Organismus Allochromatium vino-
sum (A. vinosum) handelt es sich um einen photosynthetischen, obligat
anaerob lebenden Prokaryoten [15], dessen natürlicher Lebensraum die un-
tere, sauersto�arme aber noch ausreichend belichtete Zone eines Gewäs-
sers darstellt. Es handelt sich um teilweise gewundene, stäbchenförmige
Zellen von etwa 2-3µm Gröÿe mit monopolarer, polytricher Begeisselung.
Bereits 1919 wurde das massenhafte Vorkommen der Bakterien in den
schwefelwassersto�führenden Schichten des Rotsees bei Luzern beschrie-
ben [16]. Die Bakterien färbten das Wasser in einem hellroten Ton. Die
festgestellte Ähnlichkeit mit rotem Wein wurde in der Namensgebung auf-
gegri�en. Er bedeutet soviel wie �Die Farbe des Weines�.

Das in Abbildung 3.1 dargestellte Ökosystem �See� kann jahreszeiten-
abhängig in unterschiedliche Bereiche gegliedert werden. In der oberen
mit ausreichend Licht versorgten Schicht (Epilimnion) leben hauptsäch-
lich Primärproduzenten wie z. B. aerobe Bakterien, Algen (z. B. Gattung
Chlorella) oder Cyanobakterien (z. B. Gattung Anabaena), die oxigene
Photosynthese betreiben. Durch die fehlende Durchmischung im Som-
mer herrscht unterhalb der Sprungschicht (Metalimnion) Sauersto�man-
gel. Dieser Zustand wird als Sommerstagnation bezeichnet. Dort wird
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3 Der bakterielle Organismus Allochromatium vinosum

Abbildung 3.1: Topographisch wird das Ökosystem �See� in Pelagial (Frei-
wasserzone) und Benthal (Bodenzone) gegliedert, wobei die Bodenzone weiter-
hin in Litoral (Uferzone) und Profundal (Tiefenzone) aufgeteilt wird. Während
der Sommerstagnation tritt aufgrund abiotischer Faktoren eine Schichtung in-
nerhalb des Sees auf, wobei zwischen Epilimnion (durchmischte, lichtgesättig-
te Deckschicht), Metalimnion (Sprungschicht) und Hypolimnion (sauersto�ar-
me, dunkle Tiefenschicht) unterschieden wird. Während der Zirkulationsphasen
im Frühjahr und Herbst ist diese Schichtung aufgehoben. Aufgrund biotischer
Faktoren wird das Epilimnion auch als trophogene Zone (O2-Produktion durch
Photosynthese überwiegt gegenüber dem O2-Verbrauch durch Atmung) und das
Hypolimnion als tropholytische Zone (keine O2-Produktion, hauptsächlich an-
aerobe Organismen) bezeichnet (Abbildung verändert nach [17]).

organische Materie, z. B. abgestorbene Primärproduzenten, von extern
eingebrachtes organisches Material wie Blätter oder Aas, abgebaut, wo-
bei Wassersto� (H2), Schwefelwassersto� (H2S), Kohlensto�dioxid (CO2)
und andere Produkte entstehen. Beispielsweise erzeugen sulfatreduzieren-
de Bakterien der Gattung Desulfovibiro Schwefelwassersto�. Methano-
gene Bakterien (z. B. Gattung Methanococcus) reduzieren u. a. CO2 mit
H2 zu Methan. Anaerobe photosynthetische Bakterien wie das Schwefel-
Purpurbakterium A. vinosum oder das grüne Bakterium Chlorobium te-
pidum sind hauptsächlich an der Sprungschicht zu �nden, dort wo H2S,
CO2 und ausreichend Licht zur Verfügung stehen. Phototrophe Bakterien
können mit CO2 als einziger Kohlensto�quelle, also autotroph, wachsen
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(Photoautotrophie). Alternativ sind einige dieser Bakterien dazu in der
Lage, statt CO2 organische Substrate als Kohlensto�quelle zu verwerten
und einen heterotrophen Sto�wechsel (photoheterotrophe Lebensweise) zu
betreiben.

3.2 Bakterielle Photosynthese

Bei der bakteriellen anoxigenen Photosynthese �ndet im Gegensatz zur
oxigenen Photosynthese keine Wasserspaltung statt und es entsteht kein
Sauersto� als Nebenprodukt. Die unterschiedlichen Photosynthese betrei-
benden, bakteriellen Organismen werden aufgrund morphologischer und
physiologischer Eigenschaften, z. B. der Organisation des Photosynthese-
apparates, Verwertbarkeit reduzierter Schwefelverbindungen oder des Ho-
mologiegrads der 16S rRNA, unterteilt in:

• Schwefel-Purpurbakterien (Chromatiaceae)

• Nicht-Schwefel-Purpurbakterien (Rhodospirillaceae)

• Grüne Schwefelbakterien (Chlorobiaceae)

• Grüne Bakterien (Chloro�exaceae)

1998 wurde von Imho� et al. eine Reklassi�zierung innerhalb der Familie
der Chromatiaceae vorgenommen, welche unter anderem zu einer Umbe-
nennung der Art Chromatium vinosum zu Allochromatium vinosum führte
[18]. Im Folgenden ist die Systematik des Bakteriums dargestellt:

Domäne Bacteria
Stamm Proteobacteria
Klasse γ-Proteobacteria
Ordnung Chromatiales
Familie Chromatiaceae
Gattung Allochromatium
Art Allochromatium vinosum
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Alle oben genannten Familien gehören dem gramnegativen Typ an, die,
im Gegensatz zu den grampositiven Bakterien, eine einschichtige Zellwand
aus Peptidoglycan (Murein) und eine zusätzliche äuÿere Membran besit-
zen. Deren intracytoplasmatische Membranen, die Chromatophore, stehen
mit der inneren Cytoplasmamembran in Verbindung.

Der membrangebundene Photosyntheseapparat ist in den Chroma-
tophoren lokalisiert, besitzt im Gegensatz zu höheren P�anzen, Algen
oder Cyanobakterien nur ein Photosystem und dient ausschlieÿlich der
Energietransformation. Er ist an die Niedriglichtbedingungen, die an der
Sprungschicht vorliegen, optimal angepasst. Der Komplex setzt sich aus
Lichtsammel- oder Antennensystemen, dem photochemischen Reaktions-
zentrum (bakterielles Reaktionszentrum), der Chinon-Cytochrom b/c-
Oxidoreduktase, den in der Membran beweglichen Elektronenüberträgern
und der ATPase zusammen. Das Antennensystem der Schwefel- und Nicht-
Schwefel-Purpurbakterien besteht aus membrangebundenen Protein-Pig-
mentkomplexen, die hauptsächlich Bakteriochlorophyll (BChl) und Caro-
tinoide enthalten. Bis auf wenige Ausnahmen ist BChla das typische Chlo-
rophyll dieser Bakteriengruppe. A. vinosum besitzt ausschlieÿlich BChla.
Durch die Energie eines Excitons wird ein Elektron im Reaktionszentrum
angeregt, d. h. auf ein höheres Niveau gehoben. Über eine Elektronentrans-
portkette gelangt das Elektron wieder zum primären Elektronendonor zu-
rück. An diesen cyclischen Elektronen�uss ist der Transport von Protonen
aus dem intrazellulären Raum durch den Cytochrom b/c-Komplex in den
Extrazellularraum gekoppelt. So wird ein elektrochemisches Potential in
Form eines Protonengradienten aufgebaut, welches für die ATP-Synthese
genutzt wird (cyclische Photophosphorylierung).

Anstelle des Wassers können von phototrophen Bakterien verschiede-
ne reduzierte anorganische Verbindungen wie Sul�de, Schwefel oder Was-
sersto� als primäre Elektronendonoren zur Bereitstellung von Redukti-
onsäquivalenten verwendet werden. Schwefel-Purpurbakterien oxidieren

16



3.3 Kultivierung

z. B. Schwefelwassersto� (H2S), Wassersto� oder Thiosulfat zur Regenerie-
rung von Adenosintriphosphat (ATP) und Nicotinamidadenindinukleotid
(NADH). Der bei der Photosynthese gebildete molekulare Schwefel wird in
globulärer Form innerhalb der Zellen gespeichert, weiter über Sul�t zu Sul-
fat oxidiert oder ausgeschieden. Die an der cytoplasmatischen Membran
assoziierte [NiFe]-Hydrogenase (H2ase) aus A. vinosum dient einerseits
zur Fixierung überschüssiger Elektronen bzw. Protonen z. B. in Form von
H2 oder ermöglicht andererseits durch die Oxidation von Wassersto� die
Herstellung von Reduktionsäquivalenten oder ist am Aufbau eines Pro-
tonengradienten beteiligt. H2asen spielen somit eine wesentliche Rolle im
Energiemetabolismus bakterieller Organismen.

Um Grundlagen der Funktion und Struktur bestimmter Proteine zu
untersuchen, in diesem Fall der [NiFe]-Hydrogenase, werden diese in aus-
reichender Menge benötigt. Am einfachsten ist es, sie aus Bakterien zu
gewinnen, die mit geringem Aufwand zu kultivieren sind und viel Mate-
rial liefern. Dazu werden die Organismen, häu�g Bakterien, Algen oder
Cyanobakterien im Labor unter de�nierten Bedingungen gezüchtet.

3.3 Kultivierung

Die Arbeit mit Wildtyp-Bakterien (genetisch unverändert) oder moleku-
larbiologisch veränderten bakteriellen Organismen ist u. a. deshalb vor-
teilhaft, da Bakterien mit vergleichsweise kurzen Generationszeiten schnell
zu einer ausreichend groÿen Menge homogenen Ausgangsmaterials führen.
Besitzt das zu isolierende Protein einen geringen Expressionsgrad, ist viel
Zellmasse notwendig, um einige Mikro- bis Milligramm hochreines Protein
zu erhalten.

Eine Bakterienkultur wächst, wenn eine Zunahme von Anzahl und
Masse der Zellen zu beobachten ist. Es gibt verschiedene Methoden zur
Zellzahlbestimmung. Bei der Ermittlung der Gesamtzellzahl werden alle
Organismen, inklusive toter und geschädigter Zellen, berücksichtigt. Die
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hier angewendete einfache und praktikable, allerdings indirekte Methode
der Zellzahlbestimmung ist die spektroskopische Messung der Extinktion
bzw. der Streuung einer Zellsuspension. Es besteht ein linearer Zusammen-
hang zwischen dem Messwert, der optischen Dichte bei einer bestimmten
Wellenlänge (600 nm), und der Zellmasse. Die graphische Darstellung der
Entwicklung der Zellzahl in Abhängigkeit von der Zeit wird Wachstums-
kurve genannt. Während ihres Wachstums durchlaufen Bakterien verschie-
dene Stadien. Abbildung 3.2 stellt eine idealisierte Wachstumskurve dar,
in der die ermittelte Zellzahl gegen die Zeit aufgetragen wurde. Die un-
terschiedlichen Wachstumsphasen sind entsprechend markiert und werden
im Folgenden erläutert.

Abbildung 3.2: Graphische Darstellung der unterschiedlichen Phasen des bak-
teriellen Wachstums in einer idealen Wachstumskurve (Abbildung verändert
nach [19]).

• Anlaufphase: Zeitintervall zwischen Inokulation des Ansatzes und
maximaler Teilungsrate, Anpassung an neue Sto�wechselsituation.
Die Dauer der Anlaufphase ist vom Alter der Vorkultur und von der
Nährlösung abhängig. Die Anpassung an das neue Medium erfordert
beispielsweise die Neusynthese von Enzymen, die in der Vorkultur
nicht benötigt wurden. Be�ndet sich die Kultur, mit der angeimpft
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wird, bereits in der stationären Phase, erfolgt zunächst die RNA-,
Ribosom- bzw. Enzymsynthese.

• Exponentielle Phase: Die Zellen besitzen eine konstante minimale
Generationszeit, die für jede Art spezi�sch ist. Die Entstehung neu-
er Zellen erfolgt deutlich schneller als das Absterben. Die Generati-
onszeit kann während der exponentiellen Wachstumsphase variieren,
wenn sich das umgebende Milieu verändert. Sich verändernde Fakto-
ren sind z. B. die abnehmende Substratkonzentration, die Zunahme
der Zelldichte oder die Anreicherung von Sto�wechselprodukten.

• Stationäre Phase: In dieser Phase �ndet kein Zellwachstum statt.
Die maximale Populationsdichte ist erreicht. Es besteht Substratbe-
grenzung, sobald sich ein Faktor der Nährlösung im Minimum be-
�ndet. Hemmende oder toxische Sto�wechselprodukte sammeln sich
an. Die Wachstumsrate der Zellen ist herabgesetzt. Absterben und
Entstehung neuer Zellen halten die Waage.

• Absterbephase: In dieser Phase kommt es zur Au�ösung (Lyse) der
Zellen. Das Absterben überwiegt gegenüber der Entstehung neuer
Zellen.

Die Bakterienkultur wird gegen Ende der exponentiellen Phase geerntet,
wenn die maximale Populationsdichte lebender Zellen erreicht ist. Weitere
mikrobiologische Grundlagen sind in entsprechenden Lehrbüchern nach-
zulesen [19, 20].

Im Labor wird A. vinosum in einem Glasfermenter als statische Kultur
angezogen. Das Medium, in dem die Zellen wachsen, setzt sich aus aus ei-
ner Vielzahl gelöster Salze, insbesondere Natriumcarbonat (Na2CO3) und
Natriumthiosulfat (Na2S2O3) zusammen. Es �ndet keine Zufuhr von Nähr-
sto�en oder Abfuhr von Sto�wechselprodukten während der Dauer einer
Zellkultur statt. Durch in Intervallen erfolgende �üssig-�üssig Überimp-
fungen in frisches Medium wird dem Wachstum von Begleitorganismen
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vorgebeugt und der Ansatz schrittweise vergröÿert. Es ist davon auszuge-
hen, dass bei einer homogenen Bakteriensuspension alle Zellen identisch
sind.
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4 Hydrogenasen

4.1 Klassi�zierung der Hydrogenasen

Gegenstand dieser Arbeit ist das hoch spezialisierte globuläre Metallopro-
tein, die [NiFe]-Hydrogenase. Es ist ein Enzym, dem eine zentrale Rolle
im Wassersto�metabolismus vieler prokaryotischer Mikroorganismen zu-
kommt. Hydrogenasen katalysieren sowohl die heterolytische Spaltung von
molekularem Wassersto� als auch im umgekehrten Prozess dessen Gene-
rierung aus Elektronen und Protonen entsprechend der Gleichung:

H2 
 H− + H+ 
 2H+ + 2e− (4.1)

Die Oxidation des Wassersto�s ermöglicht die Herstellung starker Reduk-
tionsäquivalente wie NADH, NADPH oder FADH2, baut einen Protonen-
gradienten auf oder dient zur Fixierung überschüssiger Elektronen. Das
Protein ist somit direkt am Energiesto�wechsel des Organismus beteiligt.

Enzyme werden aufgrund der von ihnen katalysierten Reaktionen klas-
si�ziert. Die in dieser Arbeit untersuchte Hydrogenase gehört auf Emp-
fehlung der Enzyme Commission [21] zur Enzymklasse EC1, der Oxidore-
duktasen, bzw. EC1.12, der Oxidoreduktasen, die Wassersto� umsetzen.
Sie können aufgrund ihrer unterschiedlichen Elektronenakzeptoren, bei-
spielsweise NAD/NADP (EC1.12.1), Cytochrom (EC1.12.2) oder Coen-
zymF420 (EC1.12.98.1), in weitere Gruppen gegliedert werden. Hydro-
genasen der Desulfovibrio Arten interagieren in vivo mit Cytochrom c3
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(EC1.12.2.1). Im Falle der Gattung Allochromatium ist der Elektronen-
akzeptor bisher nicht bekannt.

Die jeweilige Zusammensetzung des aktiven Zentrums der Hydrogen-
asen (H2asen) ergibt weitere Klassi�zierungsmöglichkeiten. Üblicherweise
werden [NiFe]-, [FeFe]- und [Fe]-Hydrogenasen unterschieden. Diese drei
Enzymtypen sind phylogenetisch nicht verwandt, weisen jedoch eine Ge-
meinsamkeit auf: Das Eisenatom im aktiven Zentrum besitzt immer Cya-
nid und CO oder nur CO als natürliche Liganden, vermutlich aufgrund
konvergenter Evolution. Das zeigt, dass der katalytische Mechanismus der
Wassersto�umsetzung der verschiedenen Hydrogenaseklassen ähnlich sein
muss und die Erkenntnisse aus der Untersuchung einer bestimmten Hy-
drogenase auf andere übertragbar ist.

Die Hydrogenase aus A. vinosum ist der zahlenmäÿig gröÿten Klasse
den [NiFe]-H2asen zuzuordnen. Diese Enzyme besitzen ein aktives Zen-
trum bestehend aus einem Ni- und einem Fe-Atom und drei [FeS]-Cluster.
Die [NiFeSe]-H2asen sind als Untergruppe dieser Klasse zu verstehen, bei
denen ein das katalytische Zentrum koordinierendes Cystein durch ein Se-
lenocystein ersetzt ist [22, 23, 24]. Bei den zweiatomigen Liganden des
Eisens handelt es sich um ein CO- und ein Cyanidmolekül. Der struktu-
relle Aufbau wird in Abschnitt 4.2 ausführlich behandelt.

Das aktive Zentrum der [FeFe]-Hydrogenasen (H-Cluster) besteht aus
einem binuklearen [FeFe]-Zentrum welches über Cysteine an einen [4Fe4S]-
Cluster gebunden, und an das Protein assoziiert ist [25]. Jedes Eisenatom
besitzt jeweils einen Cyanid- und einen CO-Liganden. Ein weiterer CO-
Ligand verbindet beide Fe-Atome. [FeFe]-Hydrogenasen sind meist Mono-
mere, die stark in ihrer Gröÿe variieren.

Die [Fe]-Hydrogenasen besitzen keine Eisen-Schwefelcluster und kein
Nickel. Allerdings hängt dessen Aktivität von einem eisenhaltigen Ko-
faktor ab [26, 27, 28, 29]. [Fe]- bzw. Eisen-Schwefelclusterfreie Hydro-
genasen katalysieren in methanogenen Bakterien die reversible Redukti-
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on von methenyl-H4MPT+ mit H2 zu methylen-H4MPT. Aufgrund des-
sen werden sie auch als H2-bildende Methylentetrahydromethanopterin-
dehydrogenase, abgekürzt Hmd, bezeichnet. FT-IR-spektroskopische Mes-
sungen haben gezeigt, dass das Eisenatom des Kofaktors zwei CO Ligan-
den koordiniert [30]. Anhand der 2006 verö�entlichten Struktur des he-
terolog expremierten [Fe]-H2ase-Apoenzyms aus Methanocaldococcus jan-
naschii (Au�ösung 1,75Å) und Methanopyrus kandleri (Au�ösung 2,4Å)
[26, 28] konnte sowohl die mögliche Bindestelle des Substrats methenyl-
H4MPT+ als auch der mögliche Ligand des eisenhaltigen Kofaktors (Cy-
stein176, M. jannaschii Nummerierung) identi�ziert werden.

Häu�g wird auch aufgrund des Vorkommens im Organismus, bzw. der
physiologischen Funktion in membrangebundene Hydrogenasen (MBH), in
lösliche Hydrogenasen (SH) oder regulatorische Hydrogenasen (RH) unter-
schieden. Es ist beispielsweise eine sauersto�tolerante [NiFe]-Hydrogenase
aus Ralstonia eutropha identi�ziert worden [31], die physiologisch als �H2-
Sensor� dient und bei Anwesenheit von Wassersto� die Biosynthese der
hauptsächlich wassersto�oxidierenden Hydrogenasen vermittelt. Die ver-
schiedenen Hydrogenasen sind sowohl im Periplasma als auch im Cyto-
plasma in gelöster oder membrangebundener Form zu �nden.

Die membrangebundene [NiFe]-H2ase des photosynthetischen Schwefel-
Purpurbakteriums A. vinosum gehört, wie eine Vielzahl anderer gut un-
tersuchter Hydrogenasen, zu den sogenannten Standardhydrogenasen, die
sowohl aus biochemischer und spektroskopischer Sicht deutliche Überein-
stimmungen aufweisen als auch strukturell vergleichbar sind. Ähnlich-
keiten der Gen- bzw. Aminosäuresequenzen der einzelnen Proteine be-
stätigen auf molekularbiologischer Ebene die funktionelle, bzw. struk-
turelle Klassi�zierung. Zu den Standardhydrogenasen gehören z. B. die
[NiFe]-Hydrogenasen der anaeroben, sulfatreduzierenden Bakterien der
Gattung Desulfovibrio (Desulfovibrio vulgaris, Desulfovibrio gigas), der
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aeroben �Knallgasbakterien� (Ralstonia eutropha) oder aus photosynthe-
tischen Bakterien (Thiocapsa roseopersicina).

4.2 Struktureller Aufbau

Mit Hilfe der bisher bekannten Röntgenstrukturen und nicht zuletzt mit
den Erkenntnissen aus den aktuell verö�entlichten hochaufgelösten Kri-
stallstrukturen der [NiFe]-Hydrogenase im oxidierten Zustand Ni-A (PDB-
Eintrag: 1WUI; Au�ösung 1,04Å) bzw. Ni-B (PDB-Eintrag 1WUJ; Auf-
lösung 1,40Å) aus Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F (D. vulgaris MF)
[32] sind aufgrund funktioneller und spektroskopischer Übereinstimmun-
gen mit den Standardhydrogenasen detaillierte, generell zu verstehende
Aussagen zur Struktur der [NiFe]-Hydrogenasen möglich.

Abbildung 4.1: Darstellung des aktiven Zentrums der [NiFe]-Hydrogenase.
Das Nickelatom ist über vier Cysteine an das Protein gebunden. Zwei der
Cystein-Schwefelbindungen koordinieren ebenfalls das Eisenatom und bilden auf
diese Weise eine Brücke zwischen beiden Atomen. Ein dritter möglicher Brücken-
ligand ist mit einem X gekennzeichnet. Das Eisenatom besitzt seinerseits drei
weitere Liganden, ein CO- und zwei CN−-Moleküle.

Die [NiFe]-Hydrogenase ist ein Heterodimer und besteht mit einem
Molekulargewicht von insgesamt ca. 90000 Dalton (Da) aus einer groÿen
α- (ca. 45-70 kDa) und einer kleinen β-Untereinheit (ca. 30-35 kDa). Das
katalytische Zentrum ist in der groÿen Untereinheit lokalisiert und wird
von einem heterobimetallischen Komplex aus Nickel und Eisen gebildet.
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Das Ni-Atom wird von vier Cystein-Schwefelatomen koordiniert und ist
dadurch an das Protein gekoppelt. Zwei dieser Bindungen koordinieren
ebenfalls das Fe-Atom und formen auf diese Weise eine Brücke zwischen
beiden Atomen. Chemische und Infrarot-spektroskopische Analysen zei-
gen, dass das Fe-Atom weiterhin drei anorganische Liganden, ein CO-
und zwei CN−-Moleküle, besitzt [33, 34, 35]. Zusätzlich hat das Protein
im oxidierten Zustand einen weiteren Liganden zwischen beiden Metallen,
den sogenannten Brückenliganden. Dieser wird bei Reduktion des Enzyms
mit H2 freigesetzt und unterscheidet sich je nach Redoxzustand. Die Fra-
ge nach der Natur der Brückenliganden jedes einzelnen Redoxzustandes
konnte bisher noch nicht eindeutig geklärt werden. Abbildung 4.1 verdeut-
licht den strukturellen Aufbau des aktiven Zentrums stark schematisiert.

Abbildung 4.2: Vereinfachte schematische Darstellung beider Untereinheiten
der [NiFe]-Hydrogenase. Der Protonenkanal in der groÿen Untereinheit und der
in der kleinen Untereinheit lokalisierte Elektronentransportweg über die [FeS]-
Zentren sind angedeutet (Abbildung verändert nach [36]).

Die kleine Untereinheit beinhaltet drei Eisen-Schwefelcluster, die den
Elektronentransfer vom und zum aktiven Zentrum durch das Protein vom

25



4 Hydrogenasen

bzw. zum nativen Elektronenakzeptor bzw. -donor ermöglichen. Der pro-
ximale Cluster ist dem aktiven Zentrum zugewandt, während der distale
Cluster nah an der Proteinober�äche liegt. Bei beiden handelt es sich um
ein [4Fe4S]-Zentrum. Der mittig dazwischen liegende Komplex ist häu�g
ein [3Fe4S]-Zentrum. Die bei der Spaltungsreaktion entstehenden Proto-
nen werden über H+-Kanäle durch die Proteinmatrix an die Umgebung
abgegeben. Resultiert daraus ein Protonengradient, kann dieser beispiels-
weise von einer ATP-Synthase direkt zur Energiegewinnung genutzt wer-
den. Neben dem Ni und dem Fe ist ein weiteres Metallion identi�ziert
worden, welches in der groÿen Untereinheit lokalisiert ist. Es handelt sich
um ein Magnesium (Mg2+), welches ebenfalls am Protonentransport durch
das Protein beteiligt ist [37, 38]. Abbildung 4.2 stellt vereinfacht den Auf-
bau beider [NiFe]-Hydrogenase Untereinheiten mit dem aktiven Zentrum
bzw. den Eisen-Schwefelclustern dar. Protonen- und Elektronentransport-
kanäle sind ebenfalls eingezeichnet.

4.3 Die Redoxzustände

Im Laufe des katalytischen Zyklus nimmt die Hydrogenase in ihrer Funk-
tion als Oxidoreduktase unterschiedliche Redoxzustände ein, die jeweils
charakteristische spektroskopische Eigenschaften besitzen. Das Protein
oxidiert das Substrat Wassersto� und reduziert einen gekoppelten Elek-
tronenakzeptor. Auch die Reduktion von Protonen erfordert eine Rei-
he verschiedener Redoxreaktionen. Abbildung 4.3 zeigt eine schemati-
sche Übersicht der unterschiedlichen Redoxzustände, welche im folgen-
den Text erläutert werden. Viele Fragen hinsichtlich des eigentlichen Re-
aktionsablaufs sind noch ungeklärt oder werden kontrovers diskutiert.
Kürzlich verö�entlichte Übersichtsartikel behandeln die bisherigen Er-
gebnisse und Schlussfolgerungen ausführlich und fassen diese zusammen
[36, 39, 40, 41, 42].
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4 Hydrogenasen

In seiner inaktiven, oxidierten Form treten zwei EPR-aktive, d. h. pa-
ramagnetische, Zustände Ni-A (�unready�) und Ni-B (�ready�) auf, die sich
in ihrer Aktivierungsgeschwindigkeit unterscheiden. Ni-B ist sofort durch
H2 reduzierbar, während die Reduktion des stabilen Ruhezustandes Ni-A
Stunden dauern kann [43]. Das Nickelatom ist in beiden Fällen paramagne-
tisch und besitzt die formale Oxidationsstufe+III, das diamagnetische Ei-
senatom +II. EPR-spektroskopische Untersuchungen und Messungen mit
17O-markiertem Material lassen vermuten, dass es sich bei dem Brückenli-
ganden in den Zuständen Ni-A und Ni-B um eine Sauersto�spezies handelt
[44, 45, 46]. Im Falle des Ni-B Zustandes konnte gezeigt werden, dass an
dieser Stelle ein Hydroxid-Anion (OH−) gebunden ist [47, 48, 49]. Obwohl
die Oxidationsstufen in beiden Zuständen identisch sind, unterscheiden
sich die g-Werte ihrer jeweiligen EPR-Spektren. Diese Tatsache ist auf un-
terschiedliche Brückenliganden in beiden Zuständen zurückzuführen. Die
Natur des Brückenliganden im Ni-A Zustand ist bisher noch nicht eindeu-
tig geklärt. Ein Ligand der Form OOH− [46, 45, 50] oder OH− [51, 52, 53]
wird postuliert, konnte jedoch noch nicht experimentell veri�ziert werden.
Weitere Erklärungsansätze befassen sich mit der Veränderung der räumli-
chen Umgebung des aktiven Zentrums, beispielsweise durch Protonierung
oder Deprotonierung umliegender Aminosäuren [54, 55, 51] oder Konfor-
mationsänderungen des Proteins bzw. des bimetallischen Zentrums [53].
Befände sich in beiden Zuständen der gleiche Brückenligand im aktiven
Zentrum könnte dieser z. B. durch eine Positionsänderung Unterschiede in
der Elektronendichteverteilung um das Eisen- bzw. Nickelatom bewirken,
womit die spektroskopisch detektierten Unterschiede begründet werden
könnten [53].

Die durch Aufnahme jeweils eines Elektrons aus Ni-A bzw. Ni-B ent-
stehenden Zustände Ni-SU und Ni-SIr sind EPR-inaktiv und bilden nach
einer Konformationsänderung den ersten aktiven Zustand, der direkt am
H2-Spaltungsprozess beteiligt ist, den Ni-SIa Zustand. Die Indizes r und
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a bedeuten in diesem Fall �ready� und �active�. In anderen Publikationen
werden gleichbedeutend die Bezeichnungen Ni-SII und Ni-SIII verwendet.
Der [3Fe4S]-Cluster liegt reduziert vor und ist, wie auch der Ni-SIa Zustand
diamagnetisch. Das Nickelatom im aktiven Zentrum besitzt die Oxidati-
onsstufe +II, die des Eisens bleibt unverändert +II.

Die beiden Subformen des Ni-SI Zustandes Ni-SIr und Ni-SIa liegen
in einem Säure-Base-Gleichgewicht vor. Der pKa-Wert beträgt für die
[NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris MF pKa=7,8± 0,1 [51]. Für die [NiFe]-
Hydrogenase aus A. vinosum wurde ein pKa-Wert von 8,0± 0,1 bestimmt
[56]. Bei dem Brückenliganden des Ni-SIr Zustandes könnte es sich um ein
Hydroxid-Anion handeln. Dieses liegt bei hohen pH-Werten (pH-Wert 9,0)
vor. Der Ni-SIa Zustand hingegen entsteht bei niedrigen pH-Werten (pH-
Wert 6,0) indem der Brückenligand des Ni-SIr Zustandes, das OH−, pro-
toniert wird. Verlässt das nun nicht mehr an den bimetallischen Cluster
koordinierte Wassermolekül bei Temperaturen ≥ 20◦ C das aktive Zen-
trum, wird das Enzym aktiv. Die Brückenposition zwischen dem Ni- und
dem Fe-Atom im aktiven Zentrum des Ni-SIa Zustandes ist frei [56].

Durch eine weitere Elektronenaufnahme gelangt der [NiFe]-Cluster
in den aktiven, paramagnetischen Zustand Ni-C (�active�). Das Nickel-
atom besitzt in diesem Fall die Oxidationsstufe +III. Neben dem [3Fe4S]-
Cluster sind auch beide [4Fe4S]-Cluster reduziert. Beim Brückenliganden
handelt es sich um ein Hydrid (H−) [57, 49, 58]. Ni-C ist lichtemp�nd-
lich und führt unter Belichtung bei niedrigen Temperaturen zu weiteren
paragmagnetischen Signalen, den Ni-L Zuständen [59, 60]. Es wurde ge-
zeigt, dass der Konversionsprozess vom Ni-C in den Ni-L Zustand mit
einer Dissoziation der Ni-H-Bindung einhergeht. Im Ni-L Zustand bleibt
die Brückenposition zwischen dem Nickel- und dem Eisenatom unbesetzt
und eine umliegende Aminosäure wird protoniert [51, 54].

Nach einer letzten Elektronenaufnahme liegt das Enzym im vollstän-
dig reduzierten, nicht EPR-aktiven Zustand Ni-R vor. Das Nickelatom be-
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sitzt die formale Oxidationsstufe +II. Alle [FeS]-Cluster sind, wie schon
im Ni-C Zustand, reduziert. Für eine Aussage in Bezug auf die Identi-
tät des Brückenliganden dieses Zustandes fehlen bisher direkte spektro-
skopische Beweise. Es wird angenommen, dass ebenfalls ein H− an der
Position des Brückenliganden gebunden ist [61]. Vom Ni-R Zustand der
[NiFe]-Hydrogenasen aus D. gigas, D. fructosovorans, D. vulgaris MF und
A. vinosum sind verschiedene Subformen Ni-RI, Ni-RII und Ni-RIII be-
kannt [62, 63, 35, 56]. Diese treten abhängig vom pH-Wert der Protein-
lösung auf [56] und sind aufgrund ihrer charakteristischen Bandenlagen
im FT-IR-Spektrum zu identi�zieren. Es handelt sich um unterschiedli-
che Protonierungszustände des reduzierten aktiven Zentrums. Allerdings
konnte im Falle der [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris MF bisher keine
pH-Abhängigkeit nachgewiesen werden [51].

Kohlensto�monoxid (CO) ist ein kompetitiver Inhibitor nahezu aller
Hydrogenasen. EPR-Messungen haben gezeigt, dass CO direkt an das
Nickel bindet, wenn das zuvor mit Wassersto� reduzierte Enzym mit CO-
Gas behandelt wird [64, 44]. Es existieren zwei verschiedene CO-Zustände,
ein EPR inaktiver Zustand, in dem das Nickelatom in Oxidationsstufe+II
vorliegt (Ni-SCO) und ein EPR aktiver Zustand, in dem das Nickel wahr-
scheinlich die Oxidationsstufe +I besitzt (Ni-CO∗).

FT-IR-spektroskopische Messungen an Hydrogenasen haben gezeigt,
dass diese im Spektralbereich von 1800-2100 cm−1 Banden aufweisen,
die den Schwingungen der CN−- bzw. CO-Liganden zuzuordnen sind
und je nach Redoxzustand des Enzyms charakteristisch verschieben
[43, 65, 66, 56]. Während mit EPR die spektroskopische Untersuchung
auf die paramagnetischen Zustände beschränkt ist (Detektion der Ände-
rung des elektronischen Zustandes des Nickelatoms im aktiven Zentrum),
ist mit Hilfe FT-IR-spektroskopischer Methoden anhand der Änderung
der C=O- und C≡N-Schwingungsfrequenzen der Eisenliganden, bedingt
durch die Änderung der Elektronendichte um das Eisenatom des akti-
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ven Zentrums, die Analyse aller Redoxzustände möglich. Ni-SIa, Ni-C und
Ni-R sind hinsichtlich der Wassersto�umsetzung relevante Zustände. Die
Ergebnisse aus Untersuchungen der übrigen Redoxzustände tragen aller-
dings wesentlich zum Verständnis des gesamten Katalysemechanismus und
der Inaktivierung durch Sauersto� oder CO bei.

4.4 Genetische Kodierung

Die für die groÿe bzw. kleine Untereinheit der Hydrogenasen kodierenden
Gene sind bei Prokaryoten in Operons, einer Funktionseinheit aus Promo-
tor, Operator und Strukturgenen, organisiert. Neben der Transkription
und Translation der Strukturgene ist auch die Anwesenheit der für die
Maturierung und Faltung wichtigen Helferproteine und der regulatorischen
Proteine zur Biosynthese funktionsfähiger H2asen notwendig. Dessen Gene
können im Operon der Strukturgene zu �nden sein oder auch verstreut, in
separaten Genclustern organisiert im Genom vorkommen. In molekular-
biologischer Hinsicht gut untersuchte Organismen sind u. a. Escherichia
coli [67, 68], die Desulfovibrio Arten [69] und Thiocapsa roseopersicina
[70].

