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Infrarotspektroskopische Untersuchungen zum Mechanismus der Cyto-
chrom-c-Oxidase

Die Cytochrom-c-Oxidase ist eine komplexe biologische Maschine, die einen elektro-
chemischen Gradienten iiber einer Membran aufbaut. Getrieben wird dieser Prozess
durch die Reduktion von Sauerstoff zu Wasser. Neben den vier Protonen, die durch
die Membran gepumpt werden, miissen noch vier weitere Protonen fiir die Sauer-
stoffchemie aufgenommen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe der Infrarot-Spektroskopie Untersuchun-
gen iiber den Zusammenhang zwischen der Struktur und den wihrend des Funktions-
zyklus ablaufenden Prozessen durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden verschiedene
Strategien verfolgt:

Mit der vollreduzierten, CO gebundenen Rinderherzoxidase konnte erstmals gezeigt
werden, dass es moglich ist, mit einer Zeitauflsung von 5 us Differenzspektren iiber
den Bereich von 2200 bis 950 cm™ aufzunehmen. Die Analyse der Daten ergibt, dass
die transiente Bindung des fotolysierten CO an Cug sowie die Strukturinderung einer
etwa 12 A entfernten Aminosiure (E286) kinetisch gekoppelt sind. Diese Aminosiure
ist Teil eines vorgeschlagenen Protonenkanals und spielt eine entscheidende Rolle
beim Transport von Protonen ins Reaktionszentrum bzw. durch die Membran. Die
Ergebnisse lassen auf einen Mechanismus schlieBen, der den Eintritt des Sauerstoffs
unter Beteiligung der Aminoséure E286 kontrolliert.

Die Ergebnisse mit der halbreduzierten, CO gebundenen Cytochrom-c-Oxidase von
Rhodobacter sphaeroides zeigen erstmals, dass der Elektronentransfer vom Hidm a3
zum Him a an die Deprotonierung der oben schon beschriebenen Aminoséure E286
gekoppelt ist. Folglich ist nicht nur der K-Kanal am reduktiven Teil des Funktionszy-
klus beteiligt, sondern auch der D-Kanal, was géngigen Modellen der Literatur wider-
spricht.

Es konnte zweifelsfrei gezeigt werden, dass die Rekonstitution der bakteriellen Cyto-
chrom-c-Oxidase in Proteoliposomen keinen Einfluss auf das Protein hat; somit
konnte die ATR-Technik fiir weitere Experimente genutzt werden.

Die Auswertung von Redox-Differenzspektren des Wildtyps und der Mutanten, auf-
genommen mit der ATR-Technik, ergeben die prézise Zuordung eines Bandenmu-
sters im Differenzspektrum. Dieses Signal kann eindeutig der Umgebungsénderung
der Aminosiure E286 zugewiesen werden.

Zum ersten Mal konnte im IR ein Intermediatspektrum des oxidativen Teils des
Funktionszyklus aufgenommen werden. Die Interpretation der Differenzspektren
demonstriert, dass ein Tyrosin beim Ubergang in den Zustand F involviert ist und
deprotoniert vorliegt.



IR studies of cytochrome c oxidase

Cytochrome ¢ oxidase is a complex biological machinery, which couples the reduc-
tion of oxygen to a vectorial transport of protons across the membrane. To achieve
this, the protein takes up eight protons, four electrons, and an oxygen molecule. The
electrons and four of the eight protons are used for the reduction of oxygen to produce
water. The remaining four protons are pumped across the membrane.

In this work, Fourier-transform infrared spectroscopy was applied to provide insight
into the structural and functional relationships of the complex catalytic cycle. To ac-
complish this, different strategies were applied:

The results obtained with the fully reduced, CO-bound cytochrome ¢ oxidase from
bovine heart showed for the first time the possibility of performing difference spec-
troscopy on this enzyme with a time-resolution of 5 us in the range of 2200 to 950
cm’’. The evaluation of the data revealed a dynamic link between the transient bind-
ing of CO to Cug and the movement of an amino acid side chain (E286) approxi-
mately 12 A away. This amino acid is part of the D-channel and thought to play an
important role in guiding the protons either into the binuclear center or through the

membrane. The results presented in this work suggest a mechanism in which oxygen
binding is controlled via E286.

The outcome of the measurements with the two electron-reduced, CO-bound cyto-
chrome ¢ oxidase from Rhodobacter sphaeroides indicate the deprotonation of E286
during electron transfer from heme a; to heme a. This result contradicts the current

model of the catalytic-cycle because this deprotonation suggests an uptake of just one
proton rather than two through the K-channel.