Zu den Helferproteinen gehören z. B. Enzyme, welche die drei an-
organischen Eisenliganden � zwei CN− bzw. ein CO � synthetisieren,
als auch die für die Integration des Eisens und des Nickels zuständi-
gen Metallochaperone. Carbamoylphosphat wurde als Vorstufe der CN−-
Liganden identi�ziert [71]. Für die Liganden CO bzw. CN− der [NiFe]-
Hydrogenase aus A. vinosum wurde gezeigt, dass diese unterschiedlichen
metabolischen Ursprungs sind [71]. Wie die Versuche mit markiertem 13C-
Natriumhydrogencarbonat und 13C-Acetat zeigen, stammt das CO in die-
sem Falle vom Carboxylatkohlensto� des Acetats. Die Frage, welche Pro-
teine genau beteiligt sind und die Herkunft des Carbonylliganden der Hy-
drogenasen anderer Organismen, bleibt weiter o�en.

Bisher ist die unprozessierte, aus der Gensequenz übersetzte, Amino-
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säuresequenz für beide Untereinheiten (UE) der [NiFe]-Hydrogenase aus
A. vinosum bekannt (NCBI-Datenbank: AY89334 bzw. AY93828 [72]).
Zu beachten ist, dass die Aminosäuresequenz aus den Ergebnissen der
Gensequenzierung abgeleitet wurde, d. h. posttranskriptionale und post-
translationale Modi�kationen unberücksichtigt bleiben. Demnach besteht
die groÿe UE aus 576 und die kleine UE aus 314 Aminosäuren. Weiterhin
wurden zwei Gene identi�ziert (isp1 und isp2 ), welche im gleichen Operon
zu �nden sind und für �intergenic sequence proteins� kodieren. Es handelt
sich dabei wahrscheinlich um Proteinkomplexe die am transmembranen
Elektronentransfer beteiligt sind und ebenfalls in anderen Organismen wie
z. B. T. roseopersicina BBS oder D. vulgaris identi�ziert wurden [73].

Die Arbeit mit molekularbiologisch hergestellten Mutanten anderer Ar-
ten, vornehmlich Escherichia coli [74, 75], Ralstonia eutropha [76, 77, 78]
oder D. vulgaris [79, 80], hat die Identi�zierung einiger am Maturierungs-
prozess beteiligter Gene und Proteine und die Bestimmung der entspre-
chenden Funktionen ermöglicht. Während des Maturierungsprozesses er-
folgt beispielsweise die Abspaltung eines C-terminalen Peptids der groÿen
UE, wie aus Kristallstrukturanalysen ähnlicher Proteine hervorgeht [81].
Multiple Alignments (Aminosäuresequenzvergleiche) von Hydrogenasen
verschiedener Organismen haben gezeigt, dass die kleine UE periplas-
matischer Hydrogenasen ein N-terminales Signalpeptid (RRxFxK-Motiv)
trägt, welches den TA- (Twin-Arginin-) vermittelten Transport aus dem
Cytoplasma durch die innere Membran ermöglicht [82, 83, 84].

Der komplexe genetische Hintergrund und der komplizierte Maturie-
rungsprozess erschweren die Herstellung funktionsfähiger, rekombinanter
Hydrogenasen. Daher bleibt die Kultivierung der Wildtyp-Organismen zur
Gewinnung des Proteins für die spektroskopische oder röntgenkristallogra-
phische Analyse und damit zur Funktions- bzw. Strukturaufklärung eine
unverzichtbare Methode.

32



5 Spektroskopische Methoden

5.1 Optische Spektroskopie

Spektroskopische Verfahren beruhen auf der Wechselwirkung zwischen
elektromagnetischer Strahlung und Materie. Mit Hilfe spektroskopischer
Methoden lassen sich nicht nur Informationen über Aufbau und Struk-
tur, sondern auch über die Funktion und Dynamik von Makromolekülen,
beispielsweise katalytisch aktiver Zentren von Enzymen, gewinnen.

Tri�t elektromagnetische Strahlung im sichtbaren und ultravioletten
Bereich auf Materie, so kann ihre Energie auf Moleküle übertragen wer-
den und diese in einen elektronisch angeregten Zustand versetzen. Mole-
küle gehen vom Grundzustand (S0) in einen angeregten Zustand (z. B. S1)
über, wenn die Energie des anregenden Lichtes mit der Energiedi�erenz
des Elektrons zwischen Grundzustand und einem höheren Energieniveau
übereinstimmt. Bei der Absorption eines Photons wird ein Elektron von
einem niederen, besetzten in ein höheres, leeres Orbital gehoben, d. h. es
erfolgt ein elektronischer Übergang.

Im Allgemeinen wird die Absorption (A) von monochromatischer,
elektromagnetischer Strahlung durch ein Molekül gemessen, in dem die
Intensität der Strahlung vor (I0) und nach (I) dem Durchgang durch
die Probe verglichen wird. Sie wird durch das Lambert-Beer-Gesetz be-
schrieben, wobei ε der Extinktionskoe�zient (molarer Absorptionskoe�-
zient) [L ·mol−1 · cm−1], c die Konzentration des absorbierenden Sto�es
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[mol · L−1] und d die vom Messstrahl durchsetzte Schichtdicke [cm] der
Lösung bedeuten:

A = log

(
I0

I

)
= ε · c · d (5.1)

Das Lambert-Beer-Gesetz gilt nur für monochromatisches Licht. Die Grö-
ÿen I, I0 , ε und damit auch A sind wellenlängenabhängig. Daher muss
die jeweilige Wellenlänge z. B. als Index angegeben werden. Trägt man die
Absorption graphisch als Funktion der Wellenlänge auf, erhält man ein
Absorptionsspektrum. Während die Absorption über das Lambert-Beer-
Gesetz direkt mit dem molekularen Prozess der Wechselwirkung von Licht
mit Materie zusammenhängt, bezeichnet der Begri� der Extinktion (opti-
sche Dichte) allerdings den gesamten aus dem ursprünglichen Messstrahl
entnommenen Anteil, der sich aus verschiedenen Teilen zusammensetzen
kann, z. B. der Lichtstreuung und der Absorption durch einen Chromo-
phor. Bei einer Suspension lichtstreuender Partikel (z. B. Membranfrag-
mente oder Bakterienzellen) spielt die Absorption im Vergleich zur Licht-
streuung keine groÿe Rolle. In dieser Arbeit wird die spektroskopische
Messung der Lichtstreuung einer Bakteriensuspension zur indirekten Be-
stimmung der Gesamtzellzahl der Kultur genutzt. Da die Zunahme der
Bakterienanzahl während des Wachstums proportional zur Lichtstreuung
ist, kann mit den ermittelten Messwerten eine Wachstumskurve erstellt
werden.

5.2 FT-IR-Spektroskopie

Bei der FT-IR-Spektroskopie handelt es sich um eine schwingungs-
spektroskopische Methode. Die infrarote Strahlung (ca. 780 nm-1mm),
die im Vergleich zur sichtbaren Strahlung energieärmer ist, reicht für
die Anregung elektronischer Übergänge nicht aus, sondern bewirkt
Molekülschwingungen innerhalb des Grundzustandes S0. Es kom-
men sowohl Valenzschwingungen (symmetrische und asymmetrische
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Streckschwingungen) als auch Deformationsschwingungen (Biege-, Kipp-,
Torsions- und Pendelschwingungen) vor.

Eine Schwingung ist IR-aktiv, wenn sich während der Schwingung min-
destens eine Komponente ihres Dipolmoments ändert. Die Gröÿe des Über-
gangsdipolmoments bestimmt den molaren Absorptionskoe�zienten. Un-
ter einem Übergangsdipolmoment versteht man die Verschiebung elektri-
scher Ladung in einem Molekül beim Übergang zwischen zwei elektroni-
schen Niveaus. Meistens wird die Absorption als Funktion der Wellenzahl ν̃
(Anzahl der Wellenzüge pro cm, 1/λ) angegeben. Die Angabe der Wellen-
zahl an Stelle der Wellenlänge ist besser, da sie der Frequenz und damit
dem Energieunterschied ∆E der Niveaus, zwischen denen der Übergang
erfolgt, proportional ist.

Jede Schwingung des Gesamtmoleküls ergibt sich aus der Überlagerung
gleichfrequenter Schwingungen der Atome, an der alle Atome des Mole-
küls zu unterschiedlichen Anteilen beteiligt sind. Ein nichtlineares Molekül
aus N Atomen hat 3N-6 Schwingungsfreiheitsgrade, die als Normalmoden
bezeichnet werden. Schon bei kleinen Proteinen überlagern sich einige
hundert Normalmoden und erschweren die Interpretation eines Absorp-
tionsspektrums. Zur Vereinfachung wird das Molekül in einzelne Gruppen
und Bindungen zerlegt, die in erster Näherung unabhängig voneinander
in einer für sie typischen Frequenz schwingen. Beispielsweise werden alle
Schwingungen des Proteinrückgrats zu den Amid-Moden zusammenge-
fasst. Das Peptidrückgrat mit der Peptidbindung trägt am meisten zur
IR-Absorption eines Proteins bei und dominiert im Absorptionsspekrum.

5.2.1 FT-IR-Spektroskopie an [NiFe]-Hydrogenasen

Alle bisher bekannten Redoxzustände, die im katalytischen Zyklus der Hy-
drogenase auftreten, sind mit FT-IR-spektroskopischen Methoden analy-
sierbar. Die charakteristischen IR-aktiven Schwingungen der zweiatomigen
Eisenliganden, zwei CN−-Moleküle und ein CO-Molekül, liegen im Bereich
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zwischen 1800-2100 cm−1. Die Amplituden sind im Vergleich zu anderen
Signalen eines FT-IR-Absoptionsspektrums, z. B. von den funktionellen
Gruppen der Aminosäuren eines Proteins (z. B. Amid I 1650 cm−1, Amid
II 1550 cm−1), klein, werden aber nicht durch sie oder durch andere Signa-
le stark absorbierender Moleküle wie CO2 (2200 cm−1) oder H2O (3350,
3300 und 1660 cm−1) überdeckt.

Die zweiatomigen Liganden des Eisens besitzen leere π-Orbitale wo-
durch eine π-Rückbindung zwischen Eisen und Ligand ermöglicht wird.
Aufgrund dessen sind die IR-aktiven Schwingungen der Liganden CO
und CN− besonders sensitiv für Änderungen der elektronischen Struk-
tur des Eisens. Deshalb ist die Analyse von Wellenzahlverschiebungen,
abhängig von der Umgebung des Eisenatoms im katalytisch aktiven Zen-
trum, möglich. Da das Eisenatom des aktiven Zentrums jeder Hydrogen-
ase, unabhängig von der jeweiligen Klassi�zierung in [NiFe]-, [FeFe]- oder
[Fe]-Hydrogenase, immer ein Cyanid und ein CO oder nur ein CO als
natürlichen Liganden besitzt, ist eine Untersuchung mit Hilfe der FT-IR-
Spektroskopie in jedem Fall durchführbar und ermöglicht einen Vergleich
der unterschiedlichen Intermediate im Katalysemechanismus.

5.2.2 Messtechnik

Ein Infrarotspektrometer besteht im Allgemeinen aus einer Strahlungs-
quelle, einem Monochromator, einer Probenkammer und einem Detektor-
system. Als IR-Strahlungsquelle werden häu�g keramische Strahler ver-
wendet, z. B. der Glowbar (Nernst-Stift), die elektrisch aufgeheizt wer-
den. Die dabei emittierte elektromagnetische Strahlung kommt der ei-
nes schwarzen Strahlers sehr nahe. Der Detektor wandelt die nicht ab-
sorbierte Strahlung der Probe in ein elektrisches Signal um. Der zentra-
le Teil eines FT-IR-Spektrometers ist neben der polychromatischen IR-
Strahlungsquelle, dem Detektor und der Probenkammer das Michelson-
Interferometer. Wie in Abbildung 5.1 schematisch dargestellt, besteht es
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aus einem halbdurchlässigen Strahlenteiler, einem festen und einem be-
weglichen Spiegel (Scanner).

Abbildung 5.1: Schematischer Aufbau des Michelson-Interferometers: Bei der
FT-IR-Spektroskopie wird die spektrale Information polychromatischer IR-
Strahlung in ein Interferogramm umgewandelt. Ein Strahlteiler spaltet die von
der IR-Quelle ausgehende Strahlung im Verhältnis 1:1 (Re�exion und Transmis-
sion). Beide Teilstrahlen tre�en jeweils auf einen festen bzw. einen beweglichen
Spiegel. Durch die Verschiebung des beweglichen Spiegels entsteht ein Gangun-
terschied zwischen beiden Teilstrahlen, so dass diese interferieren.

Am Strahlteiler wird der von der Strahlungsquelle ausgehende Strahl
in zwei Teilstrahlen, einen durchgehenden und einen re�ektierten Strahl
aufgespalten. Der vom festen Spiegel re�ektierte Teil tritt wieder durch
den Strahlenteiler und wird dort mit dem vom beweglichen Spiegel re-
�ektierten Teil zusammengeführt. Die Wellenlänge eines Teilstrahls kann
durch Variation der Position des Scanners moduliert werden, so dass eine
beliebige Wegelängendi�erenz (∆x) zwischen beiden Strahlen eingestellt
werden kann. Je nach Wellenlänge und Phasenlage tritt destruktive oder
konstruktive Interferenz auf. Der aus der Interferenz resultierende Strahl
passiert die Probenkammer und wird von dort aus weiter zum Detektor
geleitet. Das entstehende Interferogramm stellt die Intensität der Strah-
lung in Abhängigkeit von der optischen Wegdi�erenz des Scanners dar.
Bei einer gröÿtmöglichen Auslenkung des Sanners um 4 cm ist eine ma-
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ximale spektrale Au�ösung von 0,25 cm−1 erreichbar. Aus den gemesse-
nen Werten muss das entsprechende Einkanalspektrum berechnet werden.
Dies geschieht mit Hilfe einer mathematischen Operation, der Fourier-
Transformation.

Als Fenstermaterialien für IR-Küvetten kommen infrarotdurchlässige
Materialien wie Natriumchlorid (NaCl), Kaliumbromid (KBr), Calcium-
�uorid (CaF2), Germanium (Ge) oder Silicium (Si) in Frage. Häu�g, wie
auch in dieser Arbeit, wird CaF2 als Fenstermaterial verwendet, da es auch
bei wässrigen Proben eingesetzt werden kann.

5.3 EPR-Spektroskopie

EPR- (Electron Paramagnetic Resonance) Spektroskopie ist, wie die im
voran gegangenen Kapitel beschriebene FT-IR-Spektroskopie, eine absorp-
tionsspektroskopische Methode. Grundvoraussetzung ist allerdings der
Paramagnetismus der zu untersuchenden Substanz. Moleküle sind para-
magnetisch, wenn mindestens ein ungepaarter Elektronenspin vorliegt wie
z. B. bei Radikalen oder Übergangsmetallionen in Proteinen und Enzymen
(z. B. Kupfer, Eisen, Mangan oder Nickel). Diamagnetische Substanzen,
beispielsweise organische Verbindungen im Singulett-Grundzustand, besit-
zen eine gerade Anzahl von Elektronen, deren Spins in Paaren antiparallel
angeordnet sind (Pauli-Prinzip).

EPR wird u. a. zur Charakterisierung von freien Radikalen, interme-
diären radikalischen Reaktionsstufen oder paramagnetischen Metallionen
und Komplexen solcher Metallionen z. B. in Metalloproteinen wie der
[NiFe]-Hydrogenase eingesetzt [85]. Sogenannte Spinsonden, das sind sta-
bile organische Radikale die kovalent an Biomoleküle gebunden sind, �n-
den häu�g bei der Untersuchung der Struktur und Dynamik von Lipid-
Membranen oder diamagnetischen Proteinen [86] (Spin-Label-Technik)
Anwendung.

Wird eine paramagnetische Probe in ein homogenes Magnetfeld B0
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gebracht, wird die ursprünglich isotrope Verteilung der Spins aufgehoben.
Der Gesamtdrehimpuls J eines Elektrons setzt sich additiv aus dem Bahn-
drehimpuls L, als Ausdruck für die Kreisbewegung um den Kern, und dem
Eigendrehimpuls S (Spin) als Ausdruck für die Eigenrotation zusammen:

J = L + S (5.2)

Für freie Elektronen ist der Gesamtdrehimpuls gleich dem Eigendrehim-
puls. Auch im Molekülverbund ist der Bahndrehimpuls eines ungepaarten
Elektrons weitgehend gelöscht (�orbital quenching�). Mit den Elektronen-
spins ist ein magnetisches Moment verbunden, welches im Magnetfeld eine
Orientierung erfährt. Sie präzedieren mit einer bestimmten Frequenz, der
Larmor-Frequenz, abhängig von der Magnetfeldstärke um B0:

νe =
βegeB0

h
(5.3)

Quantenmechanisch sind parallele und antiparallele Spinrichtungen in Be-
zug auf den Magnetfeldvektor möglich. Diese werden durch die magneti-
schen Quantenzahlen ms = +1

2
(parallele Ausrichtung, Spin aufwärts ↑)

und ms = −1
2
(antiparallele Ausrichtung, Spin abwärts ↓) wiedergegeben.

Das Messprinzip der EPR-Spektroskopie beruht auf der Absorption
von Mikrowellenenergie durch eine paramagnetische Probe in einem Ma-
gnetfeld bei Erfüllung der Resonanzbedingung:

h · νe = βegeB0 (5.4)

bzw.
∆E = E(ms = +

1

2
)− E(ms = −1

2
) = βegeB0 (5.5)

wobei h das Plancksche Wirkungsquantum (6, 62 · 10−34Js), ν die Fre-
quenz des elektromagnetischen Feldes (Larmor-Frequenz), βe das Bohr-
sche Magneton (9, 2740154 · 1024JT−1, Maÿeinheit des magnetischen Mo-
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ments), ge der g-Wert des freien Elektrons (ge=2,00232) und B0 die
Flussdichte des Magnetfelds bedeuten. Der Resonanzfall tritt ein, wenn die
durch ein gegebenes Magnetfeld festgelegte Larmor-Frequenz mit der Fre-
quenz der eingestrahlten Mikrowelle übereinstimmt und dessen Magnet-
feldvektor B1 senkrecht zur B0-Richtung liegt. Ist diese Bedingung erfüllt,
erfolgen Übergänge der ungepaarten Elektronen zwischen den Energieni-
veaus, bei denen das Elektron seinen Spinzustand ändert. Abbildung 5.2
verdeutlicht die Zeeman-Aufspaltung der Energieniveaus eines Elektrons
schematisch.

Abbildung 5.2: Darstellung der Elektron-Zeeman Aufspaltung für ein S=1
2

System mit einem ungepaarten Elektron im externen magnetischen Feld B0.

Aufgrund der Boltzmann-Verteilung (umgekehrt proportional zur Tem-
peratur und proportional zur Stärke des Magnetfeldes) ist der Zustand
geringerer Energie (ms = −1

2
) stärker besetzt und wird durch die Ab-

sorption der elektromagnetischen Strahlung der Frequenz ν = βegB0/h

zugunsten des (ms = +1
2
)-Energieniveaus entvölkert. Aufgrund des bei

gegebener Temperatur vorliegenden Besetzungsunterschieds erfolgt eine
Netto-Absorption. Die Besetzung beider Energieniveaus wird durch die
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Gleichung
n+ 1

2

n− 1
2

= e
−βegeB0

kB ·T = e
−∆E
kB ·T (5.6)

beschrieben, wobei n der Besetzungszahl des entsprechenden Energienie-
vaus entspricht, T die Temperatur bezeichnet und kB der Boltzmann-
Konstante (1, 3805 · 10−23JK−1) entspricht. Voraussetzung für die Durch-
führung eines kontinuierlichen EPR-Experiments ist, dass durch Rela-
xationsprozesse (z. B. Spin-Gitter- oder Spin-Spin-Relaxation) der Be-
setzungsunterschied auch während der Einstrahlung elekromagnetischer
Strahlung aufrecht erhalten werden kann, da sonst eine Sättigung des
EPR-Signals eintritt.

Aufgrund von Beiträgen des Bahn-Magnetismus und besonders der
Spin-Bahn-Kopplung wird eine Vergröÿerung oder Verringerung der Ener-
giedi�erenz ∆E bewirkt. Daraus ergeben sich gröÿere oder kleinere ef-
fektive g-Werte der auftretenden Absorptionslinien, welche vom g-Wert
des freien Elektrons ge abweichen. Der g-Wert wird anisotrop, d. h. ab-
hängig von der Orientierung des Magnetfeldes relativ zum molekularen
Achsensystem, was zu einem EPR-Spektrum mit mehreren Absorptionsli-
nien führt. Der g-Wert wird zu einem Tensor und durch die drei g-Tensor-
Hauptwerte gx, gy und gz charakterisiert. In einer gefrorenen Probe liegt ei-
ne zufällige, statistisch verteilte Orientierung der Molekülachsen vor (Pul-
verspektrum). Das resultierende rhombische EPR-Spektrum, in dem sich
alle drei g-Werte voneinander unterscheiden, stellt die Überlagerung un-
endlich vieler Einzelspektren dar, die den jeweiligen anisotropen Spektren
der einzelnen, speziell orientierten Molekülen (z. B. im Einkristall) entspre-
chen. Anders als bei einem isotropen Spektrum (mit dem g-Wert giso) ist in
diesem Fall der g-Tensor anisotrop mit gx /= gy /= gz, giso=1

3
(gx +gy +gz).

Die experimentellen Beobachtungen werden in der EPR-Spektroskopie
häu�g in dem Formalismus des Spin-Hamilton-Operators wiedergege-
ben. Dieser fasst alle molekularen Wechselwirkungen zusammen, die zum
magnetischen Resonanzspektrum beitragen. Dazu gehören die Elektron-
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Zeeman-Wechselwirkung (Ein�uss des Drehimpulses des Elektrons), die
Nullfeldaufspaltung (Wechselwirkung zwischen ungepaarten Elektronen-
spins untereinander), die Hyperfeinwechselwirkung (Wechselwirkung von
Elektronen- und Kernspins), weiterhin die Kern-Zeeman- und die Kern-
Quadrupol-Wechselwirkung.

5.3.1 Untersuchung eines Übergangsmetallkomplexes

Die in dieser Arbeit untersuchte Hydrogenase aus A. vinosum gehört zur
Gruppe der Metalloproteine mit den Übergangsmetallionen Nickel und Ei-
sen. Die Redoxzustände (vgl. Kapitel 4, Abbildung 4.3) Ni-A, Ni-B, Ni-C
bzw. Ni-L und Ni-CO sind EPR-aktiv (Ni(III) bzw. Ni(I)) und können mit
dieser Methode detektiert werden. Die Elektronen mit ungepaartem Spin
des paramagnetischen Nickelions be�nden sich in den d -Orbitalen. Das
Eisenion ist in allen Redoxzuständen diamagnetisch (Fe(II), �low spin�).
Der g-Faktor weicht aufgrund kleiner Beiträge der Spin-Bahn-Kopplung
und des Bahndrehmoments vom Wert des freien Elektrons ge=2,00232 ab,
der g-Tensor ist anisotrop und rhombisch (gx /= gy /= gz). Zudem sind
die g-Faktoren von den Liganden des Metallions abhängig. Die charakte-
ristischen g-Werte des EPR-Spektrums lassen somit Rückschlüsse auf die
elektronische Struktur und Umgebung des durch vier Cysteinreste und X
(in bestimmten Redoxzuständen vorliegender Brückenligand zwischen Ni
und Fe) koordinierten Nickelions im bimetallischen Zentrum zu.

Das Nickelion im aktiven Zentrum der [NiFe]-Hydrogenase wechselt im
Laufe des katalytischen Zyklus seine formale Oxidationsstufe und kommt
als Ni+, Ni2+ und Ni3+ vor. Die Zustände Ni+ und Ni3+ mit 9 (Ni-L,
Ni-CO) bzw. 7 (Ni-A, Ni-B, Ni-C) Elektronen in den d -Orbitalen wei-
sen ein einzelnes ungepaartes Elektron (Spin S=1

2
) auf. Bei den diama-

gnetischen Redoxzuständen (Ni-SU, Ni-SI, Ni-R und Ni-SCO), in denen
das Nickelion die formale Oxidationsstufe Ni2+ besitzt, liegt wahrschein-
lich die �low spin�-Kon�guration mit S=0 vor. Bei den in dieser Arbeit
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Abbildung 5.3: Darstellung der Aufspaltung der d -Orbitale bei quadratisch-
pyramidaler Ligandengemometrie und deren Besetzung für Ni+ (d9), Ni2+ (d8)
und Ni3+ (d7). Im Falle des Ni2+-Zustandes ist die paramagnetische �low spin�-
Kon�guration gezeigt [39, 87].

aufgenommenen EPR-Spektren der Zustände Ni-A, Ni-B und Ni-C ist
das Nickel(III) in quadratisch-pyramidaler Geometrie koordiniert und das
Elektron mit ungepaartem Spin be�ndet sich im dz2-Orbital [39, 87] (vgl.
Abbildung 5.3). Mit Hilfe der EPR-Spektroskopie lassen sich die Aus-
wirkungen von Umgebungsänderungen auf die elektronische Struktur des
bimetallischen Zentrums anhand der Verschiebung der charakteristischen
g-Tensor-Hauptwerte des Spektrums verfolgen. Jeder Redoxzustand ist
anhand seines typischen Absorptionslinienmusters bzw. der Lage der g-
Tensor-Hauptwerte zu identi�zieren.

Fe3+ besitzt fünf d -Elektronen. Je nach Umgebung im Liganden-
feld kann ein �high spin�- bzw. �low spin�-Zustand eingenommen werden.
Der �high spin�-Zustand zeichnet sich durch eine maximale Einfachbe-
legung der d -Orbitale und damit gröÿtmöglichen Spin (S=5

2
bei Fe3+)

aus. Der �low spin�-Zustand ist durch maximale Doppelbelegung und
den kleinstmöglichen Spin (S=1

2
) charakterisiert. EPR- und Mössbauer-

Spektroskopie haben gezeigt, dass das Eisen mit der formalen Oxidations-
stufe +II in allen stabilen Redox-Zuständen der [NiFe]-Hydrogenase im
�low spin�-Zustand vorliegt [61]. Beim Fe2+ ist nur der �high spin�-Zustand
(S=2) paramagnetisch, der �low spin�-Zustand hingegen diamagnetisch
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Tabelle 5.1: Mikrowellenbereiche (Bänder) der EPR-Spektroskopie.

Mikrowellenband Frequenz (GHz)

L 1
S 2-4
C 4-8
X 9-10
K 18-24
Q 35
W 95

(S=0, kein ungepaartes Elektron) und somit nicht EPR-spektroskopisch
detektierbar. Das rhombische Signal der detektierten EPR-Spektren der
[NiFe]-Hydrogenase aus A. vinosum beruht daher hauptsächlich auf der
Absorption des Ni-Atoms und zeigt keine Beiträge, die auf das Eisen-Atom
zurückzuführen sind.

5.3.2 Messtechnik

Wesentliche Bestandteile des EPR-Spektrometers sind, wie auch bei an-
deren Absorptionsmethoden, Strahlungsquelle, Probenraum und ein De-
tektorsystem. Als Besonderheit wird ein externes Magnetfeld benötigt,
welches von einem starken Magneten erzeugt wird.

Um die Resonanzbedingung zu erfüllen, kann die Frequenz und/oder
die Stärke des magnetischen Feldes variiert werden. In einem typischen
continous wave (cw) EPR-Experiment wird die innerhalb eines Hohlraum-
resonators (Cavity) be�ndliche Probe im homogenen Magnetfeld B0 mit
einer Mikrowelle konstanter Frequenz ν und Amplitude bestrahlt. Durch
zeitliche Variation der Magnetfeldstärke wird das Resonanzspektrum er-
halten. Als Strahlungsquelle dient z. B. ein Klystron, dessen Mikrowellen
durch einen Hohlleiter zum Resonator transportiert werden. Das homoge-
ne Magnetfeld wird durch einen Elektromagneten erzeugt. Häu�g verwen-
dete Mikrowellenbereiche (Bänder) fasst Tabelle 5.1 zusammen.

Der Hohlraumresonator dient zum einen als Probenraum, zum anderen
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zur Erzeugung des B1-Magnetfeldes. Durch eine variable Lochblende im
Resonator, der Iris, erfolgt die magnetische Kopplung mit den durch den
Hohlleiter herangeführten elektromagnetischen Wellen. Bei entsprechen-
der Einstellung, d. h. wenn λ/2 einem ganzen Vielfachen der Cavity-Länge
entspricht (Eigenfrequenz des Resonators), wird eine stehende Welle er-
zeugt. Die bei erfüllter Resonanzbedingung auftretende Absorption durch
die Probe wird als verringerte Mikrowellenamplitude und damit als verrin-
gerte Spannung am Detektor registriert. Durch die zusätzliche Erzeugung
eines magnetischen Modulationsfeldes am Ort der Probe, welches parallel
zu dem angelegten B0-Feld ausgerichtet ist, wird eine periodische Ver-
änderung des B0-Feldes erreicht. Die Erzeugung dieses Modulationsfeldes
mit einer Frequenz von 100 kHz erfolgt mit externen Modulationsspulen.
Das resultierende EPR-Spektrum ist die erste Ableitung des Absorptions-
spektrums und ermöglicht eine bessere Trennung der verschiedenen Kom-
ponenten des Signals. Auf diese Weise wird das Signal-Rausch Verhältnis
verbessert und eine höhere Emp�ndlichkeit des Spektrometers erreicht.
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6 Röntgenstrukturanalyse

Bei der Röntgenstrukturanalyse werden Gesetzmäÿigkeiten ausgenutzt,
die der Wechselwirkung von Röntgenstrahlung und Kristallen zugrunde
liegen. Dazu wird das zu untersuchende Protein im kristallinen Zustand
benötigt. Es folgt das Beugungsexperiment von Röntgenstrahlung am Kri-
stall, bevor die Berechnung dreidimensionaler Elektronendichtekarten, ba-
sierend auf den Ergebnissen aus der Analyse des am Detektor registrier-
ten Beugungsmusters, die Analyse abschlieÿt. Ausführliche theoretische
Grundlagen zur röntgenkristallographischen Analyse von Proteinen sind
in verschiedenen Lehrbüchern detailliert beschrieben [88, 89, 90].

6.1 Kristallisation

Der erste Schritt zur röntgenkristallographischen Strukturbestimmung ist
die Gewinnung eines geeigneten Kristalls. Eine Vorhersage der Kristallisa-
tionsbedingungen ist nicht möglich. Je nach Substanz kann die Züchtung
aus Lösung, aus der Schmelze oder aus der Gasphase erfolgen. Kristallisa-
tonsversuche komplexer Proteine sind häu�g bei Anwendung der Dampf-
di�usionsmethode, der langsamen Gewinnung aus Lösung, erfolgreich. Die
Varianten mit sitzendem oder hängendem Tropfen sind verbreitet.

Das Kristallwachstum ist von vielen Faktoren abhängig z. B. von Tem-
peratur, Konzentration und Reinheit des Proteins, Art und Konzentra-
tion von Pu�ern und Fällungsmitteln. Liegen noch keine Informationen
über mögliche Kristallisationsbedingungen vor, werden in den meisten
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Fällen zunächst �screening kits� verwendet, deren Zusammensetzung stati-
stisch aus bereits bekannten Kristallisationsbedingungen unterschiedlich-
ster Proteine ermittelt wurde. Die Lösungen dieser kommerziell erhältli-
chen Kits variieren z. B. schrittweise die Konzentration eines bestimmten
Fällungsmittels (0,8-2,4M Ammoniumsulfat), den pH-Wert (pH 4-9) und
die Art des Pu�ers (Tris, HEPES, MES) bei gleich bleibender Pu�erkon-
zentration (0,1M). Bei Verwendung verschiedener Kits können auf diese
Weise systematisch die relevanten Parameter ermittelt werden.

Für die Kristallisation durch Dampfdi�usion im hängenden Tropfen
wird dieser unter einem silikonisierten Deckgläschen hängend über der
Reservoirlösung platziert. Ist die Ober�ächenspannung der Proteinlösung
allerdings zu gering, so dass der Tropfen nicht haften bleibt, wird der
Ansatz im sitzenden Tropfen durchgeführt. Dabei ist dieser meist auf einer
Art Brücke oberhalb der Reservoirlösung platziert. Abbildung 6.1 stellt
beide Varianten vergleichend schematisch dar.

Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der Kristallisationsmethode durch
Dampfdi�usion im hängenden Tropfen (a) und im sitzenden Tropfen (b).

Abbildung 6.2 zeigt einen �crystal strip�, der für das Screening von
vielen kleinen Ansätzen im sitzenden Tropfen genutzt wurde. Jede der
insgesamt 8 Einheiten bildet ein abgeschlossenes System. Der Kristall bil-
det sich in einem separaten Tropfen oberhalb einer Reservoirlösung. Die
bei Verwendung dieses Streifens erforderlichen Volumina sind gering (2µL
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Tropfen, 100µL Reservoirlösung) und ermöglichen die gleichzeitige Ana-
lyse vieler Ansätze bei verhältnismäÿig geringem Proteinverbrauch.

In beiden Fällen besteht der Tropfen aus einer Mischung von Protein-
lösung und Kristallisationslösung (entspricht der Reservoirlösung) im Ver-
hältnis 1:1. Aufgrund der unterschiedlichen Konzentrationen von Fällungs-
mittel (Präzipitans) in Tropfen und Reservoirlösung entsteht ein Konzen-
trationsgradient. Deshalb di�undiert Wasser aus dem Tropfen in die Gas-
phase bis sich ein Gleichgewicht eingestellt hat. Währenddessen erhöhen
sich die Konzentrationen im Tropfen bis eine Übersättigung und unter Um-
ständen die Kristallisation des Proteins eintritt. Als Präzipitans, welches
die Proteinmoleküle bei einer bestimmten Konzentration aus der Lösung
verdrängt, werden z. B. Salze (Ammoniumsulfat, Natriumcitrat) und or-
ganische Verbindungen wie Polyethylenglykole oder Alkohole verwendet.
Zusätzlich kann durch Beein�ussung der Wechselwirkungen zwischen den
Proteinmolekülen die Bildung von Kristallen erreicht werden z. B. durch
Änderung des pH-Werts oder der Temperatur.

Abbildung 6.2: Darstellung eines �crystal strip�, der zur Gewinnung von Kri-
stallen aus Lösung im sitzenden Tropfen unter Einsatz kleinster Volumina ver-
wendet wurde. 8 sich wiederholende Einheiten bilden einen Streifen (a). Der
Kristall bildet sich in einem separaten Tropfen (c) oberhalb der Reservoirlösung
(b).

Proteine kristallisieren in verschiedenen Formen und Gröÿen und nicht
jeder Kristall eignet sich zur Röntgenstrukturanalyse, insbesondere wenn
er kein klares Beugungsmuster liefert oder beim Einfrieren zerstört wird.
Gute Kristalle haben eine ausreichende Gröÿe, erscheinen klar, besitzen
scharfe Kanten und gleichmäÿige Ober�ächen und liegen idealerweise ein-
zeln vor.
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6 Röntgenstrukturanalyse

6.2 Kristallgitter

Ein idealer Kristall besteht aus vielen identischen aneinandergereihten
Einheitszellen, der sogenannten Basis. Sie baut das Kristallgitter durch
wiederholte Translation lückenlos auf. Die primitive Einheitszelle ist eine
von drei linear unabhängigen Vektoren a, b und c aufgespannte Raum-
einheit mit den zugehörigen Winkeln α, β und γ (vgl. Abbildung 6.3).
Dabei ist α der Winkel zwischen den Basisvektoren b und c, β der Win-
kel zwischen a und c und γ der zwischen a und b aufgespannte Winkel.
Die Beträge der Basisvektoren (Achsen des Kristallgitters) und die einge-
schlossenen Winkel werden als Gitterkonstanten bezeichnet.

Abbildung 6.3: Achsen und Winkel der Einheitszelle: Die Einheitszelle ist die
kleinste Masche eines Translationsgitters und wird durch die Gitterkonstanten
(Beträge der Vektoren a, b, c und Winkel α, β, γ) charakterisiert.

Die Variation der Vektoren und Winkel der Einheitszelle führt zu un-
terschiedlichen Gittertypen. Jeder Kristall ist durch sein ihm eindeutig
zugeordnetes Translationsgitter (Bravais-Gitter) beschrieben. Mathema-
tisch gefasst de�niert man eine Translation T, die über die Variation der
ni ein Gitter aufbaut, wobei a, b und c nicht alle in einer Ebene liegen
und ni ∈ N :

T(n1,n2,n3) = n1a + n2b + n3c (6.1)

Untersucht man alle unterschiedlichen Symmetriemöglichkeiten für Trans-
lationsgitter, so ergibt sich eine Einteilung in 7 mögliche Kristallsysteme,
die in Tabelle 6.1 aufgeführt sind.
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6.3 Röntgenbeugung

Tabelle 6.1: 7 mögliche Kristallsysteme nach [88].

Kristallsystem Gitterkonstanten
Achsensymmetrie Winkelsymmetrie

triklin a /= b /= c α /= β /= γ
monoklin a /= b /= c α = γ = 90◦, β /= 90◦

orthorhombisch a /= b /= c α = β = γ = 90◦

tetragonal a = b /= c α = β = γ = 90◦

trigonal/
rhombohedral a = b = c α = β = γ /= 90◦

hexagonal a = b /= c α = β = 90◦, γ = 120◦

kubisch a = b = c α = β = γ = 90◦

Das Grundmotiv ist im Fall der primitiven Einheitszelle an allen Git-
terpunkten identisch. Sie ist die kleinste Volumeneinheit und repräsentativ
für den ganzen Kristall. Es gibt jedoch mehrere Möglichkeiten in einem
vorgegebenen Translationsgitter Basisvektoren zu de�nieren. Die Einheits-
zelle wird so gelegt, dass sie mit dem Kristallsystem der höchstmöglichen
Symmetrie vereinbar ist. Die Kombination aller möglichen Gittertypen mit
den möglichen internen Punktsymmetrieklassen der Einheitszelle ergibt
unterschiedliche Arten des Kristallaufbaus, die Raumgruppen. Sie geben
die Art und Lage der Symmetrieelemente an, die in einer Kristallstruktur
möglich sind. Der Satz von Atomen, dessen Kenntnis ausreicht, um zu-
sammen mit den Symmetrieoperationen der Raumgruppe den kompletten
Inhalt einer Einheitszelle zu beschreiben, wird als asymmetrische Einheit
bezeichnet.

6.3 Röntgenbeugung

Elektromagnetische Wellen mit Wellenlängen zwischen 0,1 und 100Å wer-
den als Röntgenstrahlen bezeichnet (1 pm = 10−12 m = 0,01Å). Sie entste-
hen, wenn Elektronen beschleunigt (abgelenkt, abgebremst) werden. Sie
werden entweder in einer evakuierten Röntgenröhre durch den Beschuss
einer geeigneten Anode (z. B. Kupfer, λ = 1,541Å) mit hochenergetischen
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6 Röntgenstrukturanalyse

Elektronen (Hochspannung bis zu 60 kV) erzeugt, oder man nutzt Synchro-
tronstrahlung aus Elektronenspeicherringen. Synchrotronstrahlung besitzt
eine hohe Intensität, ist variabel in ihrer Wellenlänge und entsteht, wenn
Elektronen, die sich mit einer hohen Geschwindigkeit bewegen und von ei-
nem Magnetfeld auf eine Kreisbahn abgelenkt werden. Dabei wird Brems-
strahlung tangential zur Bewegungsrichtung emittiert. Die Intensität der
Strahlung ist proportional zur Geschwindigkeit der beschleunigten Elek-
tronen.

Setzt man einen Kristall kohärenter Röntgenstrahlung aus, passiert der
gröÿte Teil des Primärstrahls den Kristall unverändert. Ein Teil allerdings
wechselwirkt mit der Elektronenhülle der Atome im Kristall und wird ge-
beugt. Es ergibt sich ein spezi�sches Muster von Röntgenbeugungsre�exen
am Detektor. Diesen Zusammenhang verdeutlicht Abbildung 6.4 schema-
tisch.

Abbildung 6.4: Schematische Darstellung eines Röntgenbeugungsexperiments
an einem Kristall. Der gröÿte Teil des Primärstrahls passiert den Kristall un-
verändert, ein kleiner Teil wird am kristallinen Gitter gebeugt. Die abgelenkten
Strahlen ergeben ein charakteristisches Di�raktionsmuster am Detektor (Abbil-
dung verändert nach [91]).

Der Kristall konzentriert die gesamte gestreute Intensität der Strahlung
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in den Beugungsmaxima. Die Erklärung für die Position der einzelnen
Re�exe liefert der Braggsche Ansatz den Abbildung 6.5 darstellt.

Abbildung 6.5: Geometrie bei der Bragg-Re�exion wobei S0=einfallender
Strahl, S1=re�ektierter Strahl, d=Abstand der Ebenen der Schar,
Θ=Re�exionswinkel und ϕ=Streuwinkel bedeuten. Zu konstruktiver In-
terferenz kommt es, wenn der Gangunterschied zwischen zwei Atomen zweier
benachbarter Ebenen der Schar abgelenkter Strahlen gleich Null ist (Abbildung
verändert nach [92]).

Dabei wird der Streuvorgang am Kristall als Brechung bzw. Re�exi-
on an einer Schar paralleler Gitterebenen (Netzebenenschar) aufgefasst.
Die Indizes h, k und l (Miller-Indizes) ermöglichen eine eindeutige Benen-
nung jeder beliebigen Ebenenschar, aus der ihre Orientierung relativ zu
den Vektoren a, b und c und ihr spezi�scher Abstand d abgeleitet werden
kann. Zu konstruktiver Interferenz, d. h. zu den abgebildeten Beugungs-
maxima (Re�ex), kommt es, wenn der Gangunterschied ∆s zwischen zwei
an den Atomen zweier benachbarter Ebenen der Schar abgelenkter Strah-
len gleich Null ist (vgl. Abbildung 6.5), bzw. einem ganzen Vielfachen der
Wellenlänge λ entspricht, also:

∆s = 2·d·sinΘ (6.2)
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6 Röntgenstrukturanalyse

bzw.
2·d·sinΘ = n·λ (6.3)

wenn (n=1,2,3, . . . ), d=Abstand der Ebenenschar und Θ=Re�exionswin-
kel bedeuten. Damit kann der Winkel des einfallenden bzw. re�ektierten
Strahls mit folgender Gleichung berechnet werden:

sinΘ =
n·λ
2·d

(6.4)

Diese Zusammenhänge erklären die Tatsache, dass Beugungsmaxima
nur bei bestimmten Einfallswinkeln (Glanzwinkel) der Röntgenstrahlung
möglich sind. Bei gegebener Wellenlänge hängt der �richtige� Winkel vom
Ebenenabstand der betre�enden Ebenenschar ab, wobei die Bedingung
λ/2 < d erfüllt sein muss. Nach dem Braggschen Gesetz entspricht der
Beugungswinkel Θmax dem kleinsten beobachtbaren Ebenenabstand dmin,
der als Au�ösung einer Kristallstruktur bezeichnet wird:

dmin =
λ

2sinΘmax

(6.5)

Bei Proteinkristallen spricht man ab einer Au�ösung von 2 Å von einer
hochaufgelösten Struktur.

Tatsächlich ist die Beugung des Primärstrahls das Ergebnis der Inter-
ferenz von allen Röntgenstrahlen, die von sämtlichen Atomen im Kristall
re�ektiert werden. Um möglichst viele Kristallebenen im Glanzwinkel zum
Primärstrahl zu orientieren, bestrahlt man den Kristall mit Röntgenstrah-
len aus verschiedenen Winkeln, bzw. dreht der Einfachheit halber den
Kristall im Strahl. Aus der Summe der Informationen über Lage und Ab-
stand der Ebenenscharen aus der Analyse des Re�exmusters kann auf die
Geometrie und Orientierung des Translationsgitters im Kristall geschlos-
sen werden. Besitzt der Kristall eine hohe Symmetrie, sind viele Re�exe
im detektierten Di�raktionsmuster symmetrieverwandt. Als unabhängig
werden die Re�exe bezeichnet, die sich nicht durch Symmetrieoperatio-
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6.4 Methoden zur Phasenbestimmung

nen ineinander überführen lassen. Aus verschiedenen Gründen, z. B. zu
geringe Intensität, können häu�g nicht alle unabhängigen Re�exe detek-
tiert werden. Die Zahl der tatsächlich ermittelten unabhängigen Re�exe
im Verhältnis zur maximal möglichen Anzahl aller unabhängigen Re�e-
xe wird als Vollständigkeit des Datensatzes bezeichnet. Gute Datensätze
besitzen üblicherweise eine Vollständigkeit von ≥95%.

Nachdem experimentell die Basisinformationen über die Kristallstruk-
tur (Gröÿe der Einheitszelle, Raumgruppe) und die Intensitätsdaten er-
mittelt wurden, kann aus dem Strukturfaktor F unter Anwendung der Fou-
riertransformation die Elektronendichte berechnet werden. Die Intensität
des gebeugten Strahls I(hkl) ist proportional zum Quadrat der Struktur-
faktoramplitude F(hkl). Die Elektronendichte ρ an einem durch die Ko-
ordinaten x, y, z beschriebenen Punkt in der Einheitszelle ergibt sich aus
der folgenden grundlegenden Gleichung:

ρ(xyz) =
1

V

∑
h

∑
k

∑
l

F (hkl)e−2πi(hx+ky+lz) (6.6)

.
Die Wellenlänge des Primärstrahls wird durch die Beugung am Kri-

stallgitter nicht verändert und ist somit bekannt. Die Amplitude wird
durch die relative Intensität der am Detektor aufgezeichneten Re�exe be-
stimmt. Die Information über die Phase, der dritten beschreibenden Gröÿe
einer elektromagnetischen Welle, fehlt. Dies ist das zentrale Problem der
Röntgenstrukturanalyse.

6.4 Methoden zur Phasenbestimmung

Es gibt verschiedene Ansätze zur Bestimmung der messtechnisch nicht di-
rekt zugänglichen Phaseninformation. Die Methode des isomorphen Ersat-
zes wird oft bei der Bestimmung neuer Proteinkristallstrukturen verwen-
det. Dazu werden die Proteinkristalle in Lösungen von Salzen oder Verbin-
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6 Röntgenstrukturanalyse

dungen transferiert, die ein Atom oder Ion mit hoher Massenzahl enthal-
ten. Die Schweratomverbindungen di�undieren in den Kristall und binden
an die Proteinober�äche. Dabei ist es wichtig, dass durch die Bindung des
Schweratoms keine Veränderung der Proteinstruktur oder der Packung der
Proteinmoleküle im Kristall bewirkt wird (Isomorphie). Durch ihre gröÿe-
re Zahl an Elektronen streuen die Schweratome Röntgenstrahlen stärker.
Die durch die Schweratomposition erhaltene Phaseninformation erlaubt
eine grobe Abschätzung der Phasen für die Proteinstruktur (SIR = single
isomorphous replacement). Die Kombination der Phaseninformation aus
verschiedenen Derivatkristallen wird MIR (multiple isomorphous replace-
ment) genannt.

Eine weitere de novo Methode zur Strukturbestimmung beruht auf
der anomalen Streuung von Röntgenstrahlen und heiÿt multiple anomale
Dispersion (MAD). Die Bindung von bestimmten Atomen (z. B. Schwer-
metallen) bewirkt, dass zwei Re�exe, die durch Inversionssymmetrie mit-
einander verknüpft sind (Friedel-Paar), keine identischen Intensitäten be-
sitzen. Die gebundenen Schwermetalle verursachen durch Beteiligung der
inneren Elektronen am Streuvorgang anomale Dispersion durch eine Pha-
senverschiebung. Aus den auftretenden Phasenunterschieden der Friedel-
Paare lässt sich eine Phaseninformation ableiten. Da die anomale Dispersi-
on wellenlängenabhängig ist, werden mehrere Datensätze bei unterschied-
lichen Wellenlängen an einem einzigen Kristall aufgenommen.

Der molekulare Ersatz (MR =molecular replacement) wird angewandt,
wenn bereits ein dreidimensionales Strukturmodell der gleichen oder einer
homologen Verbindung vorhanden ist. Aus den Koordinaten der bekannten
Proteinstruktur können die Strukturfaktoramplituden (Fcalc) und die Pha-
sen (αcalc) für das unbekannte Modell berechnet werden. Mit den anhand
des bekannten Modells berechneten Phasen und den gemessenen Struktur-
faktoramplituden (Fobs) kann die Elektronendichtekarte der unbekannten
Struktur nach weiteren Verfeinerungsschritten ermittelt werden. Damit
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diese Methode erfolgreich ist, ist eine sehr gute Übereinstimmung zwi-
schen Modell und gesuchter Struktur notwendig. Sie �ndet beispielsweise
bei der Strukturaufklärung einer ortsspezi�schen Mutante im Vergleich
zum Wildtypprotein oder bei strukturell sehr ähnlichen Proteinen häu�g
Anwendung.

Konnte mit Hilfe einer der oben aufgeführten Methoden erfolgreich die
Phase des Primärstrahls bestimmt werden, �ieÿen die Informationen über
die Phasenwinkel α(hkl) bei der Berechnung der Elektronendichtekarte
mit ein und erweitern Gleichung 6.6 zu:

ρ(xyz) =
1

V

∑
h

∑
k

∑
l

|F (hkl)|e−2πi(hx+ky+lz+iα(hkl)) (6.7)

.

6.5 Interpretation der Elektronendichtekarte

Anhand der berechneten Elektronendichteverteilung kann ein dreidimen-
sionales Modell der Proteinstruktur erstellt werden. Die Interpretation
der Elektronendichtekarte erfolgt am Bildschirm, indem manuell interak-
tiv Polypeptidfragmente oder Aminosäuren hineinmodelliert werden. Die
Qualität ist abhänging vom Fehler der berechneten Phasen und der Au�ö-
sung der Beugungsdaten. Bei 6Å sind Sekundärstrukturen zu erkennen, ab
4Å ist das Proteinrückgrat zu sehen. Unterhalb von 3Å sind Seitenketten
sichtbar. Das Modell wird so lange modi�ziert und verfeinert, bis die ge-
samte zusammenhängende Dichte erklärt wird, bzw. die gesamte Sequenz
des Proteins und alle bekannten Kofaktoren umfasst.

Die in diesem Zusammenhang angegebenen Reliability-Faktoren (R-
Faktoren) sind Indikatoren für die Daten- und Modellqualität. Sie sind
ein Maÿ für die Übereinstimmung zwischen dem berechneten Modell und
den experimentellen Messdaten. Je kleiner die R-Faktoren, desto besser

57



6 Röntgenstrukturanalyse

das Modell. Deren Berechnung liegt folgende Gleichung zugrunde:

R =

∑
|| Fobs | − | Fcalc ||∑

| Fobs |
(6.8)

Im Laufe des Verfeinerungsprozesses des molekularen Modells werden un-
terschiedliche Faktoren, durch zusätzliche Indizes gekennzeichnet, berech-
net. Ein Beispiel ist der Rfree-Faktor der sich auf eine kleine Menge zufäl-
lig ausgewählter Re�exe bezieht. Der daraus resultierende Wert wird zu
Beginn einer Strukturverfeinerung ermittelt und mit dem aus dem verfei-
nerten Modell erhaltenen Wert, welcher den gesamten Datensatz berück-
sichtigt verglichen. Anhand der Di�erenz kann entschieden werden, ob die
Verfeinerung insgesamt zu einem verbesserten, passenderem Modell ge-
führt hat. Ein für ein frühes, vorläu�ges Modell berechneter R-Faktor von
0,4 (R=0,4 ist gleichbedeutend mit R=40%) ist vielversprechend und wird
nach Anwendung verschiedener Verfeinerungsmethoden noch verbessert
werden können. Für das Modell eines Makromoleküls, zu dessen Berech-
nung Daten mit einer Au�ösung von bis zu 2,5 Å berücksichtigt werden
konnten, ist ein R-Faktor von 0,2 wünschenswert.
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7.1 Material

Allgemein
CaF2-Fenster Korth Kristalloptik, Kiel
DC Protein Assay Kit II BioRad, München
Kolloidale Coomassie-Färbelösung:
�Roti blue�, 5fach konz. Roth, Karlsruhe
Konzentratoren (30000 MWCO):
�Centriprep, Centricon, Microcon� Millipore, Schwalbach
Laminierfolien �Perfex� GMP Photographics, Polch
Mikroliterspritzen, gasdicht Hamilton, Reno (USA)
�Oxisorb� Groÿpatrone zur
Gasnachreinigung AirLiquide, Düsseldorf
IR-Transmissionszelle Werkstätten, MPI Mülheim
Phast-Gel, 10-15% SDS GE Healthcare, Freiburg
Protein Marker für SDS-PAGE:
�Roti Mark 10-150 PLUS� Roth, Karlsruhe
�LMW-SDS Marker Kit� GE Healthcare, Freiburg
Pu�erstreifen für SDS-Gele GE Healthcare, Freiburg
Rotor �JLA 8.1000� Beckmann Coulter, Krefeld
Rotor �JLA 10.500� Beckmann Coulter, Krefeld
Ultra�ltrationsmembran �PM 30� Millipore, Schwalbach
Ultra�ltrationszelle Amicon, Witten

Aktivitätsmessungen
�High Sensitivity�-Membranen Yellow Springs, Ohio (USA)
Hydrograph F. Reikowski, MPI Mülheim
Messprogramm �Tracer DAQ� Meas. Computing Corp.,

Middleboro (USA)
Rührer IKA-Werke, Staufen
Temperierte Messzelle Werkstätten, MPI Mülheim
Thermostat �E100� Lauda, Königshofen

59



7 Material und Methoden

�YSI 5331 Oxygen Probe� Yellow Springs, Ohio (USA)

FPLC
Leersäule XK 26/20 GE Healthcare, Freiburg
Leersäule XK 26/70 GE Healthcare, Freiburg
Leersäule XK 50/60 GE Healthcare, Freiburg
Leersäule Index 100/500 GE Healthcare, Freiburg
Toyopearl DEAE 650 C Tosoh Biosciences, Stuttgart
Phenylsepharose CL4B GE Healthcare, Freiburg
Ultrogel AcA 44 Biosepra, Dreieich
HiLoad 16/10 Q Sepharose HP GE Healthcare, Freiburg
HiLoad 16/60 Superdex 200
prep grade GE Healthcare, Freiburg

Kristallisation
Crystal Screens:
- Cryo I sparse matrix Emerald BioSystems,

Bainbridge Island (USA)
- Cryo II sparse matrix Emerald BioSystems,

Bainbridge Island (USA)
- 2 Hampton Res., Aliso Viejo (USA)
- Cryo Hampton Res., Aliso Viejo (USA)
- Wizard I random sparse matrix Emerald BioSystems,

Bainbridge Island (USA)
- Wizard II random sparse matrix Emerald BioSystems,

Bainbridge Island (USA)
Grid Screens:
- A/S Hampton Res., Aliso Viejo (USA)
- MPD Hampton Res., Aliso Viejo (USA)
- PEG 6000 Hampton Res., Aliso Viejo (USA)
Cryschem Plate (24 well) Hampton Res., Aliso Viejo (USA)
Crystal Cap Copper Hampton Res., Aliso Viejo (USA)
Crystal Clear Sealing Tape Hampton Res., Aliso Viejo (USA)
Crystal Clear Strips Hampton Res., Aliso Viejo (USA)
Mounted Cryo Loop Hampton Res., Aliso Viejo (USA)
Stereomikroskop MZ12.5 Leica Microsystems, Wetzlar

Soxhlet-Extraktion-Destillation
Destillationsbrücke Schott, Mainz
Dreihalskolben Glasbläserei, MPI Mülheim
Extraktionshülsen Schleicher und Schuell, Dassel
Kryostat �RK20� Lauda, Königshofen
Pumpenschlauch �Norprene� Novodirekt, Kehl/Rhein
Schlauchpumpe Gilson, Middleton (USA)
Soxhlet-Extraktor Schott, Mainz
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Steigrohr Schott, Mainz
Zweihalskolben Glasbläserei, MPI Mülheim

Gase
Argon 4.0 AirLiquide, Krefeld
Formiergas (95% N2, 5% H2) AirLiquide, Krefeld
H2/He-Gemisch (1% H2, Rest He) AirLiquide, Krefeld
Kohlenmonoxid 4.7 AirLiquide, Krefeld
Kulturgas (95% N2 5.0, 5% CO2 4.5) AirLiquide, Krefeld
Sauersto� 4.0 AirLiquide, Krefeld
Sticksto� 4.0 AirLiquide, Krefeld
Wassersto� 5.0 AirLiquide, Krefeld

Chemikalien
1,1-Dibenzyl-4,4-bipyridindichlorid
(Benzylviologen) Sigma-Aldrich, Seelze
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Seelze
Na-Dithionit (ca. 85%, techn.) Sigma-Aldrich, Seelze
Triton X-100 Roth, Karlsruhe

Allgemein gebräuchliche Laborchemikalien werden, falls nicht anders ver-
merkt, von den Firmen Acros Organics (Geel (B)), Fluka (Neu-Ulm),
Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Seelze) und Roth
(Karlsruhe) bezogen.

7.2 Laborgeräte

Allgemein
Anaerob-Zelt mit Zubehör Töpfer, Göppingen
Analysenwaage Sartorius, Göttingen
Autoklav Holzner, Nuÿloch
Elektrophoreseapparatur
�PhastSystem� GE Healthcare, Freiburg
FPLC-System �Äkta Basic� GE Healthcare, Freiburg
Fraktionssammler �Frac-950� GE Healthcare, Freiburg
Kühlbrutschrank Memmert, Schwabach
Kühlzentrifuge �Avanti J20XP� Beckmann-Coulter, Krefeld
Kühlzentrifuge �EBA 12R� Hettich AG, Bäch (CH)
Laborkühlschrank �Pro�-Line� Liebherr, Ochsenhausen
Laminiergerät �ID/4� Attalus, Athen (G)
Laborspülmaschine Miele, Gütersloh
Membranpumpe �V500� Büchi, Flawil (CH)
pH-Meter Knick, Berlin
Rotationsverdampfer �R124� Büchi, Flawil (CH)
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Sterilbank �Micro�ow� NUNC, Wiesbaden
Ultraschallbad �Sonorex RK106� Bandelin electronic, Berlin
UV/Vis-Spektrometer:
�Unicam UV2� ATI Unicam,

Cambridge (UK)
Wasseraufbereitungsanlage �MilliQ� Millipore, Bedford (USA)

Bakterienkultur
pH-Meter �766 Calimatic� Knick, Berlin
Schnell-Zentrifuge �Z41� C. Padberg Zentrifugenbau, Lahr
Kreiselpume �CH 4-20� Grundfos, Erkrath
1100L Glasfermenter Werkstätten, Uni Amsterdam (NL)

und MPI Mülheim
60L Glasfermenter Werkstätten, Uni Amsterdam (NL)

und MPI Mülheim

Spektroskopie
FT-IR-Spektrometer:
�IFS 66 v/s� Bruker Optics, Ettlingen
Lufttrocknung �KEN30� Zander, Essen
MCT Detektor �KMPV� Kolmar Technologies,

Newburyport (USA)
Thermostat �RML6� Lauda, Lauda-Königshofen
EPR X-Band-Spektrometer:
�ESP 380 E� Bruker Biospin, Rheinstetten
MALDI-TOF Massenspektrometer:
�Voyager-DE PRO Workstation� Applied Biosystems, Darmstadt

Alle nicht gesondert aufgeführten Laborgeräte entsprechen dem allgemei-
nen Laborstandard.

7.2.1 Pu�er und Lösungen
Proteinpräparation

Extraktionspu�er 50mM Tris, pH 7,4
2 % Triton X-100

Pu�er für Säule 1 (IEX)
Pu�er A 50mM Tris, pH 7,4
Pu�er B 50mM Tris, pH 7,4 600mM NaCl

Pu�er für Säule 2 (HIC)
Equilibrierung 50mM Tris, pH 8,0 150mM (NH4)2SO4

Pu�er A 50mM Tris, pH 8,0 50mM (NH4)2SO4

Pu�er B 5mM Tris, pH 8,0

62



7.2 Laborgeräte

Pu�er für Säule 3 (SE)
Pu�er A 50mM Tris, pH 8,0 100mM NaCl

Pu�er für Säule 4 (IEX)
Pu�er A 50mM Tris, pH 8,0
Pu�er B 50mM Tris, pH 8,0 1M NaCl

Pu�er für Säule 5 (SE)
Pu�er A 50mM Tris, pH 8,0 100mM NaCl

SDS-PAGE

Färbelösung 60% H2O
20% Methanol
20% �Roti blue�-Lsg., 5fach konz.

Entfärbelösung 25% Methanol
75% H2O

Konservierlösung 10% Glycerin
20% Ethanol
70% H2O

SDS-Probenpu�er 10mM Tris, pH 8,0
1mM Na2-EDTA
2,5% SDS (w/v)
0,01% Bromphenolblau (w/v)
5% 2-Mercaptoethanol
1M Harnsto�

Aktivitätsmessungen

BV-Lösung 200mM Benzylviologen in H2O
Dithionit-Lsg. 930mM Na-Dithionit in Pu�er
Elektrodenlagerung 3M KCl
Pu�er 50mM Tris, pH 8,0

7.2.2 Medien
Medien für 1 L bzw. 60 L Kulturen

Medium A 30 g/L NH4Cl
30fach konz. 15 g/L KH2PO4

15 g/L MgCl2 · 6H2O
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4 g/L CaCl2 · H2O
152mL 36% HCl
39mL Spurenelementlsg., 1fach konz.
30mL Eisen-EDTA Lsg.

Medium B 180 g/L Na2S2O3 · 5H2O
30fach konz. 189 g/L Na2CO3

1,5 g/L Na2-EDTA ·2H2O

Eisen-EDTA Lösung 50 g/L Na2-EDTA ·2H2O
pH 6,5 4 g/L FeSO4 · 2H2O

Spurenelementlösung 5 g/L Na2-EDTA ·2H2O
1fach konz. 880mg/L Na2B4O7 · 10H2O

440mg/L ZnSO4 · 7H2O
250mg/L CoCl2 · 6H2O
20mg/L CuSO4 · 5H2O
20mg/L MnSO4 · 4H2O
2,4 g/L NiCl2 · 4H2O

Medium für 1100 L Kultur

Salze 1100 g NH4Cl
550 g KH2PO4

550 g MgCl2 · 6H2O
150 g CaCl2 · H2O
6930 g NaHCO3

2840 g NaCl

Lösungen 140mL Spurenelementlsg., 8fach konz.
1100mL Eisen-EDTA Lsg.
7000mL 4,1M Na2S2O3 · 5H2O-Lsg.

7.3 Methoden

7.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wird quantitativ, kolorimetrisch bzw. photome-
trisch mit dem kommerziell erhältlichen DC Protein Assay Kit II (BioRad,
München) ermittelt, welches auf der Proteinbestimmungsmethode nach
Lowry beruht [93].

Zunächst wird mit Hilfe einer Verdünnungsreihe des Standardprote-
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ins (Rinderserumalbumin) eine Eichgerade aufgenommen. 4mL Reagenz
B (verdünntes Folin-Reagenz) werden in Reagenzgläsern vorgelegt. 100µL
der Proteinstandards bzw. der zu untersuchenden Proben (evtl. Verdün-
nungen hoch konzentrierter Lösungen) werden mit 500µL Reagenz A (al-
kalische Kupfer-Tartrat-Lösung) gemischt, zum Reagenz B gegeben und
15min bis zur vollständigen Farbausbildung bei Raumtemperatur inku-
biert. Die Absorption der Lösungen wird in 1,5mL Küvetten mit dem
UV/Vis-Spektrometer bei einer Wellenlänge von 750 nm gemessen. Als Re-
ferenz und Bestimmung des Nullwerts wird eine mit 100µL dest. Wasser
angesetzte Probe verwendet. Mit Hilfe der Geradengleichung, die sich aus
der graphischen Auftragung der gemessenen Absorptionen für die Stan-
dardproteine ergibt, wird die Gesamtproteinkonzentration der zu untersu-
chenden Proben errechnet. Es wird eine Dreifachbestimmung der Proben
durchgeführt.

7.3.2 SDS-PAGE

Um den Reinheitsgrad bzw. die Qualität von Proteinproben abschätzen
zu können, werden diese mittels SDS-PAGE analysiert. Dazu werden die
Proben mit Probenpu�er (vgl. Kapitel 7.2.1) versetzt, 5min im Wasser-
bad gekocht und anschlieÿend mit Hilfe eines Probenkamms auf ein SDS-
Gradient-Gel (10-15%) aufgetragen. Die Gröÿenbestimmung erfolgt durch
Vergleich der Proben mit gleichzeitig aufgetragenen Protein-Standard-
Markern, die Proteine mit bekanntem Molekulargewicht beinhalten. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei 250V bzw. 10mA und einer
Temperatur von 15 ◦C in der Elektrophoreseapparatur �PhastSystem�. Das
Gel wird anschlieÿend mindestens zwei Stunden in Färbelösung inkubiert.
Entfärbt wird das Gel ca. 40min, wobei die Entfärbelösung einmal erneu-
ert wird. Zuletzt wird es 10min konserviert, über Nacht getrocknet und
schlieÿlich zur dauerhaften Aufbewahrung laminiert. Die Zusammenset-
zung der einzelnen Lösungen ist in Kapitel 7.2.1 aufgeführt.
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7.3.3 Herstellung von Gefrierkulturen

Um die Bakterien dauerhaft zu lagern und um bei Verlust oder Konta-
mination der in Flüssigkultur verwendeten Bakterien auf unversehrte An-
sätze zurückgreifen zu können, werden Gefrierkulturen hergestellt, die in
�üssigem Sticksto� oder bei -80 ◦C eingefroren werden.

Zur Herstellung von Gefrierkulturen mit phototrophen Bakterien un-
ter anaeroben Bedingungen [94] werden 1mL bis zur mittleren- bis spät-
logarithmischen Phase gewachsene Zellen 30min bei 4000 g abzentrifu-
giert. Der Überstand wird verworfen. Das Sediment wird in 1mL eiskalter
DMSO-Lösung (5% v/v in H2O) resuspendiert, 15min im Eis-Wasserbad
äquilibriert und schlieÿlich ins Kryogefäÿ überführt. Die Ansätze werden in
�üssigem Sticksto� schockgefroren und gelagert. Um die Gefrierkulturen
aufzutauen werden diese in einem auf 30 ◦C temperiertes Wasserbad ge-
stellt. 5-10mL Flüssigmedium werden mit 0,05mL Gefrierkultur in einem
sterilen Glasröhrchen angeimpft.

7.3.4 Indirekte Gesamtzellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl zur Kontrolle des Zellwachstums
durch spektroskopische Messung der Trübung werden unter sterilen Be-
dingungen 1mL Proben des zu untersuchenden Ansatzes genommen. Die
optische Dichte wird in Einmalküvetten im Spektralphotometer bei einer
Wellenlänge von 600 nm (OD600) gegen Medium bestimmt. Proben mit
hohen Zelldichten werden auf eine optische Dichte zwischen 0,1 und 0,9
mit Medium verdünnt und anschlieÿend die Extinktion bestimmt.

7.3.5 Herstellung von Proteinproben für die Spektroskopie

Das Gesamtvolumen von Proteinproben, die mit der Transmissionszelle im
FT-IR-Spektrometer vermessen werden, beträgt 50µL. Zur Präparation
der EPR-Proben werden mindestens 80µL eingesetzt. Die Proteinlösun-
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gen besitzen, unabhängig von der spektroskopischen Methode, Konzentra-
tionen zwischen 800µM und 1mM.

Ist während der Präparation der Wechsel des Pu�ers erforderlich, wird
dazu die Probe mit dem gewünschten Pu�er zunächst auf das 10fache
verdünnt und anschlieÿend unter Verwendung von Mikrokonzentratoren
in der Kühlzentrifuge bei 4 ◦C auf das Ausgangsvolumen aufkonzentriert.
Der Vorgang wird mindestens 5 mal wiederholt.

Während der Inkubationszeiten be�nden sich die Proben in einem
mit Gummistopfen und Aluminiumkappe gasdicht verschlossenen Injek-
tionsgefäÿ und werden mit Hilfe eines Te�onrührstäbchens kontinuierlich
durchmischt. Der Gasaustausch erfolgt mit Hilfe einer angeschlossenen
Membranpumpe über ein Gasverteilungssystem. Alle verwendeten Gase
werden zur vollständigen Entfernung von Sauersto� über eine Oxisorb-
Groÿpatrone geleitet, bevor sie bei der Probenpräparation eingesetzt wer-
den.

Ni-A

Um die Hydrogenase in den Ni-A Zustand zu bringen, wird eine entspre-
chende Menge Protein vom Lagerpu�er (50mM Tris, pH 8,0) in 25mM
MES-Pu�er pH6,0 überführt. Anschlieÿend wird das Enzym 30min bei 45-
50 ◦C im Wasserbad mit Wassersto�gas aktiviert, d. h. reduziert. Nach er-
folgter Reduktion wird die Proteinlösung mit CO-Gas gesättigt und 10min
bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss folgt die Rückoxidation in
den Ni-A Zustand durch Luftsauersto� bei geö�netem Reaktionsgefäÿ in-
nerhalb weiterer 30min bei einer Temperatur von 50 ◦C. Die Proteinlösung
wird für die FT-IR-Messungen in die Transmissionszelle bzw. mit Hilfe ei-
ner langen Kanüle in das EPR-Röhrchen überführt.
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Ni-B

Zur Einstellung des Ni-B Zustandes wird eine entsprechende Proteinmenge
zunächst in 25mM CAPSO-Pu�er pH9,0 umgepu�ert. Das Enzym wird
im gasdicht verschlossenen Gefäÿ für 30min im 45-50 ◦C warmen Was-
serbad unter Wassersto�gas inkubiert. Anschlieÿend wird die Probe im
Eis-Wasserbad abgekühlt und durch Zugabe der zehnfachen Probenmen-
ge von eiskaltem, sauersto�gesättigtem CAPSO-Pu�er zurück oxidiert. Es
folgt die Reduktion des Probenvolumens auf die Ausgangsmenge und ein
erneuter Pu�erwechsel mit 50mM Tris pH 8,0, bevor das Protein in die
entsprechenden Messgefäÿe gefüllt wird.

Ni-SI

Um FT-IR-Spektren vom Protein im Ni-SIr oder Ni-SIa Zustand aufneh-
men zu können, wird die Proteinprobe zunächst in einen Pu�er mit ent-
sprechendem pH-Wert überführt (Ni-SIr: pH 9,0 bzw. Ni-SIa: pH 6,0) und
im gasdichten Gefäÿ mit Wassersto�gas ca. 30min lang bei 45-50 ◦C im
Wasserbad reduziert. Die Proteinlösung wird unter anaerober Atmosphä-
re (Anaerob-Zelt, Töpfer) in die Transmissionszelle gefüllt und sofort mit
der Messung begonnen. Da die Transmissionszelle nicht vollständig gas-
dicht ist, kann die langsame Rückoxidation von Ni-C zu Ni-SIr bzw. Ni-SIa

mittels kontinuierlicher Aufnahme von Spektren mit jeweils 1000 Scans
verfolgt werden. Bei einer eingestellten Messtemperatur von 30 ◦C dauert
die Rückoxidation zu Ni-SIa mindestens 120min, nach ca. 540min ist der
Zustand Ni-SIr erreicht.

Ni-C

Der Lagerpu�er des Proteins wird gegen 25mM MES-Pu�er pH6,5 ausge-
tauscht und für 30min im 45-50 ◦C warmen Wasserbad mit Wassersto�gas
aktiviert. Nach 15 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur im geschlos-
senen Reaktionsgefäÿ wird die Probe im Anaerob-Zelt in die Transmissi-
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onszelle oder das EPR-Röhrchen gefüllt. Die EPR-Probe wird in Dunkel-
heit im �üssigen Sticksto� eingefroren, um die Entstehung des lichtindu-
zierten Ni-L Zustands bei Temperaturen ≤ 150K zu vermeiden.

Ni-R

Die vollständige Reduktion des Enzyms zum Ni-R Zustand erfolgt bei
pH 8,0 durch 60 minütige Inkubation mit Wassersto�gas im gasdichten
Gefäÿ im 45-50 ◦C warmen Wasserbad. Als Indikator für eine vollständige
Reduktion kann bei FT-IR-Messungen auch Methylviologen im Verhältnis
2:1 zur Proteinkonzentration zugegeben werden. Es erfolgt ein Farbum-
schlag der Probe von rotbraun zu dunkelblau. Die Befüllung der Trans-
missionszelle erfolgt im Anaerob-Zelt. Die Messung wird unmittelbar nach
der Probenpräparation durchgeführt.

7.3.6 Messparameter cw-EPR

Die EPR-Messungen werden am cw-Spektrometer ESP380E (Bruker Bio-
Spin, Rheinstetten) bei einer Frequenz von 9,5GHz (X-Band) und einer
Temperatur von 70K (Ni-A, Ni-B) bzw. 40K (Ni-C) durchgeführt. Die
Temperierung der Proben im Standardresonator (ER4102ST) erfolgt mit
einem Helium-Durch�usskryostaten und der Steuereinheit ITC503S (Ox-
ford Instruments, Wiesbaden). Alle Messungen sind an gefrorenen Prote-
inlösungen durchgeführt worden (Pulverspektren).

Bei der Aufnahme des Ni-A Spektrums (Abbildung 10.1) beträgt die
Mikrowellenfrequenz 9,46GHz, die Mikrowellenstärke 2mW, die Modulati-
onsamplitude 1mT (10G) und die Modulationsfrequenz 100 kHz. Das Ma-
gnetfeld wird in einem Bereich von 260mT (2600G) bis 360mT (3600G)
gescannt. Es werden 67 Scans aufgenommen und gemittelt.

Das Ni-B Spektrum (Abbildung 10.2) wird bei einer Mikrowellenfre-
quenz von 9,45GHz, einer Mikrowellenstärke von 2mW, einer Modu-
lationsamplitude von 0,6mT (6G) und einer Modulationsfrequenz von
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100 kHz mit einem um 320mT (3200G) variierenden Magnetfeld (Varia-
tionsbereich 150mT (1500G)) aufgenommen. Insgesamt werden 51 Scans
gemittelt.

Bei den gewählten Parametern zur Aufnahme des in Abbildung 10.3
dargestellten Ni-C Spektrums handelt es sich um: Mikrowellenfrequenz
9,45GHz, Mikrowellenstärke 20mW, Modulationsamplitude 1mT (10G)
und Modulationsfrequenz von 100 kHz in einem um 340mT (3400G) vari-
ierenden Magnetfeld (Variationsbereich 200mT (2000G)). Dem Spektrum
liegen 16 einzelne Scans zugrunde.

Die EPR-Spektren werden mit EasySpin [95], einem von Stoll und
Schweiger entwickeltem Computerprogrammpaket für Matlab (Ma-
thWorks, Natick), simuliert. Die unter de�nierten Bedingungen gemes-
senen, experimentellen Werte (Magnetfeldstärke, Mikrowellenfrequenz)
werden für die Berechnungen verwendet.

7.3.7 Messparameter FT-IR

Die Messungen werden am Bruker FT-IR-Spektrometer IFS 66v/S durch-
geführt, welches mit einem Globar (Siliziumcarbidstift) als Strahlungs-
quelle und einem sticksto�gekühlten MCT-Detektor ausgestattet und
auf einem schwingungsgedämpften Tisch positioniert ist. Das Michelson-
Interferometer (vgl. Kapitel 5.2.2) besitzt einen Strahlenteiler aus KBr, die
Spiegel sind mit Aluminium beschichtet. Die Messoptik des Spektrometers
wird während der Messungen permanent evakuiert und die Probenkam-
mer stetig mit wasser- und kohlendioxidarmer Trockenluft gespült. Die
Messungen werden mit Hilfe eines angeschlossenen Computers und der
herstellereigenen Software OPUS (Version 3.1, Bruker) ausgeführt.

Als IR-Küvette wird eine Transmissionszelle (Feinmechanikwerkstatt,
MPI Mülheim), bestehend aus einem Metallrahmen, der zwei CaF-Fenster
hält, verwendet. Diese ist durch einen angeschlossenen Thermostaten kon-
stant temperierbar. Die Messungen werden bei 30 ◦C (Thermostattem-
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peratur) durchgeführt. Zur Aufnahme eines Hintergrundspektrums, das
jedem Proteinspektrum als Referenz dient, wird die Küvette mit dem ent-
sprechendem Pu�er ohne Protein gefüllt und unter gleichen Bedingungen
gemessen. Die im Folgenden dargestellen Spektren sind einer Basislini-
enkorrektur unterzogen worden. Eingestellte Parameter sind: Apodisati-
onsfunktion Blackman-Harris 3-Term; Phasenau�ösung 32 cm−1; Phasen-
korrekturmodus Mertz; Zero�llingfaktor 2; Spektrale Au�ösung 1 cm−1;
Aquisationsmodus Single Sided, Forward-Backward; Spiegelgeschwindig-
keit 20 kHz; Apertur 1,5mm.
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8 Kultivierung von Allochromatium

vinosum

Damit die [NiFe]-Hydrogenase in ausreichender Menge für die Kristalli-
sation und die Anwendung spektroskopischer Methoden wie EPR oder
FT-IR zur Verfügung steht, ist eine entsprechend groÿe Ausgangsmenge
Zellmaterial Voraussetzung, aus der das in geringem Maÿe expremierte
Protein isoliert werden kann. Um diese bereit zu stellen, ist die e�zien-
te Anzucht des bakteriellen Organismus in einem 1100L Glasfermenter
entwickelt worden.

Das folgende Kapitel beschreibt erstmalig die Kultivierung der photo-
synthetischen, anaeroben Bakterien Allochromatium vinosum im 1100L
Maÿstab. Es stellt die Methodenentwicklung, angefangen bei der Herstel-
lung der Vorkulturen, dem Aufbau des Fermenters, der Scha�ung und Op-
timierung der Wachstumsbedingungen bis hin zur Bestimmung des Ern-
tezeitpunktes und der Logistik der Zellernte, dar.

8.1 1 L und 60 L Vorkulturen

Die Zusammensetzung des in dieser Arbeit verwendeten Mediums zur Kul-
tivierung des bakteriellen Organismus A. vinosum basiert auf einer 1955
von Hendley beschriebenen Methode zur Anzucht von phototrophen, an-
aerob wachsenden Schwefel-Purpurbakterien [96]. Das dem Medium zu-
gesetzte Natriumthiosulfat dient den Bakterien als Schwefelquelle bzw.
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als Elektronendonor für die anaerobe Photosynthese. Dabei entstehender
elementarer Schwefel wird in Vesikeln im periplasmatischen Raum inner-
halb der Zelle gespeichert. Als Kohlensto�quelle werden das angebotene
Natriumcarbonat bzw. Natriumhydrogencarbonat und CO2 genutzt.

Die in Kapitel 7.2.2 aufgeführten Chemikalien zum Ansetzen der Me-
dien A und B werden in dest. Wasser gelöst und separat autoklaviert.
Die Eisen-EDTA Lösung und die Spurenelementlösung (Zusammenset-
zung nach Larsen [97] mit erhöhter Nickelkonzentration) werden ebenfalls
entsprechend der Angaben in Kapitel 7.2.2 mit dest. Wasser angesetzt.

Zur Herstellung von 1L Vorkulturen werden 33mL 30fach konz. Medi-
um A in einer Glas�asche mit dest. Wasser auf ein Volumen von 967mL
verdünnt. Dieser Ansatz wird mit 33mL 30fach konz. Medium B versetzt
und durch mehrmaliges Wenden der Flasche vermischt. Der verbleibende
Platz in der Glas�asche wird mit ca. 120mL Bakterienkultur im expo-
nentiellen Wachstumsstadium aufgefüllt und mit einem Deckel fest ver-
schlossen. Das Gesamtvolumen der so angesetzten Vorkulturen beträgt
insgesamt ca. 1120mL. Durch das nahezu vollständige Au�üllen der Fla-
schen wird die verbleibende Gasphase auf ein Minimum reduziert, so dass
die Kultur anaerob gehalten werden kann. Die auf diese Weise angeimpf-
ten Vorkulturen werden mit einer 100W Glühbirne im klimatisierten La-
borraum belichtet. Be�nden sich die Bakterienkulturen nach ein bis zwei
Tagen Wachstumszeit in einem �milchigen Stadium�, können sie bei 4 ◦C
in Dunkelheit bis zu ein Jahr gelagert werden. In diesem Stadium sind
die Kulturen hellrot bis rosa gefärbt und trüb. Lässt man sie weitere 4-5
Tage wachsen, bekommen die Kulturen eine dunkelrote Farbe und können
als Inokulum neuer Ansätze verwendet werden. Teil a der Abbildung 8.1
zeigt fünf 1 L Flaschen, die am Folgetag zum Animpfen einer 60 L Vorkul-
tur verwendet wurden.

Bevor der 60 L Glasfermenter angeimpft werden kann, wird dieser
mit voll entsalztem (VE-)Wasser und 18,5mL Natriumhypochloritlösung
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(NaClO in H2O, 13% wirksames Cl) gefüllt und mindestens 12 Stunden
mit Leuchtsto�röhren belichtet, die an den Längsseiten angebracht sind
(2x4 je 40W), und somit chemisch sterilisiert. Zudem wird das Medium
auf die gewünschte Temperatur von 30 ◦C erwärmt. Das in kleinen Men-
gen entstehende Chlorgas und der verbliebene Sauersto� werden durch
Einleiten von Kulturgas (95% N2 5.0, 5% CO2 4.5) entfernt, wodurch ei-
ne anaerobe Atmosphäre entsteht. Durch das Einleiten des Gases über
ca. 30 cm lange Glasfritten zu beiden Enden des rechteckigen Fermenters
wird zudem eine Durchmischung des Mediums bzw. der Bakterienkultur
erreicht. Der Fermenter ist auf einem 1,20m hohen Gestell montiert, um
die Bakterienkultur vollständig über den auf der Unterseite angebrachten
Auslasshahn und eine sterile Schlauchverbindung in das 1100L Becken
überführen zu können.

Zwei Liter 30fach konz. autoklaviertes Medium B werden über einen
sterilen Trichter zu 51L dest. Wasser in den 60L Glasfermenter gegeben.
Nach ausreichender Durchmischung erfolgt die Zugabe von zwei Litern
Medium A. Weicht der gemessene pH-Wert des Mediums vom Sollwert
7,6 ab, wird dieser nachträglich durch Zugabe von konz. Salzsäure einge-
stellt. Bevor die fünf Vorkulturen im exponentiellen Wachstumsstadium
zugegeben werden, wird durch das vorbereitete Medium nochmals 30min
lang Kulturgas geleitet, um einen vollständig anaeroben Ansatz zu ge-
währleisten. Über die in die Kultur eingetauchte pH-Elektrode wird kon-
tinuierlich der pH-Wert und die Temperatur kontrolliert. Abbildung 8.1
(rechte Seite) zeigt den 60L Glasfermenter mit Bakterienkultur zu Beginn
der exponentiellen Wachstumsphase.

8.2 1100 L Hauptkultur

Bei dem in dieser Arbeit erstmalig verwendeten 1100L Fermenter han-
delt es sich um eine belichtete Glaskonstruktion zur Kultivierung photo-
synthetischer, anaerober Bakterien im Groÿmaÿstab. Bei der Installation
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Abbildung 8.1: a: 1 L Kulturen, b: Angeimpfter, belichteter 60 L Glasfermen-
ter mit Gasaufsätzen und pH-Elektrode.

mussten die verschiedenen Bedingungen und Vorgaben zur Belichtung,
Temperierung, Durchmischung, Anaerobizität, Sterilisation, Dichtigkeit,
Bereitstellung ausreichender Wassermenge, Au�angmöglichkeit bei Un-
dichtigkeit, Logistik der Ernte und die Laborsicherheit berücksichtigt und
der Fermenter entsprechend individuell angepasst werden. Im Folgenden
werden die technische Konstruktion des Fermenters, die Herstellung des
Mediums und die Ernte der Bakterienkultur beschrieben.

8.2.1 Konstruktion des 1100 L Fermenters

Die einzelnen 12mm starken Glasscheiben, aus denen sich das Becken zu-
sammensetzt, werden mit Silikonkleber abgedichtet, der insbesondere bei
der Verwendung hochkonzentrierter Salzlösungen empfohlen wird (Bey-
er J. GmbH, Lohmar). Das Becken wird mit 6 Glasdeckeln verschlossen
(8mm Stärke), die den mit einer Silikondichtung versehenen Seitenwänden
au�iegen. Auf den Deckeln sind verschlieÿbare Glasstutzen angebracht,
über die die sterile Probenzugabe oder -entnahme, die Messung des pH-
Wertes und die Gaszufuhr bzw. der Gasaustritt erfolgt. Die notwendige
Menge VE-Wasser wird aus der hauseigenen Wasserversorgungsanlage zur
Verfügung gestellt. Die Glaskonstruktion steht auf einer Grundplatte, die
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wiederum auf einem 50 cm hohen Metallgestell montiert ist. Zur Schadens-
begrenzung im Falle einer Undichtigkeit wird eine Au�angwanne unterhalb
des Beckens installiert, an das ein Meldesystem gekoppelt ist, welches bei
Flüssigkeitsaustritt Alarm auslöst. Die Sterilisation erfolgt wie bei der 60 L
Vorkultur direkt im Becken unter Verwendung von Natriumhypochlorit-
lösung.

Das Fassungsvermögen des Fermenters beträgt maximal 1,12m3 bei
einer Gesamthöhe von 60 cm. Abbildung 8.2 stellt die Konstruktion mit
Maÿangaben schematisch dar.

Abbildung 8.2: Schematische Darstellung des 1100L Fermen-
ters: A=Belichtungseinheit mit jeweils vier 185W Leuchtsto�röhren,
B=Fermenterinnenraum, C=Anlasser für Leuchtsto�röhren. Pumpenein-
lass und -auslass sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Die Glasstutzen für
die pH-Wert Messung und die sterile Probenzugabe bzw. -entnahme sind mit
einem gelben Punkt, der Gasein- bzw. Gasauslass ist mit einem gelben Kreuz
gekennzeichnet.

Die Belichtung erfolgt mit vier Lampeneinheiten (vgl. Abbildung 8.2),
die ihrerseits aus jeweils vier 185W Leuchtsto�röhren (F96PG17/CWX,
GE Lighting) bestehen. Die Rückseiten der beiden äuÿeren Belichtungs-
einheiten sind mit re�ektierendem Metall verkleidet. Die durch die Leucht-
sto�röhren erzeugte Wärme wird durch seitlich angebrachte Ventilatoren
aus dem Raum zwischen Röhren und Glasscheiben abgeführt. Überdies
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ist eine Klimaanlage im Laborraum installiert worden, welche die gesamte
Raumluft umwälzt und kühlt. Sind alle Belichtungseinheiten, Ventilatoren
und die Klimaanlage in Betrieb, ist die Bakterienkultur optimal auf 30 ◦C
temperiert.

Um die Bakterien ausreichend und möglichst vollständig mit Licht zu
versorgen, ist ein schlangenförmiger Aufbau gewählt worden. Auf diese
Weise wird die Belichtungs�äche im Vergleich zu einem einfachen, würfel-
förmig angelegten Becken von einem Kubikmeter Fassungsvermögen und
vier belichteten Seitenteilen mehr als verdoppelt. Beträgt die theoretisch
belichtete Fläche beim würfelförmigen Becken etwa 4m2, ergibt sich für
die hier verwendete Konstruktion eine Belichtungs�äche von ca. 9,5m2,
wobei zur Berechnung nur die den Lampen gegenüberliegenden Glas�ä-
chen berücksichtigt worden sind.

Mit Hilfe einer angeschlossenen Kreiselpumpe (CH 4-20, Grundfos)
wird das Medium bzw. die Bakterienkultur in Intervallen umgewälzt. Wie
in Abbildung 8.2 durch rote Pfeile angedeutet, wird das Medium bzw. die
Bakterienkultur am unteren Ende des Beckens abgezogen, durch ein Rohr-
leitungssystem transportiert und an drei Punkten wieder hineingepumpt.
Dadurch wird eine Durchmischung des Ansatzes erzielt und das Absinken
der Zellen auf den Fermenterboden verhindert. Der Ansatz bleibt anae-
rob, indem ständig Kulturgas (vgl. Kapitel 7.1) über einen sterilen Gas-
�lter (Gaseinlass) eingeleitet wird. Überschüssiges Gas kann durch einen
zweiten sterilen Gas�lter austreten (Gasauslass).

8.2.2 Ansetzen des Mediums und Animpfen

Das Medium zur Bakterienkultur im Groÿmaÿstab wird in 950-1000L VE-
Wasser direkt im Becken angesetzt. Wird der Glasfermenter nicht genutzt,
ist er mit VE-Wasser gefüllt, dem 115mL Hypochloritlösung zugesetzt
wurde, verschlossen und unbelichtet, um Fremdkontaminationen zu ver-
meiden.
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8.2 1100L Hauptkultur

Die in Kapitel 7.2.2 aufgeführten Chemikalien, ausgenommen das Na-
triumhydrogencarbonat, werden in mit VE-Wasser gefüllte 5 L Erlen-
meyerkolben zunächst in Lösung gebracht, bevor sie ins 1100L Becken
gegeben werden. Erfolgt die Zugabe der Salze auf diese Weise, wird ver-
hindert, dass sich ein Bodenbelag bildet, der sich nur sehr langsam au�öst.
Das Natriumhydrogencarbonat wird portionsweise direkt im Becken im
permanent umgewälzten VE-Wasser gelöst. Desweiteren werden 140mL
8fach konz. Spurenelementlösung und 1100mL Eisen-EDTA Lösung zuge-
geben. Der Ansatz wird mit VE-Wasser auf ein Volumen von ca. 1030L
aufgefüllt. Das vorbereitete Medium wird durch Zusatz von 250mL Hypo-
chloritlösung und eingeschalteter Belichtung mindestens 12 Stunden che-
misch sterilisiert und gleichzeitig temperiert.

Abbildung 8.3: Belichteter 1100L Fermenter nach ca. 144 h Wachstumszeit.

Am folgenden Tag werden 7L sterile 4,1M Natriumthiosulfatlösung
und nach ausreichender Durchmischung und eventuell erforderlicher pH-
Wert Einstellung 60L Vorkultur im exponentiellen Wachstumsstadium zu-
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8 Kultivierung von Allochromatium vinosum

gegeben. Abbildung 8.3 zeigt einen frisch angeimpften 1100L Fermenter
nach ca. 144 h Wachstumszeit. Auch im Falle des 1100L Beckens wer-
den die Temperatur und der pH-Wert ständig über die angebrachte pH-
Elektrode gemessen und protokolliert. Während der gesamten Kultivie-
rungszeit werden täglich zwei Proben genommen und die Gesamtzellzahl
indirekt durch Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von
600 nm bestimmt (vgl. Kapitel 7.3.4). Anhand der Wachstumskurven, die
in Kapitel 8.3 dargestellt sind, wird die Zunahme der relativen Zelldichte
verfolgt und der Zeitpunkt der Zellernte, die späte exponentielle Wachs-
tumsphase, ermittelt.

8.2.3 Zellernte

Die 1100L Bakterienkultur wird mit Hilfe der Schnell-Zentrifuge �Z41�
(CEPA, Lahr) geerntet. Die Durchsatzleistung der Durch�usszentrifuge
beträgt bei eingebautem Bodenventlil 250 L/h. Mit Hilfe der Kreiselpumpe
wird die Kultur aus dem Fermenter über ein Rohrleitungssystem in einen
auf ca. 2,50m Höhe angebrachten Behälter gepumpt, damit die Kultur mit
ausreichendem Gefälle der Zentifuge zugeführt werden kann. Die Flüssig-
keit wird kontinuierlich über eine Zuleitung durch die Düse im Fuÿlager
eingespritzt. Der senkrechte Strahl aus der Einspritzdüse muss ca. 200mm
hoch in den Rotor hinein reichen, damit die Flüssigkeit nicht zurückläuft
und aus dem Fusslager tropft. Ist die Düse �D4� (Innendurchmesser 4mm)
im Bodenventil eingebaut, ist diese Bedingung erfüllt.

Der zylinderförmige Rotor (Trennzylinder) besitzt eine Drehgeschwin-
digkeit von maximal 20000 Umdrehungen pro Minute (17000 g) und fasst
ca. 1 kg Zellmaterial. Der Trennzylinder wird mit eine PTFE-Folie aus-
gelegt, auf der sich das Produkt ablagert. Zur Entleerung wird die Folie
herausgezogen und die Zellen abgestrichen. Die dem Rotor entnomme-
nen Zellen werden in 500 g Portionen eingefroren und bei -20 ◦C gelagert.
Tabelle 8.1 gibt einen Überblick über die Ausbeuten, die bei der Ernte ver-
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8.3 Wachstumskurven

Tabelle 8.1: Ausbeuten bei der Zellernte von 1100L Bakterienkulturansätzen.
Die Wachstumszeit ist in Stunden angegeben. Bei der Angabe der Zellmasse in
kg handelt es sich um das ermittelte Nassgewicht der dem Rotor entnomme-
nen Gesamtzellmenge. Die nicht aufgeführten Ansätze konnten aufgrund von
Undichtigkeit des Beckens, defekter Pumpe oder abgestorbener Kultur (unge-
eignete Wachstumsbedingungen) nicht geerntet werden. Ab Ansatz 15 wurde
die CEPA-Zentrifuge �Z41� verwendet.

Nummer Wachstumszeit Ausbeute
Stunden Gewicht in kg

2 144 1,5
3 240 1,5
4 336 2,3
5 408 2,75
6 432 2,5
8 336 1,9
9 240 1,3
10 432 2,43

15 240 1,43
16 240 1,3
17 288 1,25
18 312 1,8

schiedener 1100L Ansätze erhalten wurden. Zu berücksichtigen ist, dass
die Ansätze 2-10 mit einer Sharples-Durch�usszentrifuge des Typs �Nr. 6�
gleichen Prinzips aber geringerer Leistung (15500 Umdrehungen pro Mi-
nute=14100 g) geerntet worden sind, bevor diese durch das Modell �Z41�
der Firma CEPA ersetzt wurde.

Der aus den Ablaufschalen austretende Überstand wird in einem Zwi-
schenbehälter aufgefangen und von dort in einen 1100L Rollcontainer ge-
pumpt. Der Überstand wird mit Desinfektionsmittel versetzt, bevor er
entsorgt werden kann.
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8 Kultivierung von Allochromatium vinosum

Abbildung 8.4: Beispiele von Wachstumskurven verschiedener 60 L Fermenter,
die jeweils als Inokulum für eine 1100L Bakterienkultur verwendet wurden.

8.3 Wachstumskurven

8.3.1 60 L Vorkultur

Abbildung 8.4 stellt zwei Wachstumskurven von verschiedenen 60L Vor-
kulturen dar. Die gemessene optische Dichte bei 600 nm ist der relativen
Zelldichte innerhalb der Bakterienkultur proportional. Die hier aufgeführ-
ten Kurven der 60 L Ansätze 22 und 29 zeigen, dass sich die Vorkulturen,
die zum Animpfen der 1100L Fermenter verwendet wurden, in der expo-
nentiellen Wachstumssphase be�nden. Nach einer Anpassungsphase von
ca. 60 h Dauer vermehren sich die Bakterien maximal. Die relative Zell-
dichte nimmt bei den im 60L Fermenter herrschenden Bedingungen in
dieser Phase mit einer Rate von durchschnittlich 0,024 ± 0,007 Einheiten
pro Stunde zu. Die optische Dichte liegt zum Zeitpunkt des Überimpfens
zwischen 3,5 und 4,0 Einheiten. Die gesamte Kultivierungsdauer beträgt
im Falle der hier dargestellten Kulturen zwischen 130 und 160 h.
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8.3 Wachstumskurven

Abbildung 8.5: Darstellung ausgewählter Wachstumskurven der 1100L Bak-
terienkulturen. Die ermittelten Daten beziehen sich auf die Bakterienkulturen
Nr. 5 und 15 (vgl. Tabelle 8.1).

8.3.2 1100 L Hauptkultur

Die Wachstumskurven der 1100L Hauptkulturen 5 und 15 sind in Abbil-
dung 8.5 gezeigt. Die Zunahme der relativen Zelldichte während der ex-
ponentiellen Wachstumsphase der 1100L Ansätze beträgt 0,011 ± 0,004
Einheiten pro Stunde. Die Wachstumskurven zeigen praktisch keine An-
passungsphase.

Nach ca. 230 h Wachstumszeit be�ndet sich Ansatz 15 am Ende der
exponentiellen Wachstumsphase. Die Ausbeute beträgt 1,43 kg Zellmasse
(Nassgewicht) bei einer zum Erntezeitpunkt gemessenen optischen Dichte
von 2,6 Einheiten.

Wie die Wachstumskurve des 1100L Beckens Nr. 5 im Vergleich dazu
zeigt, geht die Bakterienkultur bei einer Kultivierungsdauer von mehr als
230 h in die stationäre Phase über. Sie besitzt zum Erntezeitpunkt nach
insgesamt ca. 410 h Wachstumszeit eine optische Dichte von 2,8 Einhei-
ten. Dieser Ansatz lieferte die höchste Ausbeute von insgesamt 2,75 kg
Zellmaterial (Nassgewicht).
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8 Kultivierung von Allochromatium vinosum

8.4 Diskussion

Das Animpfen von Folgekulturen, in diesem Fall die 1100L Hauptkultur,
soll mit Bakterien im frühen exponentiellen Wachstumsstadium erfolgen.
In dieser Phase haben die Zellen ihre maximale Teilungsrate erreicht, die
Anzahl der lebenden Zellen überwiegt und die Anpassung an eine neue
Sto�wechselsituation ist schnell möglich. Wie die Wachstumskurven der
60 L Vorkulturen in Abbildung 8.4 zeigen, ist diese Bedingung erfüllt. Die
insgesamt sehr hohen Extinktionswerte zwischen 3,5 und 4,0 Einheiten be-
ruhen auf der hohen Lichtstreuung durch die Bakterienzellen. Diese wird
hauptsächlich durch die für Chromatiaceae typischen stark lichtbrechen-
den Schwefelkugeln bestimmt, die vorübergehend intrazellulär eingelagert
werden. Die gesamte Kultivierungsdauer jedes Ansatzes ist von der Dauer
der Anpassungsphase und der Wachstumsrate der Zellen abhängig (vgl.
Kapitel 3.3).

Die in Abbildung 8.5 dargestellte Wachstumskurve der 1100L Haupt-
kultur Nr. 15 ist ein Beispiel für einen Ansatz, die am Ende der exponen-
tiellen Wachstumsphase geerntet wurde. Zu diesem Zeitpunkt überwiegt
die Anzahl lebender Zellen und die maximale Populationsdichte ist nahezu
erreicht. Dadurch ist die Isolierung von funktionsfähigem Protein gewähr-
leistet und das während der Zelllyse mögliche Vorkommen unerwünschter
Produkte, z. B. teilweise abgebaute oder funktionsunfähige Proteine, mi-
nimiert.

Die 1100L Kulturen gehen ohne eine erkennbare Anpassungsphase in
das exponentielle Wachstumsstadium über, d. h. es ist keine oder nur eine
geringe Veränderung bakterieller Sto�wechselprozesse nach der Überfüh-
rung vom 60L ins 1100L Becken erforderlich. Dies zeigt, dass die Wachs-
tumsbedingungen im 1100L Fermenter mit den im 60L Becken herrschen-
den Bedingungen vergleichbar sind und zu optimalem Zellwachstum füh-
ren. Überdies liegt die für die Bakterien im 1100L Fermenter ermittelte
Wachstumsrate von 0,011 (± 0,004) Einheiten pro Stunde unter Berück-
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8.4 Diskussion

sichtigung des Fehlers nicht signi�kant niedriger als die für die 60 L Vor-
kulturen berechnete Rate von 0,024 (± 0,007) Einheiten pro Stunde. Die
etwas geringere Wachstumsrate des 1100L Ansatzes ist durch die lang-
samere Durchmischung des insgesamt gröÿeren Volumens während der
Kultivierung zu erklären, so dass Zellen im Vergleich zum 60L Becken
sedimentieren können und nicht bei der stichprobenartigen Messung der
relativen Zelldichte zur Verfügung stehen. Deswegen liegen die Werte der
für den 1100L Ansatz gemessenen optischen Dichten im Vergleich zur 60L
Kultur um ca. 1,5 Einheiten ebenfalls niedriger.

Bei Betrachtung der Wachstumskurve des Ansatzes Nr. 5 wird deutlich,
dass nach mehr als 230 h Kultivierungsdauer das bakterielle Wachstum in
die stationäre Phase übergeht. Nach ca. 180 h ist das Zellwachstum nicht
mehr exponentiell und innerhalb von 200-410 h gesamter Wachstumszeit
ist keine wesentliche Zunahme der relativen Zelldichte feststellbar, d. h.
Zellteilung und -lyse sind im Gleichgewicht. In diesem Stadium ist nicht
ausszuschlieÿen, dass bei der Zelllyse entstehende Produkte die Protein-
synthese negativ beein�ussen. Erfahrungsgemäÿ ist die Zellernte nach ins-
gesamt 200-250 h Kultivierungsdauer anzusetzen. Zur Feststellung des ge-
nauen Erntezeitpunktes jedes einzelnen Ansatzes ist die ständige Kontrol-
le des Zellwachstums durch stichprobenartige Bestimmung der relativen
Zelldichte erforderlich.

Die in Tabelle 8.1 aufgeführten Ausbeuten, aller im Verlauf des Op-
timierungsprozesses geernteten 1100L Fermenter erzielt wurden, variie-
ren stark. Im Durchschnitt wurden pro Ansatz Gesamtmengen von 1,7 kg
Zellmaterial (Nassgewicht) erhalten. Zu Beginn musste die Methodik zur
e�ektiven Ernte des gesamten Zellmaterials entwickelt werden, so dass
geringe Ausbeuten nicht mit schlechten Wachstumsbedingungen gleichzu-
setzen sind. Die Schwierigkeiten bei der Abstimmung von Zentrifugenbe-
trieb mit Art und Dauer der Produktzufuhr führte zu Verlusten. Zudem
ist eine hohe Flexibilität bei der zeitlichen Planung und Organisation der
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8 Kultivierung von Allochromatium vinosum

Ernte eines 1100L Groÿansatzes erforderlich, da das Wachstumsverhalten
jeder Bakterienkultur individuell verschieden ist. Durch den Ersatz der
Sharples-Zentrifuge kommt es zu einer Veränderung des Anteils der mit-
gewogenen Suspensions�üssigkeit (Medium), die im Sediment verbleibt.
Die derzeit verwendete CEPA-Zentriuge besitzt eine um ca. 2900 g höhe-
re relative Zentrifugationsbeschleunigung, was zu einer Verringerung des
Nassgewichts der geernteten Zellmasse führt. Anfangs traten während der
Kultivierungsdauer eines Groÿansatzes Veränderungen auf, die das bak-
terielle Wachstum beein�ussten, was zu einer geringen Zellausbeute oder
einem verlangsamten Zellwachstum führte. Die sich im Laufe der Zeit ge-
bildeten Salzkrusten an den Innenseiten der Rohrleitungen und innerhalb
der Kreiselpumpe führten zu einer herabgesetzten Durchmischung des An-
satzes. Die Zellen sanken zu Boden, wodurch eine gleichmäÿige Belich-
tung der photosynthetischen Bakterien verhindert wurde. Neben dem Er-
satz der bisherigen Rohrleitungen durch Verbindungen aus einem anderen
Kunststo�material wurde die Anzahl der Pumpeneinlässe erhöht, so dass
eine gleichmäÿige Durchmischung des gesamten Ansatzes gewährleistet ist.
Die Verwendung von Hypochloritlösung zur chemischen Sterilisation, die
ständige Belichtung, die hohe Temperatur und die hohe Salzkonzentrati-
on im Medium führte zur Porosität des Silikons, welches zu Beginn zum
Abdichten verwendet wurde und hatte den vollständigen Verlust einiger
Ansätze aufgrund von Undichtigkeit zur Folge. Das Dichtmaterial wurde
durch strapazierfähigeres Silikon ersetzt, welches für den Einsatz unter
den hier herrschenden Bedingungen geeignet ist. Weiterhin ist durch die
seitlich angebrachten Ventilatoren der Lampen und die installierte Klima-
anlage im Laborraum eine konstante Temperierung des Ansatzes erreicht
worden.

Die gegenwärtigen Wachstumsbedingungen und technischen Voraus-
setzungen für die Bakterienkultur im 1100L Fermenter sind das Ergebnis
eines stetigen Entwicklungs- und Optimierungsprozesses. Mit dem in die-
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8.5 Zusammenfassung

ser Arbeit entwickeltem Protokoll ist die Kultur von anaerob lebenden,
photosynthetischen Bakterien in einem 1100L fassenden Glasfermenter
unter reproduzierbaren Bedingungen möglich.

8.5 Zusammenfassung

Der auf die in Kapitel 8.2.1 beschriebene Weise gebaute 1100L Fermenter
ist in seiner jetzigen Form eine Konstruktion, die sich dazu eignet, photo-
synthetische Bakterien unter den gegenwärtig eingestellten Bedingungen
e�zient zu kultivieren. Die Handhabung der Bakterienkultur und die Ver-
folgung des Wachstumsverhaltens in Kombination mit der Zellernte über
eine Durch�usszentrifuge bleibt auch in dieser Ansatzgröÿe praktikabel
und ist im Labormaÿstab durchführbar.

Die Ergebnisse aus der Analyse der Wachstumskurven zeigen, dass es
möglich ist, im Fermenter Bedingungen zu scha�en, die zu reproduzierba-
rem Bakterienwachstum führen, wie die Wachstumskurven der 60 L Vor-
kulturen und der 1100L Ansätze (vgl. Abbildung 8.4 und 8.5) belegen. Aus
jedem 1100L Ansatz wird eine groÿe Menge Zellmaterial, durchschnittlich
1,7 kg Nassgewicht (ca. 1,5 g/L), erhalten und liefert eine vergleichsweise
groÿe Menge Ausgangsmaterial zur Isolierung der in A. vinosum nur in
geringem Maÿe exprimierten [NiFe]-Hydrogenase.

Durch die Festlegung des Erntezeitpunktes auf die späte exponentielle
Wachstumsphase, die erfahrungsgemäÿ nach 200-250 h Kultivierungsdauer
erreicht ist, wird eine hohe Anzahl lebender, intakter Zellen gewährleistet.
Dies ist für die weitere Verwendung des Materials von Bedeutung, denn
der Ein�uss der bei der Zelllyse entstehenden Verbindungen ist nachteilig.
Das Absterben der Zellen und das Freiwerden von z. T. toxischen Ver-
bindungen hat eine unkontrollierbare Veränderung der Wachstumsbedin-
gungen zur Folge, so dass die Bestimmung des optimalen Erntezeitpunkts
erschwert wird und die Kultur gegebenenfalls abstirbt. Insbesondere kann
bei der Ernte am Ende der exponentiellen Wachstumsphase sichergestellt
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8 Kultivierung von Allochromatium vinosum

werden, dass die zu isolierenden Proteine, in diesem Fall die membrange-
bundene [NiFe]-Hydrogenase, unmodi�ziert und in funktionsfähigem Zu-
stand vorliegen, was für weitere spektroskopische Untersuchungen oder die
Kristallisation unbedingte Voraussetzung ist.
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9 Isolierung und Reinigung der

[NiFe]-Hydrogenase

Aufbauend auf Kapitel 8 wird im Folgenden die Etablierung der Isolie-
rung und Reinigung der [NiFe]-Hydrogenase (H2ase) aus den Zellen des
bakteriellen Organismus A. vinosum dargestellt. Der gesamte Ablauf der
Proteinpräparation ist in Abbildung 9.1 schematisch zusammengefasst.
Zunächst erfolgt der Zellaufbruch und die Entfernung photosynthetischer
Pigmente durch Waschen der Zellen mit Aceton, dann die Extraktion des
Membranproteins mit Triton X 100 (Solubilisierung). Es schlieÿen sich die
Abtrennung der Zelltrümmer durch Zentrifugation und die säulenchroma-
tographische Reinigung des Proteins in mehreren Schritten an.

Der gesamte chromatographische Reinigungsprozess wurde zunächst
mit kleinen Volumina durchgeführt, um die Bedingungen zu optimieren.
Die Gradienten der Anionen-Austausch-Säulen, die Art der Säulenmate-
rialien als auch die Anzahl und Reihenfolge der einzelnen Reinigungs-
schritte wurden variiert. Die Isolierung und Aufreinigung wurde schlieÿ-
lich auf einen Maÿstab gebracht, der es ermöglicht, eine groÿe Menge Hy-
drogenase aus einem Präparationsansatz zu erhalten. Aus 2 kg Zellmas-
se (Nassgewicht) werden ca. 800 g Zellpuder gewonnen, woraus wiederum
etwa 100mg Protein isoliert werden können. Das Protein eignet sich auf-
grund seines hohen Reinheitsgrades für die Kristallisation und die Ver-
wendung in spektroskopischen Techniken. Die Reinheit der isolierten Hy-
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9 Isolierung und Reinigung der [NiFe]-Hydrogenase

Abbildung 9.1: Schematische Übersicht der einzelnen Proteinpräparations-
schritte: Zellaufbruch und Entfernung photosynthetischer Pigmente, Solubili-
sierung und säulenchromatographische Aufreinigung.

drogenase wird anhand der Ergebnisse aus SDS-PAGE und MALDI-TOF-
Massenspektrometrie veri�ziert. Die Proteinkonzentration der Probe wird
photometrisch ermittelt (vgl. Kapitel 7.3.1).

Auÿerdem ist im Rahmen dieser Arbeit die Methode zur Identi�zie-
rung der hydrogenasehaltigen Fraktionen mit Hilfe eines polarographi-
schen Systems standardisiert worden. Das Verfahren wird in Abschnitt
9.3.1 beschrieben. Auf diese Weise ist die Grundlage für eine schnelle,
eindeutige und reproduzierbare Bestimmung der relevanten Fraktionen
während des säulenchromatographischen Reinigungsprozesses gescha�en
worden. Insbesondere nach dem ersten Aufreinigungsschritt, der ersten
Anion-Austausch-Säule, ist eine Identi�zierung der hydrogenasehaltigen
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9.1 Zellaufbruch

Fraktionen lediglich aufgrund des Elutionspro�ls nicht ausreichend spezi-
�sch, da es sich um ein komplexes Proteingemisch handelt, dessen Absorp-
tionen sich überlagern. Darum ist eine Auswahl der hydrogenasehaltigen
Fraktionen basierend auf der Wassersto�spaltungsaktivität des Enzyms
unerlässlich.

Im folgenden Abschnitt wird zunächst das neu entwickelte Verfah-
ren zum e�ektiven Zellaufbruch und gleichzeitiger Entfernung photosyn-
thetischer Pigmente mit Hilfe einer automatischen, gekühlten Kombi-
nation aus Soxhlet-Extraktion und Destillationsapparatur beschrieben.
Überdies ist die Isolierung groÿer Mengen Bakteriochlorophylla aus dem
Aceton/Wasser-Gemisch des ersten Extraktionsschritts möglich, die in an-
deren biochemischen Untersuchungen eingesetzt werden können [98].

9.1 Zellaufbruch

Um ein Protein aus Bakterienzellen zu isolieren, ist es notwendig, die Zell-
wand zu zerstören. Vielfach erfolgt der Zellaufbruch mechanisch durch Ul-
traschall, Homogenisierung z. T. unter hohen Druck (French-Press), durch
enzymatische Lyse (Lysozym) oder EDTA-Behandlung. Im Falle der hier
verwendeten photosynthetischen Bakterien der Art A. vinosum werden
die Zellen wiederholt mit organischem Lösemittel, Aceton, gewaschen. Da-
durch wird nicht nur die Zerstörung der Zellwand erreicht, sondern auch
die Entfernung der photosynthetischen Pigmente (u. a. Bakteriochloro-
phylle und Carotinoide), die bei der weiteren chromatographischen Aufrei-
nigung störend sind. Die im ersten Waschschritt in groÿen Mengen extra-
hierten Bakteriochlorophylle (BChla) eignen sich für weitere biochemische
Anwendungen [98].

Zu Beginn erfolgte der Zellaufbruch, bzw. die Entfernung der photo-
synthetischen Pigmente unter hohem Acetonverbrauch, indem die Zellen
portionsweise mehrfach auf Eis mit kaltem Lösemittel gerührt und an-
schlieÿend abzentrifugiert wurden. Der bei jedem Waschschritt anfallende
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9 Isolierung und Reinigung der [NiFe]-Hydrogenase

Überstand wurde verworfen. Durch die Entwicklung der im weiteren Ver-
lauf beschriebenen Methode konnte das Verfahren automatisiert und die
Acetonmenge aufgrund der ständigen Wiederverwendung im geschlosse-
nen Reaktionskreislauf auf ein Zehntel der ursprünglichen Menge reduziert
werden. Die Apparatur ist in Abbildung 9.2 schematisch veranschaulicht.

Abbildung 9.2: Schematische Darstellung der Apparatur zum Zellaufbruch
und zur Entfernung der photosynthetischen Pigmente: a=Para�nölbad
mit 4 L Destillationskolben, b=Vigreux-Kolonne, c=Thermometer,
d=Destillationsbrücke mit angeschlossenem Kryostaten, e=Soxhlet-Extraktor
mit Cellulose-Extraktionshülse, f=4L Au�angkolben und g=Peristaltikpumpe.

Zuerst werden ca. 500 g Zellen in eine Cellulose-Extraktionshülse ge-
füllt, welche in einen Soxhlet-Extraktor platziert wird. Insgesamt werden
3L technisches Aceton mit 5% H2O in einen 4L Glaskolben (Destilla-
tionskolben) gefüllt, der über eine Vigreux-Kolonne und eine mit Hilfe
eines Kryostaten (-20 ◦C) gekühlte Destillationsbrücke mit dem Soxhlet-
Extraktor verbunden ist. Der Destillationskolben wird im Para�nölbad
erhitzt, welches auf 95 ◦C temperiert ist. Das aus der Destillationsbrücke
in die Cellulosehülle tropfende Aceton besitzt eine Temperatur von 3-8 ◦C.
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9.2 Solubilisierung

Das aus dem Extraktor in den zweiten Kolben (Au�angkolben) �ieÿen-
de Aceton mit den darin gelösten Pigmenten und anderen Verbindun-
gen wird mit Hilfe einer Peristaltikpumpe in den Destillationskolben zu-
rückgepumpt und somit der Reaktionskreislauf geschlossen. Der Soxhlet-
Extraktor wird mit Luftpolsterfolie und Aluminiumfolie isoliert, damit
der Ansatz während der gesamten Dauer der Prozedur gekühlt bleibt.
Durch diesen Versuchsaufbau wird die Zellpaste durchschnittlich viermal
pro Stunde mit kaltem Aceton gewaschen. Nach ca. 96 Stunden wird die
Extraktion beendet. Das resultierende hellgraue Zellpuder wird in einen
1L Glaskolben gefüllt und am Rotationsverdampfer getrocknet. Es ent-
hält die Membranfragmente und die daran assoziierten Proteine. Aus den
eingesetzten 500 g Zellen resultieren ca. 200 g getrocknetes Zellpuder. Das
Zellpuder wird bei -20 ◦C gelagert oder direkt im Anschluss im nächsten
Schritt der Proteinpräparation verwendet. Das gebrauchte Lösemittel wird
mit allen darin enthaltenen Verbindungen entsorgt.

Um aus den Bakterienzellen Bakteriochlorophylla zu gewinnen, muss
das Aceton mit den darin gelösten Verbindungen nach der ersten Extrakti-
on dem Kreislauf entnommen, und durch die gleiche Menge ungebrauchtes
Aceton mit 5% Wasseranteil ersetzt werden. Ansonsten werden die Bakte-
riochlorophylle durch die Siedehitze geschädigt und durch die im weiteren
Verlauf der Prozedur extrahierten Zellbestandteile verunreinigt. Das wei-
tere Verfahren zur Darstellung des BChla ist dem experimentellen Teil der
Dissertation von A. Mennenga zu entnehmen [98].

9.2 Solubilisierung

Für einen Präparationsansatz werden 200 g Zellpuder als Ausgangsma-
terial verwendet. Das feine Puder wird in kalten, detergenzhaltigen Ex-
traktionspu�er (vgl. Kapitel 7.2.1) eingestreut, bis eine homogene Lösung
entstanden ist. Für eine optimale Solubilisierung ohne Ausbildung von
Aggregaten werden zwei Ansätze parallel (je ca. 350mL) 30-40min bei
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9 Isolierung und Reinigung der [NiFe]-Hydrogenase

5-10 ◦C im Kühlraum gerührt. Das nicht solubilisierte Material wird bei
2500 g 10min bei 4 ◦C sedimentiert. Der Überstand wird aufgefangen und
bis zum nächsten Schritt kalt gelagert. Das entstandene Pellet wird in ca.
350mL Extraktionspu�er resuspendiert und erneut 30-40min im Kühl-
raum gerührt. Nach dem zweiten Solubilisierungschritt erfolgt nochmals
eine Zentrifugation unter den oben genannten Bedingungen. Das aus die-
sem Schritt resultierende Pellet wird verworfen, der Überstand mit der
Flüssigkeit aus dem ersten Zentrifugationsschritt vereinigt und für zwei
Stunden bei 18600 g und einer Temperatur von 4 ◦C zentrifugiert. Der er-
haltene klare Überstand, in dem sich die Hydrogenase be�ndet, wird als
Rohextrakt bezeichnet. Das Pellet wird einmal mit 500-800mL Extrakti-
onspu�er gewaschen und erneut zentrifugiert. Beide Überstände werden
vereinigt und gemeinsam auf die erste Anionen-Austausch-Säule aufgetra-
gen. Insgesamt ergeben sich 1,5-2 L Rohextrakt pro Präparationsansatz.

9.3 Säulenchromatographie

Die Aufreinigung des Rohextrakts erfolgt in insgesamt fünf säulenchro-
matographischen Schritten bei 4 ◦C unter Verwendung einer FPLC-Anlage
(Äkta Basic, GE Healthcare). Im Folgenden ist die gegenwärtig verwendete
etablierte Methode der Isolierung und Reinigung der [NiFe]-Hydrogenase
aus A. vinosum im groÿen Maÿstab beschrieben. Alle verwendeten Pu�er
sind in Kapitel 7.2.1 aufgeführt. Diese werden vor deren Verwendung ge-
�ltert (0,22µm Flaschenaufsatz�lter) und entgast. Während der chroma-
tographischen Auftrennung werden Elutionspro�le aufgezeichnet (Unicorn
Software, GE Healthcare), welche die detektierte Absorption bei einer Wel-
lenlänge von 280 nm (Gesamtproteinabsorption), bei 400 nm und die Leit-
fähigkeit (bei den Anionen-Austausch-Säulen) wiedergeben. Das Signal bei
400 nm ist auf die Absorption durch die Eisen-Schwefelcluster zurückzu-
führen. Allerdings sind auch andere Proteine im Ansatz enthalten, die eine
400 nm bzw. 280 nm Absorption aufweisen, so dass die alleinige Identi�ka-
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tion der hydrogenasehaltigen Fraktionen aufgrund der Absorptionen nicht
ausreichend ist. Deswegen wurden die Fraktionen, insbesondere nach den
ersten drei Chromatographieschritten anhand der gemessenen spezi�schen
Wassersto�spaltungsaktivität des Enzyms ausgewählt. Die Elutionspro�le
der letzten beiden Säulenläufe weisen nur einen deutlichen Peak auf, der
auf die Absorption der Hydrogenase zurückzuführen ist, so dass der Aktivi-
tätstest nicht zwangsläu�g durchgeführt werden muss, da die Auswahl der
Fraktionen aufgrund des Elutionspro�ls zu rechtfertigen ist. Das derzeitig
angewendete Messverfahren wird im folgenden Abschnitt beschrieben.

9.3.1 Qualitativer Aktivitätstest (H2-Spaltung)

Die spezi�sche Aktivität der Hydrogenase, die Umsetzung von molekula-
rem Wassersto� zu Protonen und Elektronen, wird genutzt, um während
der Proteinaufreinigung die hydrogenasehaltigen Fraktionen nach der säu-
lenchromatographischen Auftrennung zu identi�zieren.

Dazu wird die durch die Proteinaktivität bedingte Änderung der
Wassersto�konzentration im Reaktionsansatz mit Hilfe eines polarogra-
phischen Systems, bestehend aus einer Platin-Anode und einer Silber-
Kathode, verfolgt. Die Polarisationsspannung, d. h. die Potentialdi�erenz
zwischen Anode und Kathode, beträgt +600mV. Die Elektroden sind
mit einer semipermeablen Te�onmembran bespannt, welche den Elektro-
lytraum (halbgesättigte KCl-Lösung) vom Reaktionsansatz trennt. An der
Pt-Elektrode �ndet die Oxidation des im Reaktionsansatz be�ndlichen
Wassersto�s gemäÿ der Gleichung:

1

2
H2 
 H+ + e− (9.1)

statt. In Konkurrenz dazu verbraucht bzw. spaltet die Hydrogenase eben-
falls den in einer de�nierten Menge vorliegenden Wassersto�, so dass dieser
nicht mehr für die Reaktion an der Platinelektrode zur Verfügung steht.
Der eigens für diese Anwendung gebaute Hydrograph (F. Reikowski, MPI
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9 Isolierung und Reinigung der [NiFe]-Hydrogenase

Mülheim) registriert die zeitliche Änderung des �ieÿenden Stroms. Der
vierfach verstärkte Messwert wird mit Hilfe des Messprogramms �Tracer
DAQ� (Version 1.6.0.0) am angeschlossenen PC graphisch dargestellt. Der
Strom ändert sich proportional zur Wassersto�konzentration.

Abbildung 9.3: Polarographisches System aus Platin-Anode und Silber-
Kathode zur Ermittlung der spezi�schen H2-spaltungsaktivität des Enzyms. Die
Elektrodenanordnung ist seitlich in einer Messzelle angebracht. Die Zelle wird
mit einem angeschlossenen Wasserthermostat auf 30 ◦C temperiert und ist auf
einem Rührgerät montiert.

Die Elektrodenanordnung (Abbildung 9.3) ist seitlich in einer mit ei-
nem Thermostat auf 30 ◦C temperierten Messzelle (Feinmechanikwerk-
statt, MPI Mülheim) angebracht. Die Zelle selbst ist auf einem Rührgerät
montiert, so dass der Rührstab unterhalb der in die Lösung ragenden Elek-
trode für die Durchmischung des Reaktionsansatzes sorgt. Die Zelle wird
durch einen trichterförmigen Stopfen verschlossen, durch dessen schma-
le Ö�nung mit Hilfe gasdichter Injektionsspritzen Lösungen hinzugefügt
werden können.

Zur Messung der katalytischen Aktivität der Hydrogenase werden die
in Kapitel 7.2.1 beschriebenen Lösungen und Pu�er verwendet. Zunächst
werden 1,2mL Pu�er und 30µL BV-Lösung in die Messzelle pipettiert
und der Deckel luftblasenfrei aufgesetzt. Weiterhin werden 5µL Dithio-
nitlösung zugegeben. Benzylviologen fungiert als Akzeptor für die bei der
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9.3 Säulenchromatographie

Abbildung 9.4: a: Beispiel für eine Aktivitätsmessung mit einer Fraktion die
keine Hydrogenase enthält. Es zeigt sich kein Wassersto�verbrauch. Das Messsi-
gnal bleibt nach Probenzugabe annähernd unverändert. b: Beispiel für eine Mes-
sung mit einer Fraktion, welche Aktivität zeigt. Es ist ein signi�kanter Wasser-
sto�verbrauch durch die in der Probe enthaltene Hydrogenase zu erkennen. Das
Messsignal sinkt innerhalb weniger Sekunden nach Probenzugabe stark ab.

Reaktion frei gewordenen Elektronen. Das Na-Dithionit reduziert das Ben-
zylviologen und den in der Lösung vorhandenen Sauersto�, so dass der
Reaktionsansatz anaerob wird. Durch das reduzierte Benzylviologen färbt
sich der Reaktionsansatz dunkelviolett. Es folgt die Zugabe von 100µL
wassersto�gesättigtem Pu�er. Dieser wird kurz vor Beginn der Messung
hergestellt, indem mindestens 15min lang Wassersto�gas durch den Puf-
fer geleitet wird. Nach Einstellung eines konstanten Messwerts erfolgt die
Zugabe von weiteren 100µL einer zu untersuchenden Fraktion.

Enthält die zugegebene Proteinlösung Hydrogenase, sollte innerhalb
einer Minute eine deutliche Verringerung des aufgezeichneten Signals er-
kennbar sein. Abbildung 9.4 zeigt Beispiele von Messungen einer Fraktion
ohne Wassersto�spaltungsaktivität (a) und einer Fraktion, die Hydrogen-
ase enthält (b). Bei dieser Messmethode handelt es sich um einen quali-
tativen Test. Die exakte Konzentration der Hydrogenase in den einzelnen
Fraktionen ist unbekannt, da es sich um Proteingemische handelt.
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9 Isolierung und Reinigung der [NiFe]-Hydrogenase

9.3.2 Erste Ionen-Austausch-Chromatographie

Die Ionen-Austausch-Chromatographie beruht auf der elektrostatischen
Wechselwirkung zwischen elektrisch geladenen Ionen. Jedes Protein besitzt
eine spezi�sche A�nität zu unterschiedlichen Säulenmaterialien aufgrund
seiner Ober�ächenladung. Beim Probenauftrag erfolgt zunächst die Bin-
dung der Proteine über deren geladene Ober�äche an die positiv (Anionen-
Austausch) oder negativ (Kationen-Austausch) geladenen funktionellen
Gruppen der Säulenmatrix (z. B. Toyopearl DEAE 650=modi�ziertes Me-
thacrylatpolymer). Nachdem ungebundenes Material durch Waschen mit
salzfreiem Pu�er entfernt wurde, werden die gebundenen Proteine sukzes-
siv über einen Gradienten mit steigender Salzkonzentration (meist NaCl)
eluiert. Die A�nität der Proteine zum Säulenmaterial wird durch die stei-
gende Salzkonzentration herabgesetzt, bis es bei einer für jedes Protein
charakteristischen Konzentration von der Matrix dissoziiert und eluiert
wird. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Elutionsgeschwindigkeiten, beru-
hend auf der jeweiligen Bindungsstärke der verschiedenen Proteine, werden
diese voneinander getrennt.

Im ersten säulenchromatographischen Reinigungsschritt soll eine gro-
be Auftrennung aller aus dem Zellpuder extrahierten Proteine des Roh-
extrakts erreicht werden. Da die Gesamtproteinkonzentration und die
Konzentration der an diese Säule bindenden Proteine sehr hoch ist, ist
ein entsprechend groÿes Säulenvolumen und ein Material mit hoher Bin-
dekapazität gewählt worden, um ein �Überladen� der Säule zu vermei-
den. Auf diese Weise wird verhindert, dass im Rohextrakt be�ndliche,
potentiell bindende Proteine nicht mehr an das Säulenmaterial binden
können und durch�ieÿen und so wertvolles Material verloren geht. Es be-
trägt in diesem Fall ca. 2100mL. Das Rohextrakt wird auf die zuvor mit
salzfreiem Pu�er A äquilibrierte erste Anionen-Austausch-Säule aufgetra-
gen. Die [NiFe]-Hydrogenase hat bei den gewählten Bedingungen (50mM
Tris, pH-Wert 7,4, Flussgeschwindigkeit beim Probenauftrag 8mL/min)
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Abbildung 9.5: Elutionspro�l eines Säulenlaufs der ersten Anion-Austausch-
Säule bei der chromatographischen Aufreinigung der [NiFe]-Hydrogenase. Es
wurden die Absorptionen bei 280 und 400 nm und die Leitfähigkeit gegen das
Pu�ervolumen aufgetragen. Hydrogenasehaltige Fraktionen wurden im blau
markierten Bereich zwischen 10 und 18mS/cm Leitfähigkeit identi�ziert.

eine ausreichend hohe Bindungsa�nität zum verwendeten Säulenmaterial
Toyopearl DEAE 650 C. Die Proteine im Rohextrakt, die nicht oder nur
schwach an diese Säule binden, werden durch Waschen mit 3-4 L Pu�er A
abgetrennt.

Eluiert werden die gebundenen Proteine über einen Gradienten mit
zunehmender Salzkonzentrationen zwischen 0mM NaCl (Pu�er A) und
600mM NaCl (Pu�er B) bei einer Flussgeschwindigkeit von 5mL/min. Bei
einer Leitfähigkeit von durchschnittlich 10-22mS/cm bzw. 200-270mM
NaCl konnten mit Hilfe des Aktivitätstests Fraktionen identi�ziert werden,
die Hydrogenase enthalten, welche während des Gradienten gesammelt
wurden. Abbildung 9.5 zeigt den Ausschnitt eines Elutionspro�ls, welches
bei einem Lauf der ersten Anion-Austausch-Säule aufgezeichnet wurde.
Der Bereich, welcher hydrogenasehaltige Fraktionen beinhaltet, ist blau
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9 Isolierung und Reinigung der [NiFe]-Hydrogenase

markiert. Er liegt in diesem Fall bei einer Leitfähigkeit zwischen 10 und
18mS/cm.

Da sich die Absorptionen der während des Gradienten eluierten Pro-
teine in den Elutionspro�len dieser Säule überlagern, ist es nicht möglich,
einen bestimmten Peak einem Protein zuzuordnen. Mit der beschriebe-
nen Methode ist vielmehr die Reduktion der Gesamtproteinmenge des
Rohextrakts erreicht worden, indem zunächst die an das Säulenmaterial
bindenden Proteine von den nicht bindenden Proteinen und denen mit
deutlich höherer Bindea�nität getrennt wurden. Weiterhin wurden durch
die Anwendung des Aktivitätstests nur die Fraktionen ausgewählt, die
Proteine enthalten, welche bei den gewählten Bedingungen eluieren und
H2spaltungsaktivität aufwiesen. Diese �aktiven� 40mL groÿen Fraktionen
wurden vereinigt und auf die nächste Säule aufgetragen und weiter auf-
gereinigt. Die Proteine mit im Vergleich zur [NiFe]-Hydrogenase höherer
A�nität zur Matrix werden durch Waschen mit Pu�er B entfernt. An-
schlieÿend wird das Säulenmaterial mit Pu�er A reäquilibriert.

9.3.3 Hydrophobe Interaktions-Chromatographie

Viele Proteine besitzen auf ihrer Ober�äche hydrophobe Bereiche. In
wässriger Lösung assoziieren diese Bereiche mit anderen hydrophoben
Ober�ächen. Durch hohe Konzentrationen bestimmter Salze z. B. Ammo-
niumsulfat (NH4)2SO4 werden hydrophobe Wechselwirkungen verstärkt.
Die Substanzen werden bei abnehmender Salzkonzentration aufgrund ihrer
unterschiedlichen Hydrophobizität voneinander getrennt. Sehr hydrophile
Proteine eluieren zuerst.

Die Säule (1 Säulenvolumen=560mL) wird vor dem Probenauftrag mit
ca. 800mL Pu�er äquilibriert (vgl. Kapitel 7.2.1). Die Proteinprobe wird
bei hoher Ionenstärke (0,2M (NH4)2SO4) auf die hydrophobe Matrix (Phe-
nylsepharose CL4B=4% cross-linked agarose) mit einer Flussgeschwindig-
keit von 5mL/min aufgetragen. Ungebundenes Protein wird durch Wa-
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Abbildung 9.6: Elutionspro�l des zweiten säulenchromatographischen Reini-
gungsschritts (Hydrophobe Interaktions-Chromatographie). Das Protein eluiert
in einem breiten Peak, dessen 400 nm Absorptionsmaximum durchschnittlich in
einem Leitfähigkeitsbereich von 3-1mS/cm liegt.

schen mit ca. 600mL Äquilibrierungspu�er entfernt. Die Ionenstärke wird
über einen Gradienten (300mL) mit sinkender Ammoniumsulfatkonzen-
tration, ausgehend von einer Konzentration von 50mM, reduziert. Pu�er B
(5mM Tris, pH-Wert 8,0) ist ammoniumsulfatfrei. Das Protein eluiert in
einem breiten Peak, dessen 400 nm Absorptionsmaximum im Durchschnitt
zwischen 3 und 1mS/cm Leitfähigkeit liegt. Das Fraktionsvolumen beträgt
8mL. Abbildung 9.6 zeigt das Elutionspro�l dieses säulenchromatographi-
schen Schritts. Der Bereich, in dem Fraktionen mit H2spaltungsaktivität
identi�ziert wurden, ist blau markiert.

Auch im Falle der chromatographischen Trennung nach dem Hydro-
phobizitätsprinzip ist die Auswahl der weiter zu verwendenden Fraktionen
aufgrund des Elutionspro�ls nicht ausreichend. Die gemessene Wassersto�-
spaltungsaktivität korrespondiert bedingt mit den dominierenden Peaks
bei 280 bzw. 400 nm des Elutionspro�ls. Die maximalen Absorptionen ge-
hen nicht mit maximaler Aktivität einher. Diese liegt mehr im Bereich
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der rechten Flanke der Peaks, so dass davon auszugehen ist, dass auch
hier eine Überlagerung von Absorptionen verschiedener Proteine vorliegt.
Das im Vergleich zur 280 nm Absorption leicht nach rechts verschobene
Absorptionsmaximum des 400 nm Peaks deutet ebenfalls darauf hin. Die
Menge der Proteine, welche Eisen-Schwefelcluster beinhalten, zu denen
auch die H2ase zählt, liegt innerhalb der zweiten Hälfte des 280 nm Ab-
sorptionspeaks.

Die ausgewählten Fraktionen, welche H2spaltungsaktivität aufwiesen,
wurden vereinigt, aufkonzentriert und auf die nachfolgende Säule aufge-
tragen.

9.3.4 Erste Gel�ltration

Bei der Gel�ltration werden Moleküle aufgrund ihrer Gröÿe getrennt.
Der verwendete Laufpu�er stellt die �üssige Phase dar. Die feste Pha-
se wird von einer porösen Gelmatrix gebildet. Sie besteht z. B. aus einer
Polyacrylamid-Agarose Matrix (AcA44=4% Polyacrylamid, 4% Agarose)
oder Dextran-Agarose Matrix (Superdex 200). Kleine Proteine können in
die Poren der festen Phase eindringen und besitzen deshalb eine länge-
re Verweildauer auf der Säule im Vergleich zu den Proteinen, die um die
Matrixpartikel herum wandern.

Die Gel�ltrationssäule �Ultrogel AcA44� (350mL Säulenvolumen) wird
mit 700mL Laufpu�er (50mM Tris, 100mM NaCl, pH-Wert 8,0) äquili-
briert, bevor die auf ca. 30mL konzentrierte Proteinprobe aufgetragen
wird. Äquilibriert und eluiert wird mit einer Flussgeschwindigkeit von
1mL/min. Das Volumen der gesammelten Fraktionen beträgt 5mL. Ein
für diesen Schritt charakteristisches Elutionspro�l ist in Abbildung 9.7
dargestellt. Die Fraktionen, welche nachweislich H2ase enthalten, liegen
im blau markierten Bereich des zweiten Proteinpeaks. Dessen Absorpti-
onsmaximum (280 und 400 nm) tritt auf, nachdem mit einer Pu�ermenge
von 110mL eluiert wurde. Die Absorption bei 550 nm korrespondiert u. a.
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Abbildung 9.7: Charakteristisches Elutionspro�l der ersten Gel�ltrationssäu-
le. Die H2asehaltigen Fraktionen sind im Bereich des zweiten Absorptionspeaks
identi�ziert worden.

mit der Elution des Cytochrom c, das in diesem Schritt abgetrennt wird.
Die H2asehaltigen Fraktionen werden vereinigt und mit 50mM Tris Pu�er
(pH-Wert 8,0) gewaschen, um die Salzkonzentration der Probe zu verrin-
gern.

9.3.5 Zweite Anionen-Austausch-Chromatographie

Die auf ein Volumen von ca. 10mL aufkonzentrierten Fraktionen des
vorherigen Chromatographie-Schritts werden mit einer Flussgeschwin-
digkeit von 3mL/min auf die zuvor mit ca. 80mL Pu�er äquilibrier-
te �HiLoad 16/10 Q-Sepharose HP�-Säule (GE Healthcare) aufgetragen.
Das zu Beginn des Optimierungsprozesses verwendete Säulenmaterial To-
yopearl DEAE 650 M wurde durch die Q-Sepharose ersetzt. Es zeigte sich,
dass die Hydrogenase eine höhere spezi�sche Bindea�nität zu diesem Ma-
terial besitzt und auf diese Weise eine Verbesserung des Reinheitsgrades
erzielt wird.
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Das Protein wird über einen linearen Salzgradienten eluiert, der
sich aus drei Stufen zusammensetzt: 1. Stufe 0-20%B (40mL), 2. Stu-
fe 20-50%B (120mL), 3. Stufe 50-100%B (40mL), wobei 100%B einer
Salzkonzentration von 1M NaCl entspricht. Fraktionen mit einem Ge-
samtvolumen von 5mL, die während des Gradienten zwischen 330 und
390mM NaCl-Konzentration bzw. 30-35mS/cm Leitfähigkeit gesammelt
wurden, enthalten Hydrogenase. Abbildung 9.8 zeigt ein für diesen Rei-
nigungsschritt typisches Elutionspro�l. Es wird von einem 280 nm Peak
dominiert, dessen Absorptionsmaxium mit dem bei 400 nm detektierten
Maximum übereinstimmt.

Die Fraktionen aus der Mitte des 400 nm bzw. 280 nm Peaks, welche
nachweislich H2ase enthalten, werden vereinigt und auf ein Volumen von
ca. 1mL aufkonzentriert.

Abbildung 9.8: Elutionspro�l der zweiten Anionen-Austausch-Säule. Das Pro-
tein eluiert bei einer Konzentration von 330-390mM NaCl bzw. einer Leitfähig-
keit von 30-35mS/cm im zweiten Teil des Stufengradienten.
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9.3.6 Zweite Gel�ltration

Die aus der vorherigen zweiten Anionen-Austausch-Chromatographie her-
vorgegangenen aufkonzentrierten Fraktionen werden auf die letzte mit
250mL Pu�er (50mM Tris, 100mM NaCl, pH-Wert 8,0) äquilibrierte Gel-
�ltrationssäule �HiLoad 16/60 Superdex 200� (GE Healthcare) aufgetra-
gen. Das Säulenvolumen beträgt 120mL. Eluiert wird isokratisch mit ei-
ner Flussgeschwindigkeit von 0,5mL/min und einem Gesamtvolumen von
150mL Pu�er.

Abbildung 9.9: Elutionspro�l der zweiten Gel�ltrationssäule. Das Maximum
des Peaks, in dem die Hydrogenase eluiert, liegt bei einem Pu�ervolumen von
75mL.

Das in Abbildung 9.9 dargestellte Elutionspro�l des 5. säulenchromato-
graphischen Aufreinigungsschritts zeigt einen deutlichen Hauptpeak, des-
sen maximale Absorption auftritt, nachdem mit insgesamt 75mL Pu�er
eluiert wurde. Die hydrogenasehaltigen Fraktionen werden vereinigt und
auf ein Volumen von ca. 100µL aufkonzentriert und in salzfreien Puf-
fer (50mM Tris, pH-Wert 8,0) überführt. Ein Teil der Probe ist zur Be-
stimmung der Proteinkonzentration und Überprüfung des Reinheitsgrades
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vorgesehen. Der verbleibende Rest wird direkt für Kristallisationsansätze
verwendet oder in �üssigem Sticksto� eingefroren und gelagert.

Durch die Ergänzung des bisherigen Protokolls zur Gewinnung der
[NiFe]-Hydrogenase aus A. vinosum um eine weitere, abschlieÿende Gel-
�ltrationssäule wird das Protein in de�nierte Pu�erbedingungen gebracht
und die Entfernung von Derivaten des Proteins mit veränderter Gröÿe
erreicht. Aufgrund dessen enthält die endgültige Proteinprobe strukturell
intakte, wassersto�spaltungsaktive Enzyme.

9.4 Bestimmung der Reinheit

Die im Folgenden aufgeführten Ergebnisse aus SDS-PAGE und
MALDI-TOF-MS belegen den hohen Reinheitsgrad der Proben, die
insbesondere zur Kristallisation des Proteins verwendet wurden.

9.4.1 SDS-PAGE

Elektrophorese beruht auf der Wanderung geladener Teilchen in einem
elektrischen Feld. Bei dieser Gelelektrophorese erfolgt die Auftrennung
innerhalb einer Polyacrylamidgelmatrix. Unterschiedliche Ladungen und
Gröÿen der Teilchen bewirken unterschiedliche elektrophoretische Beweg-
lichkeit. Ein Substanzgemisch wird daher nach den Eigenschaften Gröÿe
und Ladung aufgetrennt. Bei der SDS-PAGE überdeckt das anionische
Detergenz SDS die Eigenladung von Proteinen, so dass Micellen mit kon-
stanter Ladung pro Masseneinheit entstehen. Durch das vorherige Erhitzen
der Proben werden die Proteine denaturiert, d. h. es werden mit Ausnah-
me der Primärsequenz alle weiteren Strukturelemente aufgelöst. Einziges
Trennungskriterium ist damit die Gröÿe der Proteine. Durch Vergleich
mit kommerziell erhältlichen Standards oder anderen Proteinen bekann-
ter Gröÿe lassen sich die Molekulargewichte der aufgetrennten Proben ab-
schätzen.
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Die Banden des in Abbildung 9.10 dargestellten 10-15%igen SDS-Gra-
dientengels zeigen die elektrophoretische Analyse verschiedener Protein-
proben. In Spur 1 und 2 sind die Banden beider Untereinheiten der aus
A. vinosum isolierten [NiFe]-H2ase zu sehen, die sich durch das einge-
setzte Probenvolumen unterscheiden: Spur 1=0,5µL, Spur 2=1µL. Spur
3 zeigt die beiden Untereinheiten der [NiFe]-H2ase, isoliert aus D. vulga-
ris Miyazaki F mit bekanntem Molekulargewicht, zum Vergleich. 4µL der
D. vulgaris MF Probe (ca. 70µM) werden 1:1 mit Probenpu�er gemischt.
Die A. vinosum Proteinproben werden entsprechend mit Probenpu�er auf
8µL Gesamtvolumen gebracht.

Abbildung 9.10: 10-15%iges SDS-Gradientengel: Spuren 1 und 2 zeigen Ban-
den der groÿen und kleinen Untereinheit der aus A. vinosum isolierten [NiFe]-
Hydrogenase. In Spur 3 ist zum Vergleich eine Probe der aus D. vulgaris MF
isolierten [NiFe]-Hydrogenase aufgetragen. Die Molekulargewichte betragen ca.
30 kDa (kleine Untereinheit) und ca. 60 kDa (groÿe Untereinheit).

Anhand eines SDS-Gels ist nur eine grobe Abschätzung der Molekular-
gewichte durch den Vergleich mit Markerproteinen, in diesem Fall mit der
aus D. vulgaris MF isolierten Hydrogenase, möglich. Die Proteinbanden
liegen im Bereich von 30 bzw. 60 kDa und zeigen einen hohen Reinheits-
grad der Proben.

Unterhalb der 30 kDa Bande in Spur 1 und 2 der aus A. vinosum
isolierten [NiFe]-H2ase ist eine weitere schwache Bande zu erkennen. Dabei
handelt es sich um eine Verunreinigung der Probe mit Fremdprotein oder
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um eine verkürzte Form der kleinen Untereinheit, welche im Laufe des
Reinigungsprozesses nicht abgetrennt werden konnte.

Weiterhin ist zu erkennen, dass die aus D. vulgaris MF isolierte [NiFe]-
Hydrogenase im Vergleich zum aus A. vinosum gewonnenen Enzym ein
geringeres Molekulargewicht aufweist, da die Bande der kleinen Unterein-
heit des in Spur 3 aufgetragenen Proteins (D. vulgaris MF [NiFe]-H2ase)
etwas unterhalb der entsprechenden Bande der Hydrogenase aus A. vi-
nosum liegt. Der Gröÿenunterschied ist im Falle der groÿen Untereinheit
nicht eindeutig zu erkennen, da diese aufgrund des hohen eingesetzten
Proteinmenge in einer breiteren Bande im Gel läuft. Wird die Menge
des verwendeten Proteins soweit reduziert, dass die groÿe Untereinheit
als schmale Bande zu erkennen ist, bleibt die Bande der kleinen UE nicht
sichtbar.

9.4.2 MALDI-TOF-MS

Bei der MALDI-TOF-MS handelt es sich um eine Analysetechnik zur Be-
stimmung der Molekülmasse freier Ionen im Hochvakuum. Ein Laser ver-
dampft kleine Mengen einer Matrix und die darin enthaltenen Proteinmo-
leküle. Dabei werden Protonen von der Matrix auf das Protein übertragen.
Die entstandenen Kationen werden im Massenanalysator nach der Be-
schleunigungsphase bezüglich ihres Masse-Ladungsverhältnisses aufgrund
ihrer spezi�schen Flugzeit im Messrohr (�time of �ight� (TOF)) aufge-
trennt. Die am Detektor registrierten Informationen über Masse und ent-
sprechende Intensität werden im Spektrum dargestellt. Es wurde eine DHB
(Dihydroxybenzosäure) oder Sina (Sinapinsäure) Matrix verwendet.

Das in Abbildung 9.11 dargestellte MALDI-TOF-Massenspektrum
zeigt zwei Peaks, die eindeutig der kleinen (29688±300 Da) und der groÿen
(62056±300 Da) Untereinheit der aus A. vinosum isolierten [NiFe]-H2ase
zuzuordnen sind. Weiterhin ist ein kleiner Anteil des nicht dissoziierten
Apoproteins mit einer Gröÿe von 91889±300 Da zu sehen.
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Abbildung 9.11: MALDI-TOF-Massenspektrum der aus A. vinosum isolier-
ten und aufgereinigten [NiFe]-Hydrogenase. Die Peaks der Massen 29688Da und
62056Da sind der kleinen, bzw. groÿen Untereinheit der Hydrogenase zuzuord-
nen. Der bei 91889Da liegende Peak entspricht dem ungetrennten Proteinkom-
plex. Der Fehler beträgt ±300Da.

Das Massenspektrum bestätigt die in Abschnitt 9.4.1 beschriebenen
Ergebnisse und damit den hohen Reinheitsgrad der Proteinproben. Zudem
wird der bereits im SDS-Gel erkennbare Gröÿenunterschied der aus unter-
schiedlichen Organismen isolierten Enzyme durch die hier dargestellten
Daten konkretisiert. Tabelle 9.1 listet die experimentell ermittelten und
aus der Aminosäuresequenz berechneten Molekulargewichte der [NiFe]-
H2ase aus A. vinosum und D. vulgaris MF auf.

Aus dem Vergleich der mit Hilfe der MALDI-TOF-MS ermittelten Mo-
lekulargewichte mit den Werten, die aus der Aminosäuresequenz berechnet
wurden geht hervor, dass die experimentell ermittelten Molekulargewichte
der [NiFe]-H2ase aus A. vinosum geringer sind. Die Unterschiede belaufen
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Tabelle 9.1: Molekulargewichte der [NiFe]-H2asen aus A. vinosum und D. vul-
garis MF. Die aufgeführten Werte, angegeben in Dalton, basieren auf Ergeb-
nissen der MALDI-TOF-MS (diese Arbeit und [79]) oder wurden mit Hilfe des
ProtParam Programms aus den Aminosäuresequenzen berechnet.

A. vinosum D. vulgarisMF
Protein- MALDI-TOF- MALDI-TOF-
einheit MS ProtParam MS ProtParam
Klein 29688±300 33343 28748±300 28762
Groÿ 62065±300 63593 59090±300 59128
Apoprotein 91889±300 96919 87838±300 87873

sich auf 3655±300 Da für die kleine UE, 1528±300 Da für die groÿe UE und
bei Betrachtung des Apoproteins auf 5030±300 Da. Da zur Berechnung
der Molekulargewichte mit Hilfe des ProtParam Programms (ExPAsy-
Homepage [99]) die aus der Gensequenz abgeleitete Aminosäuresequenz
verwendet wurde, sind keine posttranskriptionalen oder posttranslationa-
len Modi�kationen berücksichtigt worden (vgl. Kapitel 4.4). Daraus ergibt
sich die Di�erenz zwischen den experimentellen und berechneten Daten.

Bei der D. vulgaris MF H2ase sind die experimentellen und berech-
neten Werte praktisch identisch, da die verwendete Aminosäuresequenz
auf Ergebnissen der Kristallstrukturanalyse basiert [45, 100, 38]. Bei ver-
gleichender Betrachtung der experimentell ermittelten Molekulargewichte
der funktionellen H2asen beider Organismen bestätigt sich der Gröÿenun-
terschied, der bereits in der SDS-PAGE angedeutet wird und beträgt im
Falle des Apoproteins 4000±300 Da.

9.5 Zusammenfassung

Die im vorangegangenen Kapitel beschriebene Methode zur Gewinnung
der [NiFe]-H2ase aus dem photosynthetischen Bakterium A. vinosum wur-
de durch Scha�ung entsprechender technischer Gegebenheiten und neu
eingebrachter Änderungen derart optimiert, dass auf e�ziente Weise hoch-
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reines und kristallisationsfähiges Protein gewonnen werden konnte. Ins-
besondere die in Kapitel 9.4 dargestellten Ergebnisse der Reinheitsgrad-
bestimmung mittels SDS-PAGE und MALDI-TOF-Massenspektrometrie
dokumentieren den hohen Reinheitsgrad der Proteinproben, die mit dem
hier beschriebenen Isolierungs- und Reinigungsverfahren erhalten wurden.

Der in diesem Protokoll erstmals dargestellte, automatisierte und ge-
kühlte Zellaufbruch durch wiederholtes Waschen der Zellen mit Aceton in
einer Kombination aus Soxhlet-Extraktions- und Destillationsapparatur,
ermöglicht eine e�ziente Entfernung photosynthetischer Pigmente. Zu-
dem konnte die erforderliche Acetonmenge auf ein Zehntel der ursprüng-
lich eingesetzten Menge reduziert werden. Gleichzeitig ist die Isolierung
groÿer Mengen BChla möglich, welches sich für die weitere Verwendung
in biochemischen Untersuchungen eignet.

Um den säulenchromatographischen Reinigungsprozess zu optimieren,
wurde zunächst das bisherige Verfahren an die Arbeit mit einer FPLC-
Anlage angepasst und auf einen Maÿstab gebracht, der es ermöglicht, ca.
100mg reiner [NiFe]-H2ase aus 2 kg Zellmaterial zu erhalten. Im Reini-
gungsverfahren wurde das Säulenmaterial der zweiten Anion-Austausch-
Säule durch eine besser trennendere Matrix ersetzt und der gesamte Pro-
zess durch einen weiteren, abschlieÿenden Gel�ltrationsschritt ergänzt.
Dadurch ist die Qualität des isolierten Enzyms erhöht worden.

Die eindeutige Auswahl der bei der chromatographischen Auftrennung
des komplexen Proteingemisches erhaltenen H2asehaltigen Fraktionen ist
durch Anwendung des Verfahrens zur Ermittlung der spezi�schen Wasser-
sto�spaltungsaktivität des Enzyms möglich. Die in dieser Arbeit etablierte
Methode zur Aktivitätsbestimmung eignet sich zur schnellen, qualitativen
und reproduzierbaren Identi�kation einer groÿen Anzahl relevanter Ansät-
ze.
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10 Spektroskopische

Charakterisierung

Das folgende Kapitel stellt die eingehende spektroskopische Charakterisie-
rung der einzelnen Redoxzustände des auf die im vorangegangenen Kapitel
beschriebene Weise isolierten und gereinigten Enzyms dar. Sie erlaubt ei-
ne Aussage bezüglich der Proteinqualität und der Vergleichbarkeit der in
dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse mit bisher publizierten Resultaten.
Die Analyse der einzelnen Redoxzustände, welche die [NiFe]-Hydrogenase
aus A. vinosum einnehmen kann, erfolgte mit Hilfe FT-IR- und EPR-
spektroskopischer Methoden. Weisen die in diesem Kapitel dargestellten
Spektren Eigenschaften auf, die mit den aus anderen Publikationen be-
kannten Sachverhalten übereinstimmen, ist von qualitativ einwandfreiem,
uneingeschränkt verwendbarem Material auszugehen. Die Charakterisie-
rung beschränkt sich auf die im katalytischen Zyklus natürlich vorkom-
menden Redoxzustände (vgl. Abbildung 4.3). Diese sind bereits ausführ-
lich untersucht und bilden die Grundlage für den Vergleich mit den in die-
sem Kapitel aufgeführten Ergebnissen. Die Spektren der arti�ziellen Ni-L
bzw. Ni-CO Zustände werden deswegen nicht in dieser Arbeit dargestellt.

Um das isolierte Protein, die membrangebundene [NiFe]-H2ase des pho-
tosynthetischen Bakteriums detailliert zu untersuchen, werden die ver-
schiedenen Zustände durch entsprechende Probenvorbehandlung einge-
stellt und anschlieÿend spektroskopisch vermessen. FT-IR lässt indirekt
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über die Beobachtung der Schwingungsfrequenzverschiebungen der CN−-
und CO-Liganden des Eisenatoms im katalytischen Zentrum Rückschlüsse
auf Veränderungen der Elektronendichte in dessen Umgebung zu. Mittels
EPR ist vornehmlich der elektronische Zustand des Nickelatoms dieses
bimetallischen Zentrums zu verfolgen. Informationen beider Methoden er-
gänzen sich und führen zu einem Gesamtbild über die an dieser funktionel-
len Einheit statt�ndenden Prozesse bei der Umsetzung von Wassersto�.

Die Einstellung der jeweiligen Redoxzustände des Enzyms erfolgt bei
variierenden pH-Werten durch Reduktion mit molekularem Wassersto�
bei 45-50 ◦C oder durch zuerst erfolgende Reduktion und anschlieÿender
Rückoxidation unter de�nierten Bedingungen. Die genauen Protokolle zur
Herstellung der Proben sind Abschnitt 7.3.5 zu entnehmen. Die parama-
gnetischen Zustände Ni-A, Ni-B und Ni-C wurden sowohl FT-IR- als auch
EPR-spektroskopisch (X-Band) vermessen. Die FT-IR-Spektren aller Re-
doxzustände wurden mit Hilfe der im IFS 66 v/s-Spektrometer eingebau-
ten Transmissionszelle aufgenommen.

10.1 cw-EPR

Beim hier angewendeten cw-EPR Standardverfahren (cw=continuous wa-
ve) wurde die Absorption einer paramagnetischen Probe durch kontinuier-
liches Bestrahlen mit Mikrowellen einer festgelegten Frequenz als Funktion
eines Magnetfeldes gemessen. Das angelegte Magnetfeld wird zudem mit
einer bestimmten Frequenz und Amplitude sinusförmig moduliert.

Die hier dargestellten EPR-Spektren entsprechen der ersten Ableitung
des Absorptionssignals und werden als rhombisch bezeichnet, da sich die
drei gemessenen g-Tensor-Hauptwerte unterscheiden: gx /= gy /= gz. Die
gemessenen Signale sind auf die Absorption des paramagnetischen Nickel-
ions im aktiven Zentrum der [NiFe]-Hydrogenase zurückzuführen. Nickel
besitzt in den formalen Oxidationsstufen +I und +III ein ungepaartes
Elektron (Spin S=1

2
) im dx2−y2 bzw. dz2-Orbital, so dass es mit EPR-
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Techniken detektierbar ist. Redoxzustände mit Ni(II)-Kon�guration sind
nicht EPR-aktiv, da das Nickel im �low spin�-Zustand (Spin S=0) vor-
liegt. Das Eisen be�ndet sich in allen Redoxzuständen in Fe2+ �low spin�-
Kon�guration (Spin S=0) und bleibt diamagnetisch [101]. Es trägt somit
nicht zu den im EPR-Spektrum sichtbaren Signalen bei.

10.1.1 Ergebnisse

Der Redoxzustand Ni-A

Abbildung 10.1: X-Band EPR-Spektrum des paramagnetischen Redoxzustan-
des Ni-A (schwarzes Spektrum) und dessen Simulation (rotes Spektrum). Ex-
perimentelle Bedingungen: Temperatur 70K, Mikrowellenfrequenz 9,46GHz,
Mikrowellenstärke 2mW, Modulationsfrequenz 100KHz, Modulationsamplitu-
de 1mT. Es wurden 67 Spektren gemittelt. Die Proteinkonzentration beträgt
1mM. Blaue Markierungen: ∗=Verunreinigung durch unbekanntes, organisches
Radikal (≤ 5%) , x=Signal der [NiFe]-Hydrogenase im Ni-B Zustand (ca. 13%).

Abbildung 10.1 zeigt das charakteristische rhombische Signal der
[NiFe]-H2ase im Ni-A (Ni(III)) Zustand. Die aus der Simulation (rote
Linie) erhaltenen g-Tensor-Hauptwerte betragen: gx=2,32, gy=2,24 und
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gz=2,01. Ein geringer Anteil der Proteinprobe (ca. 13%) verblieb im Ni-B
Zustand und ist dem Signal bei gy=2,16 (Markierung durch blaues x) zu-
zuordnen. Das EPR-Spektrum weist weiterhin eine mit einem ∗ markierte
Verunreinigung von weniger als 5% auf, bei der es sich um ein unbekanntes,
organisches Radikal handelt. Das Signal dieser Spezies wird gröÿtenteils
durch das gz-Signal des Ni-A Zustandes überdeckt.

Der Redoxzustand Ni-B

In Abbildung 10.2 ist das experimentell ermittelte EPR-Spektrum
(schwarze Line) und dessen Simulation (rote Linie) der [NiFe]-Hydrogenase
des Redoxzustandes Ni-B (Ni(III)) gezeigt. Dieser Zustand zeichnet sich
dadurch aus, dass er innerhalb weniger Minuten durch Wassersto� redu-
ziert werden kann. Der Anteil von Protein im Ni-A Zustand (gy=2,24,
Markierung durch blaues x) beträgt ca. 10%. Die g-Tensor-Hauptwerte
der signi�kanten Ni-B Signale liegen bei: gx=2,33, gy=2,16 und gz=2,01.

Der Redoxzustand Ni-C

Das charakteristische Spektrum des Enzyms im Ni-C Zustand ist in Ab-
bildung 10.3 gezeigt. Es handelt sich um einen Zustand, der im Gegen-
satz zu Ni-A und Ni-B direkt am Katalysezyklus beteiligt ist. Die formale
Oxidationsstufe des Nickels bleibt in allen drei gezeigten Redoxzuständen
unverändert +III. Die korrespondierenden g-Tensor-Hauptwerte des Ni-C
Zustandes sind: gx=2,21, gy=2,15 und gz=2,01.

Tabelle 10.1 fasst die in dieser Arbeit ermittelten g-Tensor-Hauptwerte
für die membrangebundene [NiFe]-H2ase der paramagnetischen Redoxzu-
stände Ni-A, Ni-B und Ni-C des bimetallischen aktiven Zentrums zusam-
men. Die Ergebnisse stimmen mit den aus der Literatur bekannten Daten
überein [102, 17, 53, 39].
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Abbildung 10.2: X-Band EPR-Spektrum des paramagnetischen Redoxzustan-
des Ni-B (schwarze Linie) und dessen Simulation (rote Linie). Experimentel-
le Bedingungen: Temperatur 70K, Mikrowellenfrequenz 9,45GHz, Mikrowel-
lenstärke 2mW, Modulationsfrequenz 100KHz, Modulationsamplitude 0,6mT,
Proteinkonzentration 1mM. Die Anzahl der gemittelten Spektren beträgt 51.
Blaue Markierung: x=Signal der [NiFe]-Hydrogenase im Ni-A Zustand (ca.
10%).

10.1.2 Diskussion

Die im Ergebnisteil dargestellten EPR-Spektren der Zustände Ni-A, Ni-B
und Ni-C zeigen unter den gewählten, experimentellen Bedingungen die
zu erwartende charakteristische, rhombische Struktur. Vergleicht man die
Spektren miteinander ist zu erkennen, dass sich die Positionen der ermit-
telten gx- und gy-Signale in Abhängigkeit vom jeweiligen Redoxzustand
ändern, wohingegen der für gz bestimmte Wert in allen Spektren identisch
ist.

Bei Betrachtung der EPR-Spektren der nicht am katalytischen Zyklus
beteiligten Zustände Ni-A und Ni-B ist festzustellen, dass sich diese nur ge-
ringfügig unterscheiden. Die g-Tensor-Hauptwerte stimmen mit Ausnahme
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Abbildung 10.3: X-Band EPR-Spektrum des paramagnetischen Redoxzustan-
des Ni-C (schwarzes Spektrum) und dessen Simulation (rotes Spektrum). Expe-
rimentelle Bedingungen: Temperatur 40K, Mikrowellenfrequenz 9,45GHz, Mi-
krowellenstärke 20mW, Modulationsfrequenz 100KHz, Modulationsamplitude
1mT. Insgesamt wurden 16 Spektren aufgenommen und gemittelt. Die Prote-
inkonzentration beträgt 1mM.

von gy praktisch überein. Es ist davon auszugehen, dass die Geometrie und
die elektronische Struktur des Ni-Zentrums in beiden Zuständen sehr ähn-
lich ist, zudem die Oxidationsstufe des Nickels unverändert bleibt. Worin
der Unterschied dieser Zustände besteht, wird kontrovers diskutiert und
ist in verschiedenen Reviews ausführlich dargelegt [6, 36, 39, 40, 41, 42].

Eine Erklärung basiert auf der Natur des Brückenliganden zwischen
dem Ni- und dem Fe-Atom des aktiven Zentrums, der sich möglicherwei-
se unterscheidet. Für Ni-B ist ein Hydroxid-Anion nachgewiesen worden
[47, 48, 49]. Im Falle des Ni-A handelt es sich vermutlich um eine ähn-
liche, aber nicht identische Spezies. Kristallstrukturanalysen der [NiFe]-
Hydrogenase aus Desulfovibrio fructosovorans zeigen eine im Vergleich zu
Ni-B etwas längliche Form der Elektronendichte in diesem Bereich und
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Tabelle 10.1: Übersicht über die in dieser Arbeit ermittelten g-Tensor-
Hauptwerte der Redoxzustände des bimetallischen aktiven Zentrums der [NiFe]-
Hydrogenase aus A. vinosum.

Redoxzustand gx gy gz

Ni-A 2,32 2,24 2,01
Ni-B 2,33 2,16 2,01
Ni-C 2,21 2,15 2,01

schlagen ein OOH− vor [46]. Ein weiterer Erklärungsansatz berücksichtigt
die Veränderung der räumlichen Umgebung des bimetallischen Zentrums,
beispielsweise durch Protonierung oder Oxigenierung einer umliegenden
Aminosäure oder eine Konformationsänderung einer Seitenkette in na-
her Umgebung. Aus röntgenkristallographischen Analysen [22] und EPR-
Messungen [53] anderer [NiFe]- bzw. [NiFeSe]-Hydrogenasen geht hervor,
dass einer der terminalen Cysteinliganden (Cys533 in D. gigas Numme-
rierung) des Nickels während des katalytischen Zyklus protoniert wird.
Es wurde gezeigt, dass die konservierte Aminosäure Glutamat (Glu-25 in
D. fructosovorans bzw. Glu-18 in D. gigas Nummerierung) eine wichtige
Rolle beim Protonentransfer vom bzw. zum aktiven Zentrum spielt. Der
Ersatz dieser Aminosäure durch Aspartat (E25D Mutante) oder Glutamin
(E25Q Mutante) beeinträchtigt die katalytische Aktivität signi�kant [55].
Die Oxigenierung, also die Ausbildung einer S=O oder S-OH Bindung ei-
nes umliegenden Cysteins wird ebenfalls diskutiert. Die Positionsänderung
eines in beiden Zuständen gleichen Brückenliganden im aktiven Zentrum,
z. B. des OH−, könnte ebenfalls ein Grund für die genannten Unterschie-
de sein. Es wurde postuliert, dass im Ni-A Zustand die Sauersto�spezies
die Brückenposition zwischen dem Ni und dem Fe des aktiven Zentrums
einnimmt, wohingegen im Ni-B Zustand eine Bindung zum Ni in anderer
Konformation vorliegt [53]. Es bleiben weitere Messungen und Struktur-
analysen notwendig um die verschiedenen Interpretationen zu veri�zieren
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und um die tatsächliche Natur des Brückenliganden bzw. die Struktur des
Ni-A Zustandes zu bestimmen.

Der im Vergleich zu den inaktiven Zuständen Ni-A und Ni-B unter-
schiedliche Brückenligand, das Hydrid (H−), des aktiven Zustandes Ni-C
erklärt die deutliche Veränderung der ermittelten g-Tensor-Hauptwerte.
Die elektronische Struktur des Ni-C scheint sich deutlicher vom Ni-A als
vom Ni-B Zustand zu unterscheiden, denn im Vergleich von Ni-B mit
Ni-C verschiebt sich lediglich der gx-Wert, wohingegen gy und gz nahezu
unverändert bleiben. Im Vergleich mit dem Ni-A Zustand verändern sich
sowohl gx als auch gy signi�kant. Die durch die Aktivierung des Enzyms
verursachten Unterschiede in der elektronischen Struktur des aktiven Zen-
trums zwischen Ni-A und Ni-C sind bedeutender als die Veränderungen
beim Übergang von Ni-B über die EPR-inaktiven Intermediate Ni-SIr bzw.
Ni-SIa in den Ni-C Zustand. Es wurde gezeigt, dass das Protein im Ni-A
Zustand nicht direkt mit Wassersto� reagiert [43] und wahrscheinlich zu-
nächst eine Konformationsänderung statt�nden muss bevor es aktiviert
werden kann [53, 39]. Die im Ni-C Zustand nachgewiesene Interaktion
des Nickelatoms mit dem reduziert vorliegenden proximalen Fe-S Cluster,
welche bei Tieftemperaturen (≤ 20 K) zur Verbreiterung bzw. zu einer
Aufspaltung des Signals führt, erklärt die charakteristischen g-Werte des
Ni-C Zustandes [103, 104].

Die Kontaminationen der Spektren des Ni-A und Ni-B Zustandes durch
Signale des Proteins in anderen Zuständen belaufen sich auf 10-15% und
sind damit in einem tolerierbaren Gröÿenordnungsbereich. Sie entstehen
durch nicht vollständige Reduktion oder Oxidation des gesamten Mate-
rials während der Probenpräparation und sind kaum zu vermeiden. Die
Herkunft des im Ni-A Spektrum auftretenden Signals eines organischen
Radikals ist unbekannt. Da es nicht grundsätzlich in allen Spektren auf-
tritt, ist davon auszugehen, dass es sich nicht um einen systematischen
Fehler während der Isolierung und Reinigung des Proteins handelt. Eine
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mögliche Ursache könnten Verunreinigungen der Probengefäÿe oder inner-
halb des Spektrometers gewesen sein. Weiterhin ist nicht auszuschlieÿen,
dass während der Probenpräparation unter Inkubation mit Wassersto�gas
Radikale entstehen.

Worum es sich bei den zusätzlichen Signalen im Bereich zwischen den
g-Tensor Hauptwerten g=2,03 und g=2,12 handelt ist ungeklärt. Die Auf-
spaltung des Ni-C Signals, welches aufgrund der Wechselwirkungen mit
dem [4Fe− 4S]+ bei 4K auftritt, ist bei der eingestellten Messtemperatur
von 40K nicht zu erwarten. Nicht auszuschlieÿen sind kleine Beiträge der
gy bzw. gz Signale eines lichtinduzierten Ni-L Zustandes (Ni-L1=gx=2,26,
gy=2,12 und gz=2,05 bzw. Ni-L2=gx=2,28, gy=2,12 und gz=2,05), der
bereits bei Temperaturen unter 150K auftritt. Zudem könnte es sich um
degeneriertes Protein handeln, welches während der 60 minütigen Inku-
bation mit Wassersto�gas im 45-50 ◦C warmen Wasserbad entstanden ist.
Diese Signale treten in allen präparierten Ni-C Proben auf und bleiben
auch in Spektren mit einer hohen Anzahl gemittelter Scans bestehen. Ver-
gleichbare Signale sind bei Proben des Ni-C Standes mit Protein aus D.
vulgaris MF detektiert worden. Daher ist anzunehmen, dass es sich nicht
um Signale spezi�sch für die [NiFe]-H2ase aus A. vinosum handelt.

Da alle in dieser Arbeit dargestellten experimentellen EPR-Spektren
und deren Simulationen (siehe Tabelle 10.1) mit den bisher publizier-
ten Ergebnissen aus anderen Arbeiten mit der [NiFe]-H2ase aus A. vi-
nosum übereinstimmen (vgl. Review [39]), ist vom einwandfreien Zustand
des isolierten Proteins auszugehen. Die Anwendung der Protokolle zur
Herstellung von Proteinproben einzelner Redoxzustände für die EPR-
Spektroskopie (vgl. Kapitel 7.3.5) führte mit dem präparierten Material
ebenfalls zu reproduzierbaren Resultaten.
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10 Spektroskopische Charakterisierung

10.2 FT-IR

Alle bisher bekannten Redoxzustände, die im katalytischen Zyklus der Hy-
drogenase auftreten, sind mit FT-IR-spektroskopischen Methoden analy-
sierbar. Die charakteristischen Schwingungen der zweiatomigen Eisenli-
ganden, zwei CN−-Moleküle und ein CO-Molekül, liegen im Bereich zwi-
schen 1800-2100 cm−1. Die detektierten Schwingungsfrequenzänderungen
bzw. Wellenzahlverschiebungen im Spektrum sind insbesondere auf die
Änderungen der elektronischen Umgebung des Eisenatoms im bimetalli-
schen aktiven Zentrum zurückzuführen.

10.2.1 Ergebnisse und Diskussion

Die mit einem Sternchen gekennzeichneten Banden der im Folgenden dar-
gestellten FT-IR-Spektren (Abbildungen 10.4, 10.5 und 10.6) bezeichnen
die für die jeweiligen Redoxzustände charakteristischen Schwingungen des
CO- bzw. der beiden CN−-Liganden. Die nicht gekennzeichneten Banden
sind Schwingungen anderer Redoxzustände zuzuordnen. Die Au�ösung be-
trägt 1 cm−1. Tabelle 10.2 fasst die ermittelten IR-Schwingungsfrequenzen
aller in diesem Kapitel dargestellten Redoxzustände der [NiFe]-H2ase aus
A. vinosum zusammen. Die aufgelisteten Ergebnisse stimmen mit den bis-
her publizierten Daten überein [40].

Die inaktiven Zustände Ni-A und Ni-B

Abbildung 10.4 zeigt die FT-IR-Spektren der inaktiven Redoxzustände
Ni-A (schwarzes Spektrum) und Ni-B (blaues Spektrum). Diese sind durch
die signi�kante Absorption des CO-Liganden bei 1944 cm−1, und der bei-
den Banden der CN−-Moleküle bei 2081 und 2092 cm−1 (Ni-A) bzw. 1943,
2079 und 2090 cm−1 (Ni-B) gekennzeichnet. Die experimentell ermittelten
Schwingungsfrequenzen der Liganden des Fe-Atoms des aktiven Zentrums
stimmen im Rahmen der Au�ösung mit bisher publizierten Daten der Re-
doxzustände Ni-A und Ni-B dieses Organismus überein [40, 56, 105].
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Tabelle 10.2: Übersicht über die in dieser Arbeit ermittelten IR-
Schwingungsfrequenzen der Liganden des Eisenatoms (CO und CN−) im aktiven
Zentrum der jeweiligen Redoxzustände der [NiFe]-Hydrogenase aus A. vinosum.
Die Au�ösung beträgt 1 cm−1.

Redoxzustand ν̃(CO) ν̃(CN)
Ni-A 1944 2081, 2092
Ni-B 1943 2079, 2090
Ni-SIr 1911 2053, 2067
Ni-SIa 1931 2073, 2084
Ni-C 1948/1950 2073, 2084
Ni-RI 1936 2058, 2072
Ni-RII 1921 2048, 2063

Die Probe zur Aufnahme des Ni-A Spektrums lag beinahe vollstän-
dig (� 95%) im gewünschten Zustand vor. Lediglich kleine Schultern der
Bande des CO-Liganden bei 1951 cm−1 und 1936 cm−1 deuten auf geringe
Mengen Protein im Redoxzustand Ni-C bzw. Ni-R hin. Im Gegensatz zur
EPR, welche sich auf die paramagnetischen Zustände beschränkt, tragen
hier die Signale aller Redoxzustände zum Spektrum bei. Dadurch ist die
höhere Anzahl �sichtbarer� Kontaminationen zu erklären. Die im Vergleich
zu den scharfen Signalen im Ni-B Spektrum auftretende Verbreiterung der
CN−-Banden dieses Spektrums ist durch in kleinen Mengen vorliegendes
Protein im Ni-B Zustand zu erklären. Die eng beieinander liegenden Ab-
sorptionsmaxima beider Zustände führen zu dem E�ekt der Bandenver-
breiterung.

Das Ni-B Spektrum besitzt ebenfalls einen sehr hohen Reinheitsgrad.
Das Protein der angefertigten Probe liegt nahezu vollständig (� 95%) im
Ni-B Zustand vor. Die zusätzliche ν̃(CN) Bande bei 2099 cm−1 ist dem
Ni-SU Zustand zuzuordnen. Dieser Teil der Proteinprobe ist im Verlauf
der Probenpräparation nicht vollständig in den Ni-B Zustand zurück oxi-
diert und im Ni-SU Zustand verblieben. Das Auftreten geringer Mengen
im Reaktionszyklus benachbarter Redoxzustände ist bei der Probenher-
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10 Spektroskopische Charakterisierung

Abbildung 10.4: FT-IR-Spektren der inaktiven Redoxzustände Ni-A (schwar-
zes Spektrum) und Ni-B (blaues Spektrum). Die Au�ösung beträgt 1 cm−1,
die Messtemperatur liegt bei 30 ◦C, die Proteinkonzentration der Probe beträgt
800µM.

stellung nicht zu vermeiden [66] und auch bei der Verwendung alternativer
Methoden (z. B. elektrochemische IR-Messungen) zu beobachten [56, 51].

Beide Spektren der katalytisch inaktiven Zustände Ni-A und Ni-B un-
terscheiden sich in sehr geringem Maÿe. Die Absorptionsbanden der Ei-
senliganden sind im Ni-B Zustand im Vergleich zu Ni-A konsistent um
1-2 cm−1 zu niedrigeren Wellenzahlen verschoben. Dies bedeutet, dass die
Umgebung des Eisenatoms im aktiven Zentrum der beiden redoxinaktiven
Zustände, aufgrund der detektierten geringfügigen Schwingungsänderun-
gen der Liganden, nur minimal variiert. Eine Aussage in Bezug auf die
tatsächliche Natur des Brückenliganden, der in beiden Zuständen verschie-
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10.2 FT-IR

denartig sein kann, ist aufgrund dieser Ergebnisse jedoch nicht möglich.
Die Unterschiede zwischen Ni-A und Ni-B können alternativ dazu auch
durch verschiedene Positionen des gleichen Brückenliganden im aktiven
Zentrum oder eine Änderung der Proteinumgebung, z. B. Protonierung
oder Konformationsänderung umliegender Aminosäuren, begründet wer-
den [39]. EPR-spektroskopische Untersuchungen und DFT-Rechnungen
haben ergeben, dass es sich beim Brückenliganden des Ni-B Zustandes um
ein Hydroxid-Anion (OH−) handelt [47, 48, 49]. Da das Nickelatom des ak-
tiven Zentrums sowohl im Ni-A als auch im Ni-B Zustand die gleiche Oxi-
dationsstufe (+III) besitzt und sich die FT-IR- sowie die EPR-Spektren
nur geringfügig unterscheiden, ist eine Sauersto�spezies als Brückenligand
für Ni-A wahrscheinlich [44, 45]. Aufgrund der aus Kristallstrukturana-
lysen der [NiFe]-Hydrogenase aus Desulfovibrio fructosovorans erhaltenen
Ergebnisse wurde ein OOH− als möglicher Brückenligand postuliert [46].

Die Ni-SI-Redoxzustände

Bei den in Abbildung 10.5 dargestellten Spektren handelt es sich um Si-
gnale des ersten redoxaktiven, noch oxidierten Zustandes Ni-SIa, der direkt
am Wassersto�spaltungsprozess beteiligt ist und um Signale des Redox-
zustandes Ni-SIr. Die beiden Subformen Ni-SIr (schwarzes Spektrum) und
Ni-SIa (blaues Spektrum) liegen in einem Säure-Base-Gleichgewicht vor
(pKa ≈ 8). Sie unterscheiden sich signi�kant in der Lage ihrer Absorpti-
onsbanden. Die charakteristischen Banden des Ni-SIr Zustandes liegen bei
1911, 2053 und 2067 cm−1 (pH9,0), die Banden des Ni-SIa Zustandes bei
1931, 2073 und 2084 cm−1 (pH6,0).

Die Spektren weisen neben den dominierenden Banden des jeweili-
gen Zustandes, Signale des entsprechend anderen Ni-SI Zustandes auf.
Das schwarze Ni-SIr Spektrum zeigt Banden bei 1932 und 2083 cm−1

(Ni-SIa Zustand), das blaue Ni-SIa Spektrum beinhaltet eine zusätzliche
CO-Bande bei 1911 cm−1 (Ni-SIr Zustand). Weiterhin treten in beiden
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10 Spektroskopische Charakterisierung

Abbildung 10.5: FT-IR-Spektren der Redoxzustände Ni-SIr (pH 9,0) und
Ni-SIa (pH 6,0). Die Au�ösung beträgt 1 cm−1, die Messtemperatur 30 ◦C und
die Proteinkonzentration 800µM.

Spektren Banden des Ni-C Zustandes auf welche abhänging vom pH-Wert
der Probe, um zwei Wellenzahlen verschieben und jeweils bei 1948 cm−1

(pH9,0, Ni-SIr Spektrum) bzw. 1950 cm−1 (pH6,0, Ni-SIa Spektrum) lie-
gen [56]. Diese Änderungen sind mit dem elektronischen Zustand des pro-
ximalen Eisen-Schwefelclusters gekoppelt. EPR-Messungen belegen Spin-
Spin-Wechselwirkungen zwischen dem Nickelatom des aktiven Zentrums
und dem Cluster im reduzierten Zustand [103, 104]. Bei pH 9,0 liegen alle
Fe-S Cluster im reduzierten Zustand vor [61], bei pH 6,0 ist der proximale
Cluster oxidiert [106]. Die Elektronen werden im Laufe des katalytischen
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10.2 FT-IR

Zyklus aufgenommen, bzw. abgegeben und über die Eisen-Schwefelcluster
transportiert.

Der Ni-SIa Zustand (blaues Spektrum) liegt zu ca. 85% vor. Der Anteil
des Ni-SIr Zustandes in der Probe, die dem schwarzen Spektrum zugrunde
liegt, beträgt etwa 60%. Bei der Probenpräparation zur Einstellung des
Ni-SIr Zustandes war zu beobachten, dass etwa die Hälfte des Proteins bei
der Überführung in Pu�er mit dem pH-Wert 9,0 aus�elen. Diese Instabi-
lität bei hohen pH-Werten führt zu der Annahme, dass sich das Protein
bevorzugt im Ni-SIa Zustand be�ndet und der Übergang in den Ni-SIr

Zustand unter diesen Bedingungen dagegen nicht bevorzugt wird. Zudem
ist nicht auszuschlieÿen, dass das Protein unabhängig vom Zustand bei
hohen pH-Werten instabil wird. Daher sind die Signale anderer Zustän-
de im Ni-SIr Spektrum im Vergleich zum Spektrum des Ni-SIa Zustandes
gröÿer.

Die unterschiedlichen Bandenlagen der beiden Redoxzustände sind auf
den jeweiligen Protonierungszustand des Enzyms zurückzuführen. Bei ho-
hen pH-Werten besitzt das Enzym im Ni-SIr Zustand wahrscheinlich ein
Hydroxid-Anion als Brückenligand zwischen dem Nickel- und dem Eisen-
atom des aktiven Zentrums, welcher, durch Aufnahme eines weiteren Pro-
tons, zu einem Wassermolekül protoniert wird. Dieses Wasser ist nicht
länger an das aktive Zentrum gebunden und die Bindestelle des Brücken-
liganden wird frei. Dadurch ergeben sich die strukturellen Unterschiede,
die sich in den deutlich unterschiedlichen Spektren widerspiegeln. Im näch-
sten Schritt des Reaktionszyklusses wird die frei gewordene Bindestelle des
Brückenliganden formal mit einem Hydrid-Anion (H−) neu besetzt und der
Ni-C Zustand entsteht [53].

Die reduzierten Zustände Ni-C und Ni-R

Die Spektren des Ni-C (schwarzes Spektrum) bzw. Ni-R Zustandes (blau-
es Spektrum) sind in Abbildung 10.6 dargestellt. Der Ni-C Zustand ist
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10 Spektroskopische Charakterisierung

durch die Schwingungsfrequenzen des CO-Liganden bei 1950 cm−1 (pH-
Wert 6,5, proximaler Fe-S Cluster oxidiert, vgl. dazu Abschnitt 10.2.1)
und die beiden CN−-Banden bei 2073 bzw. 2084 cm−1 gekennzeichnet [56].
Das Protein liegt zu mehr als 95% im gewünschten Zustand vor.

Abbildung 10.6: FT-IR-Spektren der Redoxzustände Ni-C (pH6,5) und Ni-R
(pH8,0) wobei die Subzustände Ni-RI (blaue ∗ Markierung) bzw. Ni-RII (rote
∗ Markierung) zu unterscheiden sind. Die Au�ösung betrug 1 cm−1, die Prote-
inkonzentration 800µM und die Messtemperatur 30 ◦C.

Durch die formale Neubesetzung der Liganden-Bindestelle im aktiven
Zentrum des Ni-C Zustandes mit einem Hydrid-Anion ergibt sich die im
Vergleich zum Ni-SIa Zustand deutliche Verschiebung der Schwingungs-
frequenz des CO-Liganden um 19 Wellenzahlen von 1931 zu 1950 cm−1.
Die dadurch verursachten strukturellen Änderungen im aktiven Zentrum
beein�ussen die Cyanid-Liganden des Eisens nicht. Ihre Bandenlagen blei-
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ben im Rahmen der Au�ösung unverändert. Aus anderen Arbeiten ist
bekannt, dass elektronische Änderungen am Eisen des aktiven Zentrums
gröÿere Auswirkungen auf die Schwingungsfrequenz des CO-Liganden als
auf die CN−-Liganden haben [107]. Zusätzlich bewirken spezi�sche Wech-
selwirkungen mit Molekülen in unmittelbarer Umgebung des CO-Liganden
Änderungen der CO-Schwingungsfrequenzen, beispielsweise aufgrund von
van der Waals-Wechselwirkungen. Die deutliche Verschiebung der Schwin-
gungsfrequenzen zu niedrigeren Wellenzahlen beim Übergang von Ni-B zu
Ni-SIr (1943 → 1911 cm−1) bzw. die entgegengesetzte Verschiebung beim
Übergang von Ni-SIa zu Ni-C (1931→ 1950 cm−1) wurde durch eine Erhö-
hung bzw. Verringerung der Elektronendichte am Eisenatom erklärt [51].
Diese Veränderung beein�usst die Metall-CO-Bindung und bewirkt die
dadurch bedingten Frequenzverschiebungen.

Durch weitere Reduktion des Ni-C Zustandes entsteht der Ni-R Zu-
stand. Bei einem pH-Wert von 8,0 liegen die beiden Subzustände Ni-RI

(1936, 2058 und 2072 cm−1, blaue ∗ Markierung) und Ni-RII (1921 und
2063 cm−1, rote ∗ Markierung) im Verhältnis 2:1 vor, wie das gezeigte
Spektrum verdeutlicht. Signale des dritten Ni-R Zustands (Ni-RIII) sind,
in Übereinstimmung mit den von Bleijlevens et al. im Jahre 2002 ver-
ö�entlichten Ergebnissen [66], in diesem Spektrum nicht sichtbar. Diese
Zustände treten abhänging vom Protonierungszustand des aktiven Zen-
trums, also pH-Wert gebunden auf: Ni-RI - niedriger pH-Wert (pH6,0),
Ni-RII - mittlerer pH-Wert (pH8,0), Ni-RIII - nur bei pH 9,4 detektiert. Die
CO-Bande bei 1948 cm−1 und das Signal des CN-Liganden bei 2084 cm−1

sind auf Protein im Ni-C Zustand in Kombination mit dem gleichzeitig
reduziert vorliegenden proximalen Fe-S Cluster (vgl. Abschnitt 10.2.1) zu-
rückzuführen [56].

Da das Protein beim Befüllen der Transmissionszelle bereits vom Ni-R
in den Ni-C Zustand zurückoxidiert, obwohl unter anaerober Atmosphäre
(Anaerob-Zelt) gearbeitet und das Spektrometer mit Sticksto�gas statt
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Trockenluft ge�utet wird, ist der Anteil des Proteins im Ni-C Zustand zu
Beginn der Messung bereits sehr hoch. Vermutlich ist das Protein, wenn
die Inkubation mit Wassersto� beendet und das Reaktionsgefäÿ vom Gas-
verteilungssystem genommen wurde, sehr leicht durch Spuren von Sauer-
sto� oxidierbar.

Bei dem Versuch, den Zustand Ni-RII bei hohen pH-Werten (pH9,0)
anzureichern, ist, wie bereits unter Abschnitt 10.2.1 beschrieben, während
der Probenpräparation eine groÿe Menge Protein (� 50%) ausgefallen.
Dadurch wird die Annahme unterstützt, dass das Protein unabhängig vom
Redoxzustand bei hohen pH-Werten grundsätzlich destabilisiert wird. Die-
ser Materialverlust führte zu einer Verringerung der Signalgröÿe und damit
zu einer signi�kanten Verschlechterung des Signal-Rausch-Verhältnisses,
so dass die Banden kaum zu detektieren waren. Da das Protein bereits bei
pH 8,0 hauptsächlich im Ni-RI Zustand vorlag, wurde auf die Anfertigung
von Proben bei niedrigeren pH-Werten verzichtet.

Die Änderung der Oxidationsstufe des Nickelatoms im aktiven Zen-
trum von +III zu +II und die Aufnahme eines weiteren Protons beim
Übergang vom Ni-C in den Ni-R Zustand führen zu den strukturellen Un-
terschieden des aktiven Zentrums und dessen Umgebung und damit zu den
Verschiebungen der CO- bzw. CN−-Schwingungsfrequenzen die in den IR-
Spektren der jeweiligen Zustände zu sehen sind. Bei dem Brückenliganden
im Ni-R Zustand handelt es sich vermutlich ebenfalls, wie bereits für Ni-C
gezeigt, um ein Hydrid [61], jedoch fehlen bisher direkte spektroskopische
Beweise.

Die in diesem Kapitel dargestellten FT-IR-Spektren weisen alle charak-
teristischen Schwingungsfrequenzen der CO- bzw. CN−-Liganden des Ei-
senatoms des aktiven Zentrums der [NiFe]-Hydrogenase des jeweiligen Re-
doxzustandes auf und bestätigen damit, ergänzend zu den Ergebnissen der
cw-EPR Messungen (siehe Abschnitt 10.1), die hohe Qualität des Enzyms.
Da sich mit diesem Material die bekannten Protokolle zur Probenherstel-
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lung (siehe Kapitel 7.3.5) reproduzieren lassen und die erhaltenen Werte
mit den aus anderen Verö�entlichungen bekannten IR-spektroskopischen
Daten übereinstimmen, konnte eindeutig die Funktionalität des isolierten
Proteins festgestellt werden.

10.3 Zusammenfassung

Mit den in diesem Kapitel aufgeführten Ergebnissen der EPR- und FT-IR-
spektroskopischen Charakterisierung konnte gezeigt werden, dass das auf
die in Kapitel 9 beschriebene Art isolierte und gereinigte Enzym den Er-
wartungen bezüglich seiner Funktionalität und der Reproduzierbarkeit bis-
heriger Ergebnisse entspricht. Die experimentellen Daten weisen alle Ei-
genschaften auf, die aufgrund der jeweiligen Probenvorbereitung zur Ein-
stellung einzelner Redoxzustände vorausgesetzt und bereits publiziert wur-
den. Die aus den EPR-Spektren erhaltenen g-Tensor-Hauptwerte und die
anhand der FT-IR-Spektren ermittelten Schwingungsfrequenzen stimmen
mit den aus der Literatur bekannten Daten überein. Die EPR-Spektren
weisen die charakteristische rhombische Struktur auf, die auf die Absorp-
tion des Nickelions (Ni(III) mit Spin S=1

2
) aktiven Zentrum zurückzu-

führen ist, dessen ungepaartes Elektron sich im dz2-Orbital be�ndet. Die
typischen IR-Bandenlagen der CO- bzw. CN−-Liganden des Eisens liegen,
vom jeweiligen Redoxzustand abhängig, zwischen 1800 und 2100 cm−1.

Die Ergebnisse bestätigen die Anwendbarkeit der in dieser Arbeit wei-
terentwickelten Proteinreinigungsmethode. Das Protein kann für anders
motivierte spektroskopische Untersuchungen oder alternative Methoden
verwendet werden. Damit ist die weiterführende Analyse des katalytischen
Mechanismus der Wassersto�umsetzung eines bakteriellen, photosynthe-
tischen Organismus möglich, welche die Ergebnisse aus Arbeiten mit an-
deren Standardhydrogenasen ergänzen.
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Analyse

Die Zahl der in der Proteindatenbank (PDB: http://www.rcsb.org/pdb)
[108] verö�entlichten Datensätze hat seit Beginn der 90er Jahre expo-
nentiell zugenommen und beinhaltet im Augenblick insgesamt über 48000
Strukturen biologischer Makromoleküle. Dabei handelt es sich bei ca. 80%
um röntgenkristallographisch ermittelte Proteinstrukturen. Die alterna-
tiv verwendeten Methoden NMR (Nuclear Magnetic Resonance) und EM
(Elektronenmikroskopie) zur Strukturaufklärung von Proteinen tragen mit
jeweils etwa 13% bzw. � 0,5% zur Gesamtzahl bekannter Proteinstruk-
turen bei. Wie diese Werte verdeutlichen, ist die Röntgenstrukturanalyse
von Proteinkristallen die am häu�gsten angewandte Methode. Unbeding-
te Voraussetzung hierfür ist das Vorhandensein von Proteinkristallen, je-
doch lassen sich nicht alle Proteine kristallisieren. Weiterhin eignen sich
nicht alle gewonnenen Kristalle zur Aufnahme auswertbarer Di�raktions-
muster im Beugungsexperiment. Die hochaufgelöste, molekulare Kristall-
struktur, welche idealerweise das Ergebnis einer röntgenkristallographi-
schen Analyse darstellt, bildet die Grundlage für die Interpretation von
Ergebnissen funktioneller Charakterisierungen, beispielsweise aus spektro-
skopischen Messungen (EPR, FT-IR) oder elektrochemischen Experimen-
ten.

Bereits 1987 wurde über die Gewinnung von Kristallen der [NiFe]-
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Tabelle 11.1: Kristallstrukturen von Hydrogenasen unterschiedlicher Herkunft
in antichronologischer Reihenfolge. Das Verö�entlichungsjahr, die Au�ösung (in
Angström), der Name des jeweiligen Organismus und der Redoxzustand des
Proteins sind aufgeführt. Ist kein Redoxzustand angegeben, be�ndet sich das
Protein im unbehandelten �wie isolierten� Zustand.

Klasse Organismus Referenz PDB Au�ösung [Å] Jahr
NiFe D. vulgaris, Unready [45] 1WUI 1,0 2005
NiFe D. vulgaris, Ready [45] 1WUJ 1,4 2005
NiFe D. fructosovorans, [46] 1YRQ 2,1 2005

Ready
NiFe D. fructosovorans, [46] 1YQW 1,8 2005

Unready
NiFe D. vulgaris, [111] 1UBH 1,35 2002

CO-Komplex
NiFe D. desulfuricans [112] 1E3D 1,8 2001
FeFe D. desulfuricans [113] 1HFE 1,6 1999
NiFeSe D. baculatum, Active [22] 1CC1 2,2 1999
NiFe D. vulgaris, Active [100] 1H2R 1,4 1999
FeFe C. pasteurianum [25] 1FEH 1,8 1998
NiFe D. vulgaris, Ready [38] 1H2A 1,8 1997
NiFe D. gigas, Unready [62] 2FRV 2,5 1996
NiFe D. gigas, Unready [110] 1FRV 2,8 1995

Hydrogenase aus D. vulgaris MF berichtet [109]. Allerdings konnte erst
1995 die erste röntgenkristallographisch ermittelte Struktur der [NiFe]-
Hydrogenase aus D. gigas von Volbeda et al. publiziert werden [110].
Anhand dieser Struktur mit einer Au�ösung von 2,80Å konnten erste
Informationen über die Zusammensetzung des aktiven Zentrums erhal-
ten werden, die den in Kapitel 4 beschriebenen strukturellen Aufbau von
[NiFe]-Hydrogenasen begründen.

Tabelle 11.1 listet eine Auswahl weiterer bekannter Kristallstrukturen
mit Au�ösungen bis zu 1,0Å von Hydrogenasen aus verschiedenen Or-
ganismen auf. Alle bisher verö�entlichten Strukturen von [NiFe]-H2asen
sind bakteriellen Ursprungs und wurden ausschlieÿlich aus Sulfatreduzie-
rern der Gattung Desulfovibrio isoliert. Eine Kristallstruktur von einer
aus einem photosynthetischen Organismus isolierten Hydrogenase, insbe-
sondere aus Bakterien der Gattung Allochromatium, ist bisher nicht be-
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kannt. Aus dem Vergleich von Hydrogenasen aus Organismen, die deut-
liche Unterschiede bezüglich ihres Energiemetabolismus aufweisen, lassen
sich Erkenntnisse einerseits über organismusunabhängige, generelle oder
auch sehr spezi�sche Eigenschaften des Proteins ableiten.

Neben der in dieser Arbeit verwendeten [NiFe]-H2ase aus A. vinosum
sind Hydrogenasen eines anderen photosynthetischen Organismus, dem
Schwefel-Purpurbakterium Thiocapsa roseopersicina, bekannt [70]. Bisher
sind insgesamt 5 verschiedene Hydrogenasen, davon zwei membrangebun-
dene, eine sensorische, und zwei cytoplasmatische H2asen, identi�ziert wor-
den, welche vornehmlich auf molekularbiologischer Ebene untersucht wor-
den sind. Deren Analyse hat Erkenntnisse hinsichtlich der komplexen ge-
netischen Kodierung, Maturierung und Regulation der Biosynthese von
H2asen geliefert.

Die Gewinnung von Proteinkristallen, die Ergebnisse der röntgenkri-
stallographischen Analyse dieser Kristalle und die Erstellung des ersten,
bisher vorläu�gen Molekülmodells der membrangebundenen [NiFe]-H2ase
aus A. vinosum werden im folgenden Kapitel dieser Arbeit beschrieben.
Die aus einer vollständigen Röntgenstrukturanalyse gewonnen Erkenntnis-
se, bzw. ein hochaufgelöstes Molekülmodell stellen eine wesentliche Ergän-
zung der spektroskopischen funktionellen Charakterisierung des Proteins
auf struktureller Ebene dar.

11.1 Kristallisation

11.1.1 Ergebnisse

Gewinnung erster Kristalle

Wie bereits erwähnt, ist die Existenz geeigneter Kristalle eine Grundbe-
dingung für die Anwendung der röntgenkristallographischen Analyse. Das
Verfahren zu deren Gewinnung ist der am wenigsten verstandene Schritt
dieser Methode. Ein wichtiger Faktor, der zum Gelingen der Kristallisati-

135
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on eines Proteins beiträgt ist die Qualität des eingesetzten Ausgangsma-
terials. Aufgrund dessen wurde die in Kapitel 9 dieser Arbeit beschrie-
bene Isolierungs- und Reinigungsmethode dahingehend optimiert, eine
sehr reine Proteinprobe zu erhalten. Der hohe Reinheitsgrad des Enzyms
wurde mit Hilfe von SDS-PAGE bzw. MALDI-TOF-Massenspektrometrie
(vgl. Abschnitt 9.4.2) nachgewiesen, die Ergebnisse der EPR- und FT-IR-
spektroskopischen Charakterisierung bestätigten dessen Funktionalität.

Um die generellen Kristallisationsbedingungen zu ermitteln, wurden
für ein erstes Screening zunächst verschiedene kommerziell erhältliche Kri-
stallisationslösungen verwendet, die in Kapitel 7.1 aufgelistet sind. Für
diese Ansätze im sitzenden Tropfen wurde je 1µL Proteinlösung mit 1µL
Reservoirlösung vermischt und auf die höher gelegene Plattform mit Ver-
tiefung des in Kapitel 6.1 beschriebenen �crystal strip� pipettiert. Das Ge-
samtvolumen der Reservoirlösung betrug 100µL. Insgesamt wurden 360
verschiedene Ansätze mit kleinen Volumina getestet von denen einer in ei-
nem Zeitraum von ca. zwei Wochen zum Wachstum erster Proteinkristalle
führte. Eine Übersicht der gewonnen Kristalle zeigt Abbildung 11.1. Ein
Tropfen enthält eine Vielzahl dreieckiger und quadratischer dünner Plätt-
chen, die teilweise fächerartig zusammengelagert sind. Bei den Parametern
der Kristallisationslösung handelt es sich um: 1M Natriumcitrat, 100mM
Imidazol und pH-Wert 8,0. Die Kristalle wuchsen im Kühlbrutschrank bei
einer Temperatur von 4 ◦C. Die Konzentration der Proteinlösung betrug
40mg/mL. Neben Ammoniumsulfat wird Natriumcitrat häu�g als Fäl-
lungsmittel in der Dampfdi�usionsmethode verwendet, welches zu einer
langsamen Übersättigung im Tropfen führt und das Kristallwachstum be-
günstigt. Imidazol ist eine basisch reagierende organische Verbindung, wel-
che die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Proteinmolekü-
len der Lösung beein�usst und zur Ausbildung von Kristallen beitragen
kann.
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Abbildung 11.1: Fotogra�e eines Ansatzes, welcher die ersten gewonnen Pro-
teinkristalle enthält. Es handelt sich um dünne Plättchen, die teilweise dicht
beieinander liegen. Sie wachsen in dreieckiger oder rechteckiger Form. Bedin-
gungen: Proteinkonzentration: 40mg/mL, Inkubationstemperatur: 4 ◦C, Reser-
voirlösung: 1M Natriumcitrat, 100mM Imidazol, pH-Wert 8,0.

Erste Optimierungsansätze

Nachdem die grundsätzlich bestehende Kristallisationsfähigkeit der [NiFe]-
H2ase aus A. vinosum festgestellt werden konnte, wurden in einem an-
schlieÿenden Verfeinerungsprozess die Parameter geringfügig abgeändert,
um das Kristallwachstum zu optimieren. Es wurde untersucht, ob eine Va-
riation der Parameter zu Kristallen anderer Form und Gröÿe führt oder
deren Anzahl verringert werden kann. Anders als bei Kristallen kleiner Mo-
leküle sind Proteinkristalle sehr emp�ndlich und zerbrechen leicht. Dies ist
auf die geringe Packungsdichte und den hohen Lösungsmittelanteil, wel-
cher ca. 40-60% des Kristallvolumens ausmacht, zurückzuführen. Deswe-
gen ist es von Vorteil die Kristalle einzeln in Lösung vorliegen zu haben.

Dazu wurden die Parameter pH-Wert (pH7,5; 8,5) und Natriumcitrat-
konzentration (0,6; 0,8; 1; 1,2; 1,4; 1,6M) in kleinen Ansätzen im sit-
zenden Tropfen bei gleicher Imidazolkonzentration (100 mM) variiert. Die
Proteinkonzentration betrug unverändert 40mg/mL und die Brutschrank-
temperatur 4 ◦C. Auÿerdem wurden weitere Versuche mit Kombinatio-
nen aus verschiedenen Natriumcitrat- (1,0; 1,1; 1,2M), Imidazol- (100,
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110mM) und Glycerolkonzentrationen (0, 5, 10%) bei ansonsten gleichen
Bedingungen (4 ◦C Temperatur, 40mg/mL Proteinkonzentration, pH-
Wert 8,0) angesetzt. Weiterhin wurden identische Ansätze (1M Natriumci-
trat, 100mM Imidazol, pH-Wert 8,0, Proteinkonzentration 40mg/mL) al-
lerdings mit gröÿeren Volumina (10µL Tropfen und 1mL Reservoirlösung)
bei unterschiedlichen Temperaturen (4 und 10 ◦C) gelagert. Zudem wur-
de das sogenannte �Seeding�-Verfahren angewendet. Dazu wurden 10µL
groÿe Proteintropfen mit einem aus früheren Ansätzen gewonnen Kristall
versetzt. Dieser Kristall diente bei dieser Methode als Keim, an dem sich
weitere Proteinmoleküle hätten anlagern können.

Bei der Mehrzahl der oben beschriebenen Ansätze war kein Kristall-
wachstum festzustellen. Teilweise bildeten sich Kristalle, die jedoch auf-
grund ihrer geringen Gröÿe nicht zu verwenden waren. Einige Tropfen
zeigten unterschiedliche Phasen, die durch die rot-braune Färbung der
[NiFe]-H2ase leicht auszumachen waren. Andere Ansätze waren homogen
und klar, d. h. das Protein blieb gelöst.

Weitere Optimierungsansätze

Neue Versuche zur Kristallisation der [NiFe]-Hydrogenase im sitzenden
Tropfen führten in einigen Ansätzen zur Ausbildung einer groÿen Anzahl
kleiner, dicht beieinander liegender Kristalle, die in Abbildung 11.2 dar-
gestellt sind. Bei diesen Ansätzen war die Proteinkonzentration im Ver-
gleich zu den vorherigen Ansätzen erhöht und lag bei 50mg/mL. Die Art
der Reservoirlösung blieb unverändert (1M Natriumcitrat, 100mM Imi-
dazol, pH-Wert 8,0), die Volumina betrugen 10µL (Tropfen) bzw. 500µL
(Reservoirlösung), die Inkubationstemperatur lag bei 4 ◦C.

Wie die Ergebnisse zeigen, konnte in diesem Fall die Kristallisation
der Hydrogenase unter den beschriebenen Bedingungen reproduziert wer-
den. Ansätze im hängenden Tropfen unter identischen Bedingungen lie-
ferten ebenfalls Kristalle, lediglich die Gesamtzahl war etwas reduziert.
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Abbildung 11.2: Kristallisationsansätze mit erhöhter Proteinkonzentration.
Bedingungen: Proteinkonzentration: 50mg/mL, Inkubationstemperatur: 4 ◦C,
Reservoirlösung: 1M Natriumcitrat, 100mM Imidazol, pH-Wert 8,0.

Erste Kristalle wurden bei beiden Verfahren bereits nach 14 Tagen sicht-
bar. Parallele Ansätze, deren Proteinkonzentration 20mg/mL betrug oder
die Reservoirlösung bei gleicher Natriumcitrat- und Imidazolkonzentrati-
on und unverändertem pH-Wert zusätzlich 10% Glycerol enthielt, blieben
erfolglos.

Abbildung 11.3 zeigt einen einzelnen Kristall, der sich, neben ande-
ren Kristallen im gleichen Ansatz, unter folgenden Bedingungen in einem
Zeitraum von zwei Wochen ausbildete: 40mg/mL Proteinkonzentration,
4 ◦C Inkubationstemperatur, Reservoirlösung: 1 M Natriumcitrat, 100mM
Imidazol, pH-Wert 8,0. Zur Herstellung des sitzenden Tropfens wurden
10µL Proteinlösung mit 10µL Reservoirlösung gemischt und über insge-
samt 1mL Reservoirlösung platziert.

Die Anzahl der ausgebildeten Kristalle war, im Vergleich zu den eben-
falls in diesem Abschnitt beschriebenen Ansätzen, geringer und der Kri-
stall leicht zu separieren. Die Kantenlänge des dargestellten Plättchens
betrug ca. 0,2-0,25mm bei einer Schichtdicke von ca. 0,01mm. Spätere
Ansätze mit einer Proteinkonzentration von 30mg/mL unter sonst glei-
chen Bedingungen führten zu einer weiteren Reduktion der Gesamtzahl
gewachsener Kristalle, die sich in Form und Gröÿe nicht von den vorheri-
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gen unterschieden. Einzelne, gleichmäÿige Kristalle dieser Ansätze wurden
für die in Kapitel 11.2 beschriebenen Beugungsexperimente ausgewählt.

Abbildung 11.3: Ein einzelner Kristall der membrangebundenen [NiFe]-
Hydrogenase aus A. vinosum mit einer Kantenlänge von 0,2-0,25mm und einer
Schichtdicke von 0,01mm. Proteinkonzentration: 40mg/mL, Inkubationstempe-
ratur: 4 ◦C, Reservoirlösung: 1M Natriumcitrat, 100mM Imidazol, pH-Wert 8,0.
Die zusätzliche kleine Abbildung zeigt den Kristall in Seitenansicht.

Abgeleitete Kristallisationsparameter

Aus den in den vorherigen Abschnitten beschriebenen Ergebnissen lassen
sich die Bedingungen, unter denen die [NiFe]-Hydrogenase aus A. vinosum
reproduzierbar kristallisiert, auf folgende Parameter eingrenzen:
• Zusammensetzung der Kristallisationslösung: 1M Natriumcitrat,
100mM Imidazol, pH-Wert 8,0.

• Proteinkonzentration: 30mg/mL, wobei die Gesamtzahl der gewach-
senen Kristalle bei geringeren Proteinkonzentrationen reduziert ist.

• Temperatur während der Inkubationszeit: 4 ◦C.

• Inkubationszeit, bis erste Kristalle sichtbar werden: Mindestens zwei
Wochen.

Es hat sich gezeigt, dass die Vermeidung von Temperaturschwankun-
gen und Erschütterungen während der Wachstumszeit die Ausbildung der
Kristalle positiv beein�usst. Es sind keine Unterschiede zwischen den Va-
rianten der Kristallisation mit der Dampfdi�usionsmethode im hängenden
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oder sitzenden Tropfen festzustellen. Die Kontrolle älterer Ansätze zeigt,
dass nach einer Inkubationszeit von ca. 3 Monaten unter konstanten Be-
dingungen die Schichtdicke der Plättchen zugenommen hat.

11.1.2 Diskussion

Da die Kristallisationsbedingungen eines Proteins nicht vorhergesagt wer-
den können und individuell ermittelt werden müssen, kann die Gewinnung
von Kristallen der zeitaufwendigste Schritt in der Röntgenstrukturanalyse
sein. Die Parameter, unter denen es zur Kristallisation der membrange-
bundenen [NiFe]-Hydrogenase aus A. vinosum kommt, konnten innerhalb
eines vergleichsweise kurzen Zeitraums ermittelt, bzw. eingegrenzt werden.
Die Resultate zeigen homogene, rechteckige bis quadratische Plättchen mit
scharfen Kanten. Diese besitzen eine Länge von etwa 0,2-0,25mm bei einer
Schichtdicke von ca. 0,01mm und lassen sich gut separieren. Die tatsäch-
liche Qualität der Kristalle kann erst nach Durchführung eines Beugungs-
experiments beurteilt werden.

Weswegen es in den übrigen Versuchen nicht zur Ausbildung von Kri-
stallen kommt, liegt zum einen an den �falschen� Kristallisationsbedingun-
gen bzw. der Zusammensetzung der Kristallisationslösungen. In manchen
Fällen sind diese sofort durch ausfallendes, denaturiertes Protein zu iden-
ti�zieren. Andererseits kann die zu Beginn häu�ge Kontrolle der Platten
unter dem Mikroskop zu ungünstigen Temperaturschwankungen geführt
haben, die das Wachstum verhinderten. Zudem ist nicht auszuschlieÿen,
dass die Ausbildung der Hydrogenasekristalle unter den gewählten Bedin-
gungen in den noch klaren Tropfen bisher noch nicht stattgefunden hat.
Da die Kristallisation allerdings von vielen Parametern abhängt, ist die
genaue Ursache für das ausbleibende Kristallwachstum nicht festzustellen.
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Tabelle 11.2: Au�istung der für die Aufnahmen nativer Datensätze von ver-
schiedenen Kristallen gewählten Bedingungen bei den Messungen am SPring8
(Hyogo, Japan), an der Swiss Light Source des Paul-Scherer-Instituts (Villigen,
Schweiz) und am BESSY-Synchrotron (Berlin).

Bedingung SPring8 SLS BESSY
Beamline BL41XU PX06SA BESSY-MX BL14.1
Wellenlänge (Å) 1,00000 0,9805 0,91841
Oszillationsbereich (◦) 1 0,2 0,2
Expositionszeit (sec) 0,5 0,4 10
Temperatur (K) 100 100 100
Detektorabstand (mm) 540 500 230
Detektor ADSC Q315 Pilatus 6M 225 mm CCD
Max. Au�ösung (Å) 3,5-4,0 2,8-3,0 2,5-2,8

11.2 Di�raktion

11.2.1 Ergebnisse und Diskussion

Die Beugungsexperimente mit Kristallen der [NiFe]-H2ase, deren Protein
aus A. vinosum isoliert wird, konnten am SPring8, Beamline BL41XU
(Hyogo, Japan), an der BESSY-MX Beamline BL14.1 (TU Berlin) und der
PX06SA Beamline an der Swiss Light Source des Paul-Scherer-Instituts
(Villigen, Schweiz) durchgeführt werden. Die für die Aufnahme der nativen
Datensätze gewählten Bedingungen sind Tabelle 11.2 zu entnehmen.

Im Rahmen der zur Verfügung gestellten Messzeit werden jeweils et-
wa 10-15 verschiedene Kristalle getestet. Entweder werden die Kristalle
direkt dem Ansatz entnommen und in einem Nylonloop auf den Goniome-
terkopf in den Sticksto�dampfstrahl montiert oder zuvor in Pu�er (Reser-
voirlösung mit 10% Glycerol (v/v)) oder Mineralöl getaucht, in �üssigem
Sticksto� eingefroren und anschlieÿend montiert. Von den Kristallen die
den Primärstrahl ausreichend stark beugen und ein aussagekräftiges Beu-
gungsmuster mit klaren Re�exen produzieren, werden native Datensätze,
d. h. Re�exmuster bei einer Drehwinkeländerung von insgesamt minde-
stens 90◦ aufgenommen.
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Abbildung 11.4: Beispiel eines Re�exmusters (Maximale Au�ösung=3.64Å
am äuÿeren Bildrand) (a) und einen daraus vergröÿerten Ausschnitts (Auf-
lösungsbereich � 8Å) (b) der am Kristall der [NiFe]-Hydrogenase gebeugten
Röntgenstrahlen (SPring8-Experiment).

Abbildung 11.4 zeigt das Beispiel eines Re�exmusters in einem Auf-
lösungsbereich bis 3,64Å am äuÿeren Bildrand (a) und einen vergröÿer-
ten Ausschnitt daraus (Au�ösungsbereich � 8Å) (b), welches bei einer
Messung am SPring8 detektiert worden ist. Die klaren Re�exe besitzen
im Bereich um den Strahlstopper (Bildmitte) hohe Intensitäten, werden
allerdings zum Bildrandbereich schwächer und unterscheiden sich dort
nicht mehr signi�kant vom Hintergrundrauschen. Dies ist auf die gerin-
ge Schichtdicke der Kristalle zurückzuführen. Zudem lässt die Intensität
der Re�exe während der Aufnahme eines Datensatzes aufgrund der Schä-
digung des Kristalls durch den Röntgenstrahl nach. Die bisher erreichte
maximale Au�ösung beträgt 2,5Å.

Wie der vergröÿerte Ausschnitt des Beugungsmusters in Abbildungsteil
b zeigt, liegen die Re�exe deutlich voneinander getrennt vor. Es ist davon
auszugehen, dass es sich um einen einzelnen Kristall im Röntgenstrahl
handelt, dem das vorliegende Beugungsmuster eindeutig zuzuordnen ist.
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11.3 Prozessierung der nativen Datensätze

11.3.1 Ergebnisse

Im Folgenden wird die Verfahrensweise bei der weiteren Auswertung der
Datensätze, die Berechnung der Elektronendichtekarte und die Erstellung
eines ersten Molekülmodells beschrieben. Die Ergebnisse basieren auf den
Di�raktionsmustern mit einer Au�ösung von 2,5Å, die beim Experiment
an der BESSY-MX Beamline 14.1 detektiert worden sind.

Anhand der Daten, die direkt aus den Re�exmustern hervorgehen, wer-
den die Raumgruppe und die Maÿe der Einheitszelle ermittelt. Zu de-
ren Berechnung werden die Programme MOSFLM [114] und CCP4 [115]
verwendet. Es handelt sich um eine orthorhombische Einheitszelle der
Raumgruppe P21212 (Nr. 8 der International Tables for Crystallography
[116]). Die Maÿe und entsprechenden Winkel der Einheitszelle betragen:
a=205,00Å, b=217,42Å, c=120,44Å bzw. α, β und γ=90◦.

Um den Inhalt der Einheitszelle zu bestimmen, wird der Matthews-
Koe�zient VM [117, 118] berechnet. Der Quotient aus Zellvolumen und
molarer Masse beträgt VM=3,69Å3Da−1, wenn eine Anzahl von vier Pro-
teinmolekülen pro asymmetrischer Einheit und eine molare Masse von
91000 Da vorausgesetzt wird. Da eine Einheitszelle dieser Raumgruppe
aus vier asymmetrischen Einheiten besteht, liegen insgesamt 16 Hydroge-
nasemoleküle pro Einheitszelle vor. Der Lösungsmittelanteil des Kristalls
beträgt 66,62%.

Berechnung der Elektronendichtekarte

Abbildung 11.5 stellt die weitere Vorgehensweise bei der detaillierten Ana-
lyse der Datensätze graphisch zusammengefasst in einem Schema dar. Die
aufgenommenen Daten, welche in Tabelle 11.3 dargestellt sind, werden
unter Anwendung bestimmter Computerprogramme (siehe in Klammern
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gesetzte Angaben in Abbildung 11.5) bzw. der CCP4 Program Suite pro-
zessiert und ausgewertet.

Abbildung 11.5: Schematische Darstellung zur Verdeutlichung der Vorgehens-
weise bei der Auswertung der aufgenommenen röntgenkristallographischen Da-
tensätze. Die linke Hälfte des Schemas bezeichnet den jeweiligen Schritt mit
der in Klammern gesetzten Angabe des verwendeten Computerprogramms, die
rechte Hälfte beschreibt deren Nutzen daraus.

Zunächst erfolgt anhand des Di�raktionsmusters die Bestimmung der
Koordinaten h, k und l des reziproken Gitters sowie der Einheitszellpara-
meter und der Raumgruppe (Indexierung). Somit werden jedem einzelnen
Re�ex jeweils drei Koordinaten zugeordnet, die diesen eindeutig beschrei-
ben. Durch die Integrierung eines jeden Re�exes wird dessen Intensität
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ermittelt. Nachdem die einzelnen Re�exmuster eines Datensatzes aufein-
ander skaliert und vereinigt worden sind, erfolgt im nächsten Schritt die
Berechnung der Strukturfaktoramplituden.

Zur Ermittlung der Phase der vom Kristall gebeugten elektromagne-
tischen Welle wird in ersten Auswerteansätzen die MAD-Methode an-
hand der im Protein vorhandenen Fe-Atome der Eisen-Schwefelcluster
bzw. des katalytisch aktiven [NiFe]-Zentrums angewendet. Die Aufnahme
der entsprechenden Datensätze (Fluoreszenzmaximum=1,74014Å, Wen-
depunkt=1,74213Å, Nativ=0,91841Å) erfolgte bei Messungen an der
BESSY-MX Beamline 14.1 (TU Berlin). Nachdem eine hohe Übereinstim-
mung mit der Struktur der [NiFe]-H2ase aus D. vulgaris MF festgestellt
wurde, konnte in weiteren Rechnungen die Methode des molekularen Er-
satzes (MR) zur Phasenbestimmung verwendet werden.

Mittels eines iterativen Verfahrens wird die erste errechnete Elektro-
nendichtekarte wiederholt modi�ziert und verbessert. Verfahren zur Mi-
nimierung des Lösungsmittelanteils und die NCS-Mittelung (NCS = no
crystallographic symmetry) sowie die Neuberechnung der Phase tragen
zur Erstellung einer ersten interpretierbaren Elektronendichtekarte bei.

Tabelle 11.3 fasst die Statistik der Analyseergebnisse des nativen Da-
tensatzes eines [NiFe]-Hydrogenase Kristalls (Beugungsexperiment an der
BESSY-MX Beamline BL14.1, TU Berlin) zusammen. Die in Klammern
stehenden Werte beziehen sich auf den Au�ösungsbereich 2,64-2,50Å. Ins-
gesamt werden 771564 Re�exe beobachtet, die zu einem Datensatz verei-
nigt, gemittelt und skaliert worden sind. Davon beschreiben 185391 unab-
hängige Re�exe, mit einer Vollständigkeit von 94,8% (100% in der Au�ö-
sungsebene 2,64-2,50Å) der theoretisch möglichen Re�exe, die Einheitszel-
le. Der Rmerge-Faktor bewertet die Qualität des auf diese Weise erhaltenen
Datensatzes. Dazu wird die Übereinstimmung der Intensitäten der indivi-
duellen Re�exe der im Abstand von 0,2◦ aufgenommenen Einzelbilder mit
den skalierten Re�exintensitäten des kompletten Datensatzes ermittelt.
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Tabelle 11.3: Statistik zur Auswertung des nativen Datensatzes eines [NiFe]-
Hydrogenasekristalls. Die Datenaufnahme erfolgte an der BESSY-MX Beamline
BL14.1 (TU Berlin). Die in Klammern stehenden Werte beziehen sich auf den
Au�ösungsbereich 2,64-2,50Å.

Bedingung

Beamline BL14.1
Wellenlänge (Å) 0,91841
Oszillationsbereich (◦) 0,2
Temperatur (K) 100
Raumgruppe P21212
Zellparameter (Å) a = 205,0007

b = 217,4189
c = 120,4449

Au�ösung (Å) 68,359-2,500 (2,64-2,50)
Anzahl Moleküle/asym. Einheit 4
Anzahl beobachteter Re�exe 771564
Anzahl unabhängiger Re�exe 185391
Vollständigkeit (%) 94,8 (100,0)
Rmerge (%) 9,0 (44,2)
Durchschnittliche I/σ(I) 6,8 (1,7)
Redundanz 4,2

Dabei gilt, je niedriger der R-Faktor, desto besser die Übereinstimmung.
In diesem Fall beträgt Rmerge=9% bei Betrachtung des gesamten Au�ö-
sungsbereichs (68,359-2,50Å) bzw. 44% für den höchsten Au�ösungsbe-
reich (2,64-2,50Å). Zur Integration werden die Re�exe ausgewählt, deren
Signalgröÿen sich mindestens um den Faktor 6,8 (68,359-2,50Å) bzw. 1,7
(2,64-2,50Å) vom Hintergrundrauschen unterscheiden (I/σ(I)=6,8 bzw.
1,7). Aufgrund der Symmetrie des Kristalls werden einzelne Re�exe, die
durch die gleichen h,k,l-Koordinaten beschrieben werden, mehrmals ge-
messen. Die Anzahl der Mehrfachmessungen wird durch den Redundanz-
wert ausgedrückt, der hier bei 4,2 liegt. Eine hohe Anzahl wiederholter
Messungen führt zu einer Verbesserung der Qualität des Datensatzes.
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Abbildung 11.6: Vergleich der Aminosäuresequenzen der groÿen UE der
[NiFe]-Hydrogenasen aus D. vulgaris MF (Erste Zeile, PDB 1WUI) und A.
vinosum (Zweite Zeile, NCBI: AY89334) im Ein-Buchstaben-Code. Die Mar-
kierungen Punkt, Doppelpunkt und ∗ der dritten Zeile (Erklärung im Text)
zeigen Übereinstimmungen an. Nicht markierte Bereiche weisen keine Über-
einstimmung auf. Ein Strich innerhalb der Sequenzen deutet das Fehlen einer
kompatiblen Aminosäure an.

Erstellung eines ersten Modells

Mit Hilfe der bekannten Aminosäuresequenz einer hochaufgelösten Struk-
tur der [NiFe]-H2ase aus D. vulgaris MF (PDB 1WUI, vgl. Tabelle 11.1)
und eines Alignments (Aminosäuresequenzvergleichs) mit der Aminosäu-
resequenz der A. vinosum-H2ase (NCBI: AY89334 bzw. NCBI: AY93828,
vgl. Kapitel 4.4), ist mit der Erstellung eines ersten Molekülmodells begon-
nen worden. Nicht konservierte Aminosäuren der D. vulgaris MF-Sequenz
werden durch die entsprechenden Aminosäuren der A. vinosum-Sequenz
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11.3 Prozessierung der nativen Datensätze

ersetzt und in die Elektronendichte eingepasst. Bereiche die keine Über-
einstimmungen der Sequenzen aufweisen bleiben im vorläu�gen Modell
unberücksichtigt.

Abbildung 11.7: Vergleich der Aminosäuresequenzen der kleinen UE der
[NiFe]-Hydrogenasen aus D. vulgaris MF (Erste Zeile, PDB 1WUI) und A.
vinosum (Zweite Zeile, NCBI: AY93828) im Ein-Buchstaben-Code. Die Mar-
kierungen Punkt, Doppelpunkt und ∗ der dritten Zeile (Erklärung im Text)
zeigen Übereinstimmungen an. Nicht markierte Bereiche weisen keine Über-
einstimmung auf. Ein Strich innerhalb der Sequenzen deutet das Fehlen einer
kompatiblen Aminosäure an.

Abbildungen 11.6 und 11.7 zeigen den mit dem Alignment-Programm
CLUSTALW (Version 1.83 [119]) durchgeführten Sequenzvergleich der
groÿen und der kleinen Untereinheit der [NiFe]-Hydrogenase im Ein-Buch-
staben-Code. Die Aminosäuresequenzen stimmen zu 49% (Groÿe UE) bzw.
48% (Kleine UE) überein. Gleiche, konservierte Aminosäuren sind durch
ein ∗ gekennzeichnet. Aminosäuren, die in beiden Proteinen vorkommen
und zu einer bestimmten konservierten �starken� bzw. �schwachen� Ami-
nosäuregruppe gehören, sind mit einem Doppelpunkt bzw. mit einem ein-
fachen Punkt markiert. Diese Gruppierung basiert auf einer mathematisch
ermittelten, evolutionären Austauschwahrscheinlichkeit von Aminosäuren
(Gonnet PAM250 Matrix) und ist im Programm festgelegt. Der Austausch
von Aminosäuren mit ähnlichen biochemischen Eigenschaften gilt dabei
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11 Röntgenkristallographische Analyse

als wahrscheinlich. Unter Berücksichtigung dieser Gruppen ergibt sich ei-
ne Ähnlichkeit der Hydrogenasen von 60%.

Abbildung 11.8 zeigt die vorläu�ge molekulare Struktur der membran-
gebundenen [NiFe]-Hydrogenase aus Allochromatium vinosum im Bänder-
modell mit einer Au�ösung von 2,50Å. Es handelt sich um ein aus zwei
Proteinmolekülen bestehendes Dimer. Das bimetallische Zentrum und die
drei Eisen-Schwefelcluster sind im Kugelmodell dargestellt. Die vorliegen-
den Sekundärelemente α-Helix und β-Faltblatt sind deutlich zu erkennen.
Das [NiFe]-Zentrum be�ndet sich im Inneren der groÿen Untereinheit des
Proteins und ist durch die in einer Reihe angeordneten [FeS]-Cluster, wel-
che den Elektronentransportweg vom bzw. zum katalytisch aktiven Zen-
trum darstellen, mit der Ober�äche verbunden. Dies entspricht der aus
anderen [NiFe]-Hydrogenasestrukturen bekannten Anordnung (vgl. Kapi-
tel 4).

Eine vergröÿerte Darstellung des in die berechnete Elektronendichte-
karte eingepassten katalytisch aktiven [NiFe]-Zentrums der A. vinosum
Hydrogenase ist in Abbildung 11.9 gezeigt. Das Ni-Atom ist durch vier
Cysteinreste an das Protein gebunden. Zwei dieser Aminosäurereste koor-
dinieren ebenfalls das Eisen und bilden auf diese Weise eine Brücke zwi-
schen beiden Atomen. Weiterhin sind drei nicht vom Protein stammende
Eisenliganden dargestellt. Ein zusätzlicher Brückenligand zwischen dem
Eisen- und dem Nickelatom fehlt in dem hier präsentierten Modell. Rote
Bereiche der Elektronendichtekarte konnten noch nicht erklärt werden.

Der in Abbildung 11.10 vergröÿert dargestellte Ausschnitt der A. vino-
sum-Hydrogenasestruktur zeigt einen [4Fe4S]-Cluster. Dieser besitzt die
typische kubische Form und ist in der kleinen UE des Enzyms lokali-
siert. Der Cluster ermöglicht zusammen mit den beiden anderen [FeS]-
Komplexen den Elektronentransfer durch das Protein.

Da es sich um ein vorläu�ges Proteinmodell handelt, wurde bewusst auf
die Ermittlung von R-Faktoren, welche die Übereinstimmung von Modell
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11.3 Prozessierung der nativen Datensätze

Abbildung 11.8: Darstellung der Struktur der [NiFe]-Hydrogenase aus dem
photosynthetischen Schwefel-Purpurbakterium Allochromatium vinosum. Die
Abbildung zeigt das als Dimer kristallisierte Enzym im Bändermodell. Darge-
stellt sind ebenfalls die drei [FeS]-Cluster und das bimetallische [NiFe]-Zentrum
im Kugelmodell. Die Au�ösung beträgt 2,50Å.

und Elektronendichtekarte bewerten, verzichtet. Durch die unbesetzten
Bereiche der Elektronendichtekarte wird der R-Faktor, der sich auf das
gesamte Modell bezieht, sehr groÿ und gibt nicht die tatsächliche Genau-
igkeit der eingepassten Bereiche wieder.

11.3.2 Diskussion

Die Qualität eines Datensatzes hängt im Wesentlichen von der Quali-
tät der Kristalle und der erzielten Au�ösung ab. Aufgrund der geringen
Schichtdicke der gewonnenen Hydrogenasekristalle besitzen die Re�exe des
Beugungsmusters, insbesondere in hohen Au�ösungsbereichen von mehr
als 2,50Å, eine sehr geringe Intensität. Der Rmerge-Faktor, der die Quali-
tät des gesamten Datensatzes bewertet, liegt bei Betrachtung des höchsten
Au�ösungsbereichs von 2,64-2,50Å bei 44% bzw. unter Berücksichtigung
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11 Röntgenkristallographische Analyse

Abbildung 11.9: Vergröÿerte Darstellung des in die berechnete Elektronen-
dichtekarte eingepasste, in der groÿen Untereinheit lokalisierte [NiFe]-Zentrum
im Stabmodell. Die Koordinierung des Nickels (pink) durch vier Cysteinreste
(grün-gelb), wovon zwei gleichzeitig das Eisenatom binden, ist zu erkennen. Die
drei nicht vom Protein stammenden Liganden des Eisens (rot), sind ebenfalls
zu sehen. Da im vorliegenden Modell nicht zwischen CO und CN− unterschie-
den werden kann, sind diese einheitlich (gelb-rot) dargestellt. Rote Bereiche der
Elektronendichtekarte konnten noch nicht erklärt werden.

aller im Bereich von 68,359-2,50Å detektierten Re�exe bei 9%. Da zur
Auswertung des höchsten Au�ösungsbereichs (2,64-2,50Å) Re�exe ver-
wendet werden, die sich um den Faktor 1,7 vom Hintergrundrauschen un-
terscheiden (I/σ(I)=1,7), liegt der Rmerge-Faktor in diesem Bereich bei
44%, und damit etwas über dem akzeptablen Bereich von 30-40%. Be-
schränkt sich die Auswertung auf Re�exe, deren durchschnittliche Inten-
sität sich mindestens um den Faktor 2 vom Hintergrund unterscheidet
(I/σ(I)=6,8), ergibt sich ein verbesserter Rmerge-Faktor von =9% für den
gesamten Datensatz (68,359-2,50Å). Ausgezeichnete Datensätze besitzen
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11.3 Prozessierung der nativen Datensätze

Abbildung 11.10: Ausschnitt der Elektronendichtekarte, die einen kubischen
[4Fe4S]-Cluster zeigt, welcher in der kleinen Untereinheit des Proteins lokalisiert
ist. Der Cluster und die umliegenden Aminosäuren sind im Stabmodell dar-
gestellt. Rot gefärbte Bereiche der Elektronendichtekarte konnten bisher noch
nicht erklärt werden.

einen Rmerge-Faktor von ≤10%. Die Qualität der Daten mit maximaler
Au�ösung von 2,50Å sind durch Aufnahme neuer Di�raktionsmuster mit
höheren Re�exintensitäten zu verbessern. Andernfalls ist der maximale
Au�ösungsbereich von derzeit 2,64-2,50Å auf ≈2,7Å zu reduzieren. Durch
die Vereinigung von Datensätzen verschiedener Kristalle sind die Wer-
te, welche die Datenqualität (Rmerge-Faktor) und die Vollständigkeit des
hier verwendeten Datensatzes beschreiben (94,8% im Bereich von 68,359-
2,50Å), wahrscheinlich weiterhin zu verbessern.

Die höchste Symmetrieebene, mit der dieser Datensatz zu beschrei-
ben ist, wird durch die orthorhombische Raumgruppe P21212 wiederge-
geben und �ndet häu�g Anwendung bei der Analyse von Proteinkristal-
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11 Röntgenkristallographische Analyse

len. Der errechnete Matthews-Koe�zient VM liegt bei Proteinen in einem
statistisch ermittelten Bereich zwischen VM=1,7 und 3,5Å3Da−1 woraus
sich ein Lösungsmittelanteil von 27-64% ergibt. Die in diesem Fall ermit-
telten Werte von VM=3,69Å3Da−1 und einem Lösungsmittelanteil von
66,62% liegen etwas über dem für verschiedenste Proteine ermittelten
Durchschnittswert. Es liegen vier Moleküle pro asymmetrische Einheit,
also insgesamt 16 Proteinmoleküle pro Einheitszelle vor.

Die Qualität der Elektronendichtekarte hängt von den zur Berechnung
eingesetzten Daten, die aus den Beugungsexperimenten erhalten werden,
ab. Mit den in dieser Arbeit vorliegenden Werten konnte eine Elektro-
nendichtekarte mit einer Au�ösung von 2,50Å erstellt werden. In diese
konnten ein erstes Proteinmodell, das katalytisch aktive [NiFe]-Zentrum
und drei [FeS]-Cluster mit guter Übereinstimmung eingepasst werden. Da
die Au�ösung der Elektronendichtekarte 2,50Å beträgt und das vorläu�ge
Modell weiter zu verfeinern ist, bleiben einige Aspekte der vorliegenden
röntgenkristallographisch ermittelten Struktur ungeklärt.

Aufgrund der Ergebnisse der FT-IR-spektroskopischen Charakterisie-
rung ist davon auszugehen, dass es sich bei den in Abbildung 11.9 darge-
stellten Liganden des Eisenatoms im aktiven Zentrum nicht um drei CO-
Moleküle, sondern um ein CO und zwei CN−-Liganden handelt. Da das un-
behandelte Protein hauptsächlich in den Redoxzuständen Ni-A und Ni-B
im Verhältnis 30:70 vorliegt, wird eine hohe Elektronendichte im Bereich
zwischen dem Ni- und dem Eisenatom des aktiven Zentrums erwartet. Die
Position des Brückenliganden, bei dem es sich um ein OH− (Ni-B) bzw.
entweder um ein OOH− oder ein OH− (Ni-A) handelt, bleibt in diesem
Modell jedoch unbesetzt. Im Bereich des aktiven Zentrums ist Elektronen-
dichte vorhanden, die noch nicht erklärt werden konnte (vgl. Abbildung
11.9). Weiterhin ist die Natur der Eisen-Schwefelcluster zu überprüfen,
wobei es sich entweder um drei [4Fe4Fe]-Cluster oder um einen [3Fe4Fe]-
und zwei [4Fe4Fe]-Cluster handeln kann.
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Bisher kann keine detaillierte Aussage über die molekulare Struktur
der [NiFe]-H2ase aus A. vinosum bzw. Gemeinsamkeiten und Unterschiede
im Vergleich mit bekannten Strukturen anderer Hydrogenasen getro�en
werden. Auf den ersten Blick ist eine hohe Ähnlichkeit mit der Struktur
der [NiFe]-H2ase aus D. vulgaris MF festzustellen, die jedoch durch weitere
Analysen zu veri�zieren ist.

11.4 Zusammenfassung

Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse zeigen, dass das aus A. vi-
nosum isolierte Protein grundsätzlich kristallisiert und sich die gewonnen
Kristalle zur röntgenkristallographischen Analyse eignen. Bei den Bedin-
gungen, unter denen innerhalb von ca. zwei Wochen Plättchen mit einer
Kantenlänge von 0,2-0,25mm und einer Schichtdicke von ca. 0,01mm ge-
wonnen wurden, handelt sich um: Inkubationstemperatur: 4 ◦C, Protein-
konzentration: 30mg/mL, Reservoirlösung: 1M Natriumcitrat, 100mM
Imidazol, pH-Wert 8,0.

Die bei röntgenkristallographischen Experimenten aufgenommenen
Di�raktionsmuster zeigen einzelne, klare Re�exe bis zu einer Au�ösung
von 2,50Å. Die Auswertung der aufgenommenen Datensätze ergab, dass es
sich bei den Kristallen um eine orthorhombische Einheitszelle der Raum-
gruppe P21212 handelt, welche insgesamt 16 Proteinmoleküle enthält. Die
Maÿe und entsprechenden Winkel der Einheitszelle betragen a=205,00Å,
b=217,42Å, c=120,44Å bzw. α, β und γ=90◦. Der Rmerge-Faktor, der die
Qualität des gesamten Datensatzes beschreibt, liegt unter Berücksichti-
gung aller im Bereich von 68,359-2,50Å detektierten Re�exe bei 9%.

In die berechnete Elektronendichtekarte konnte das vorläu�ge Mole-
külmodell der [NiFe]-Hydrogenase aus A. vinosum eingepasst werden.
Die in dieser Arbeit erstmalig vorgestellte Struktur einer aus einem
photosynthetischen Organismus isolierten [NiFe]-Hydrogenase besitzt ei-
ne Au�ösung von 2,50Å und lässt die Lage des katalytisch aktiven
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11 Röntgenkristallographische Analyse

[NiFe]-Zentrums und der Eisen-Schwefelcluster erkennen. Das als Di-
mer kristallisierte Enzym zeigt hauptsächlich α-Helix- und β-Faltblatt-
Sekundärstrukturelemente. Das vorliegende Modell weist eine hohe Ähn-
lichkeit mit den aus verschiedenen Desulfovibrio-Gattungen stammenden
[NiFe]-Hydrogenasen auf.
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12 Zusammenfassung und Ausblick

Die membrangebundene [NiFe]-Hydrogenase aus dem photosynthetischen
Schwefel-Purpurbakterium Allochromatium vinosum gehört zur Gruppe
der Standardhydrogenasen und eignet sich gut, um den wassersto�umset-
zenden Mechanismus dieser Proteingruppe zu untersuchen. Sie ist sauer-
sto�tolerant, kann durch Reduktion mit Wassersto� aktiviert werden und
bleibt auch bei hohen Temperaturen, bis 50 ◦C, stabil.

In dieser Arbeit wurde die Bakterienanzucht im groÿen Maÿstab eta-
bliert und die Methode zur Gewinnung hochreiner Hydrogenase optimiert.
Das eingehend spektroskopisch charakterisierte Enzym wurde erfolgreich
kristallisiert und ist in Röntgenbeugungsexperimenten eingesetzt worden.
Aus den erhaltenen Di�raktionsmustern konnte eine Elektronendichtekar-
te mit einer Au�ösung von 2,50Å berechnet werden, in die das erste,
vorläu�ge Molekülmodell einer aus einem photosynthetischen Organismus
isolierten [NiFe]-Hydrogenase eingepasst wurde.

Kultivierung von Allochromatium vinosum

Um genügend homogenes Zellmaterial für die Isolierung der in geringem
Maÿe expremierten Hydrogenase vorliegen zu haben, erfolgte die An-
zucht des bakteriellen Organismus erstmals in einem 1100L Glasfermenter.
In der gegenwärtigen Fermenterkonstruktion und unter den optimal ein-
gestellten Bedingungen konnten die Bakterien reproduzierbar kultiviert
werden. Die e�ziente Ernte mit einer Durch�uSszentrifuge lieferte maxi-
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12 Zusammenfassung und Ausblick

mal 2,7 kg Zellmasse (Nassgewicht) und durchschnittlich 1,7 kg Zellmasse
(Nassgewicht) pro Ansatz.

Isolierung und Reinigung der [NiFe]-Hydrogenase

Neben dem Aufbau und der Inbetriebnahme des 1100L Fermenters
erfolgte die Etablierung der Präparation kristallisationsfähiger [NiFe]-
Hydrogenase aus dem geernteten Zellmaterial. Das optimierte Präparati-
onsverfahren ermöglichte die Isolierung von durchschnittlich 100mg hoch-
reinem Protein aus 2 kg Zellmasse. Die verbesserte Methode zur qualita-
tiven Ermittlung der spezi�schen Wassersto�spaltungsaktivität gewähr-
leistete eine schnelle, reproduzierbare Identi�zierung der hydrogenasehal-
tigen Fraktionen während der säulenchromatographischen Auftrennung.
Die Qualität der hergestellten Proteinproben wurde durch SDS-PAGE und
MALDI-TOF-Massenspektrometrie nachgewiesen. Durch die Entwicklung
einer automatischen, gekühlten Soxhlet-Extraktionsapparatur konnte die
Entfernung der in der Proteinpräparation störenden photosynthetischen
Pigmente erreicht und die erforderliche Acetonmenge auf ein Zehntel des
ursprünglich verwendeten Volumens reduziert werden. Als Nebenprodukt
dieser Methode konnten groÿe Mengen Bakteriochlorophylla isoliert wer-
den, die für weitere biochemische Anwendungen genutzt wurden.

Spektroskopische Charakterisierung

Die Ergebnisse der unter Anwendung EPR- und FT-IR-spektroskopischer
Techniken erfolgten Charakterisierung bestätigten die Erwartungen be-
züglich Qualität und Funktionalität der isolierten Hydrogenase. Die An-
wendbarkeit der in dieser Arbeit beschriebenen, modi�zierten Proteinrei-
nigungsmethode wurde damit nachgewiesen.

Die aus den rhombischen EPR-Spektren erhaltenen g-Tensor-
Hauptwerte für die paramagnetischen Zustände Ni-A, Ni-B und Ni-C
stimmten mit den bisher publizierten Daten überein. Auch die anhand
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der FT-IR-Spektren ermittelten Schwingungsfrequenzen des CO- bzw. der
CN−-Liganden des Eisens im katalytisch aktiven Zentrum aller natürlich
vorkommenden Redoxzustände der Hydrogenase entsprachen den aus der
Literatur bekannten Werten und zeigten die vom jeweiligen Redoxzustand
abhängigen, charakteristischen Banden zwischen 1900 und 2100 cm−1.

Röntgenkristallographische Analyse

Nachdem die Funktionalität des Enzyms in EPR- und FT-IR-spektrosko-
pischen Messungen nachgewiesen werden konnte, ist das Material zur Ge-
winnung von Proteinkristallen eingesetzt worden. Das hochreine Enzym
kristallisierte erfolgreich unter Verwendung der Dampfdi�usionsmethode.
Die Kristallisationsbedingungen lieÿen sich auf folgende Parameter ein-
grenzen: Inkubationstemperatur: 4 ◦C, Proteinkonzentration: 30mg/mL,
Zusammensetzung der Kristallisationslösung: 1M Natriumcitrat, 100mM
Imidazol, pH-Wert 8,0. Nach zwei Wochen wurden erste Kristalle sichtbar.
Es handelte sich um dünne, quadratische Plättchen mit einer Kantenlänge
von 0,2-0,25mm und einer Schichtdicke von ca. 0,01mm.

Die Röntgenbeugungsexperimente wurden am SPring8 (Hyogo, Ja-
pan), an der Swiss Light Source (SLS) des Paul-Scherer-Instituts (Vil-
ligen, Schweiz) und am BESSY-Synchrotron (TU Berlin) durchgeführt.
Es konnten native Datensätze mit klaren, auswertbaren Di�raktionsmu-
stern bis zu einer Au�ösung von 2,50Å detektiert werden. Die aus der
Prozessierung der Daten erhaltenen Ergebnisse lieÿen auf eine ortho-
rhombische Einheitszelle der Raumgruppe P21212 schlieÿen. Die Maÿe und
Winkel der den Kristall aufbauenden Einheitszelle betrugen: a=205,00Å,
b=217,42Å, c=120,44Å bzw. α, β und γ=90◦. Nach erfolgter Berechnung
der Elektronendichtekarte wurde ein vorläu�ges Molekülmodell der aus
dem photosynthetischen Bakterium Allochromatium vinosum isolierten
[NiFe]-Hydrogenase erstellt. Die Informationen über die Koordinierung des
aktiven [NiFe]-Zentrums und die Lage der Eisen-Schwefelcluster konnten
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dem in dieser Arbeit erstmalig vorgestellten Modell des als Dimer kristal-
lisierten Enzyms entnommen werden. Auf den ersten Blick war eine hohe
Ähnlichkeit mit der hochaufgelösten Struktur der [NiFe]-Hydrogenase aus
Desulfovibrio vulgaris MF festzustellen.

Ausblick

Mit dieser Arbeit wurde die Basis für die Durchführung einer vollständi-
gen röntgenkristallographischen Analyse der membrangebundenen [NiFe]-
Hydrogenase aus Allochromatium vinosum gescha�en. Die Bakterienkul-
tur im 1100L Fermenter liefert eine groÿe Menge Zellmasse, aus der mit
der optimierten Präparationsmethode e�zient hochreines Enzym isoliert
werden kann. Nachdem die grundsätzliche Kristallisationsfähigkeit des
Proteins und die Verwendbarkeit der Kristalle in Röntgenbeugungsexpe-
rimenten nachgewiesen wurde, können darauf aufbauend die ermittelten
Bedingungen dahingehend optimiert werden, Kristalle mit einer höheren
Schichtdicke zu erhalten. Ziel ist die Gewinnung von Kristallen, die im
Röntgenbeugungsexperiment ein abermals verbessertes Di�raktionsmu-
ster erzeugen, um ein hochaufgelöstes Molekülmodell erstellen zu können.
Zudem ist das vorliegende Molekülmodell weiter zu verfeinern, um es mit
den bekannten Röntgenstrukturen anderer Hydrogenasen umfassend zu
vergleichen.

Eine detaillierte röntgenkristallographisch ermittelte Struktur bildet
die Grundlage für die Interpretation bisheriger funktioneller Charakteri-
sierungen, insbesondere der spektroskopischen Messergebnisse aus FT-IR-
und EPR-Experimenten. Mit Hilfe eines detaillierten Modells sind die
funktionellen Eigenschaften des Proteins direkt mit den strukturellen Be-
sonderheiten, insbesondere der spezi�schen Proteinumgebung des aktiven
Zentrums, zu korrelieren. Einzelne Aminosäuren, denen eine konkrete Be-
deutung im Katalysemechanismus zukommt, können identi�ziert werden.
Mit dem erstellten Molekülmodell ist weiterhin die genaue Aminosäurese-
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quenz des funktionellen Enzmys zu bestimmen. Anhand eines Vergleichs
mit der aus der Gensequenz abgeleiteten Primärstruktur sind die genauen
posttranskriptionalen und posttranslationalen Modi�kationen der Hydro-
genase aus Allochromatium vinosum zu ermitteln.

Die Analyse von Proteinkristallen einzelner Redoxzustände lässt Rück-
schlüsse auf die entsprechende elektronische Struktur des katalytisch ak-
tiven Zentrums und die spezi�sch vorliegende Koordinierung des Nickel-
bzw. des Eisenatoms zu. Die Ergebnisse sind mit den Strukturen aus unter-
schiedlichen Desulfovibrio-Gattungen stammenden [NiFe]-Hydrogenasen
detailliert zu vergleichen. Aus diesen Ergebnissen sind einerseits organis-
musspezi�sche und andererseits generelle Konstruktions- oder Funktions-
prinzipien des Enzyms in Bezug auf den Mechanismus der Wassersto�-
spaltung oder der Inhibierung durch Sauersto� oder CO abzuleiten.

Mit dem isolierten Enzym oder den Kristallen der Hydrogenase, sind
neben der röntgenkristallographischen Analyse weiterführende, spektro-
skopische Untersuchungen mit verschiedenen Techniken möglich. Mit Hil-
fe der EPR-Spektroskopie ist beispielsweise die Untersuchung der exak-
ten elektronischen Struktur des paramagnetischen Zentrums bei räumlich
gleich orientierten Proteinmolekülen im Einkristall denkbar. Bei der Mes-
sung im ENDOR-Experiment kann die Kopplung des Elektronenspins des
freien Elektrons im Nickelion mit z. B. Protonen untersucht werden. Auf
diese Weise kann ein weiterer Beitrag zur Identi�kation der Brückenli-
ganden der EPR-aktiven Redoxzustände geleistet werden. Die Ergebnisse
dieser Arbeiten tragen somit ebenfalls zur strukturellen und funktionel-
len Aufklärung des Katalysemechanismus bzw. der Inhibierung des En-
zyms z. B. durch O2 bei und ergänzen damit die bisherigen Erkenntnisse
aus Studien anderer Standardhydrogenasen. Diese Erkenntnisse können
in biotechnologischen Verfahren zur alternativen Energiegewinnung auf
Wassersto�basis Anwendung �nden.
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13 Abkürzungen

λ Wellenlänge
ν̃ Wellenzahl
Å Angström, 1Å=0,1 nm
A Absorption
A. vinosum Allochromatium vinosum
ADP Adenosindiphosphat
ATP Adenosintriphosphat
BChla Bakteriochlorophyll a
BESSY Berliner Elektronenspeicherring -

Gesellschaft für Synchrotronstrahlung mbH
BV Benzylviologen
BZ Brennsto�zelle
c Konzentration
Ch. reinhardtii Chlamydomonas reinhardtii
CN−-Ligand Cyanid-Ligand
CO-Ligand Carbonyl-Ligand
cw Continuous Wave
Da Dalton
DEAE- Diethylaminoethyl-
dest. destilliert
DMFC Direct Methanol Fuel Cell
DMSO Dimethylsulfoxid
D. vulgaris MF Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F
E Extinktion
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
ENDOR Electron Nuclear Double Resonance
EPR Electron Paramagnetic Resonance
FPLC Fast Protein Liquid Chromatography
FT-IR Fourier Transform-Infrarot
g Fallbeschleunigung, g=9,80665ms−2

H2ase Hydrogenase
HIC Hydrophobic Interaction Chromatography
Hmd Eisen-Schwefelclusterfreie Hydrogenase

bzw. Methylentetrahydromethanopterin Dehydrogenase
IEX Ion Exchange Chromatography
IR Infrarot
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13 Abkürzungen

K Kelvin, 273K=0 ◦C
konz. konzentriert
L Liter
LMW Low Molecular Weight
Lsg. Lösung
M molar, 1M=1 mol/L
MAD Multiple Anomale Dispersion
MALDI Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation
MBH Membrane Bound Hydrogenase
methenyl-H4MPT+ N5,N10methenyltetrahydromethanopterin
methylen-H4MPT N5,N10methylentetrahydromethanopterin
MIR Mittlerer Infrarotbereich
MR Molecular Replacement
MWCO Molecular Weight Cut O�
NADH Nicotinamidadenindinukleotid
NCBI National Center for Biotechnology Information
NCS No Crystallographic Symmetry
nm Nanometer
PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese
PAM Point Accepted Mutation
PDB Protein Data Bank
PEM Proton Exchange Membrane
RH Regulatory Hydrogenase
SE Size Exclusion
SDS Natriumdodecylsulfat
SH Soluble Hydrogenase
SLS Swiss Light Source
T Transmission
TOF Time Of Flight
T. roseopersicina Thiocapsa roseopersicina
Tris Trishydroxymethylaminomethan
UE Untereinheit
UV Ultravioletter Spektalbereich
VE Voll entsalzt
Vis Sichtbarer Spektralbereich
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