Redox difference spectra of wild type and mutant cytochrome ¢ oxidase obtained with
the attenuated total reflection technique pointed out the precise assignment of a band

feature. This signal was clearly attributed to a conformational change of the side
chain of amino acid E286.

For the first time it was possible to record a difference spectrum in the IR of the oxi-

dative part of the catalytic cycle. The F minus O spectrum showed an involvement of
a tyrosine which undergoes deprotonation.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Leben, Energie und Stoffwechsel

Lebende Organismen wandeln kontinuierlich Energie u. a. fiir Prozesse wie Bewe-
gung, Biosynthese, aktiven Transport und Temperaturkontrolle um. Im Laufe der
Evolution hat sich nicht nur eine riesige Anzahl unterschiedlicher Organismen ent-
wickelt, sondern auch die Nutzung unterschiedlicher Energiequellen weit verbreitet.
Wirme scheidet als Energiequelle aus, da man zur Leistung von Arbeit einen Tempe-
raturgradienten benétigt. Die direkte Nutzung von Lichtenergie ist ebenfalls nicht
moglich, da die Lebenszeit z. B. eines angeregten Chlorophylls mit 10 s erheblich
kiirzer ist als die Reaktionen biologischer Prozesse. Pflanzen, Algen und Cyanobakte-
rien sind aber in der Lage, durch Photosynthese die Energie der absorbierten Photo-
nen in chemische Energie umzuwandeln. Wiahrend dieser Reaktion werden Elektro-
nen von einem Wassermolekiil durch die Absorption von Licht iiber Photosystem
(PS) II und PS I auf Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH) iibertragen.
Das Ergebnis ist ein Molekiil mit einem stark negativen Reduktionspotential. Die
Energie dieser Reduktionsiquivalente kann iiber weitere Reaktionsschritte zum Auf-
bau von reduzierten, organischen Verbindungen, wie z. B. Fett oder Kohlenhydrat,
genutzt werden. Diese Produkte haben den Vorteil, dass durch Oxidation die gespei-
cherte Energie jederzeit wieder nutzbar gemacht werden kann und dass im Vergleich
zu einem angeregten Chlorophyll die Lebenszeit mit bis zu 10% s 18 GroBenordnun-
gen langer ist (Harris, 1995).

Durch die Oxidation von einem Mol Glukose werden ungefdhr 2800 kJ freigesetzt.
Da biologische Reaktionen, wie z. B. die Bildung einer Peptidbindung (25 kJ/mol),
erheblich kleinere Energieportionen bendtigen, wire die direkte Kopplung einer sol-
chen Reaktion an die Oxidation von Glukose unwirtschaftlich. Aus diesem Grund
gibt es Molekiile mit geringerer freier Energie wie NADH (200 kJ/mol), FADH, (140
kJ/mol) und Adenosintriphosphat (ATP) (55 kJ/mol), die bei der Oxidation von Glu-
kose gebildet werden. Bei der Glykolyse werden zwei ATP und beim Durchlaufen
des Citratzyklus weitere zwei GTP gebildet. ATP gilt als sogenannte universelle
Energiewdhrung in der Zelle. Durch die oxidative Phosphorylierung kann man bis zu
32 weitere ATP gewinnen. Hierbei werden die Elektronen der Reduktionsédquivalente
in die Atmungskette (siehe niichstes Kapitel) eingeschleust und durch eine Reihe von
Elektronen-Ubertriigern auf Sauerstoff iibertragen. Die dadurch frei werdende Energie
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wird zum Aufbau eines elektrochemischen Gradienten iiber eine Membran genutzt
und kann durch die ATP-Synthase zur Produktion von ATP verwendet werden.

Die primire Energiequelle allen Lebens ist somit die Sonne. Diese Energiequelle
direkt nutzen konnen allerdings nur aufotrophe (,,sich selbst erndhrende*) Organis-
men. Sie sind in der Lage, die Sonnenenergie durch Photosynthese in chemische
Energie umzuwandeln und diese durch ,,Atmung® zu verwerten. Im Gegensatz dazu
sind heterotrophe (,,sich fremd erndhrende*) Organismen auf die Zufuhr von fett-
oder kohlenhydratreicher Nahrung angewiesen, die sie dann ebenfalls durch ,,At-
mung” verbrauchen.

Vergleicht man die Photosynthese und die Atmungskette, so erkennt man auf mole-
kularer Ebene viele Gemeinsamkeiten. Beispielsweise dient in beiden Reaktionen
membranstindiges Quinon als Elektronen-Ubertriger. Bei der Photosynthese leitet
Plastoquinon die Elektronen vom Photosystem II auf Photosystem I weiter. Im Ge-
gensatz dazu ist in der Atmungskette Ubiquinon fiir den Weitertransport der Elektro-
nen vom Komplex I und II auf Komplex Il verantwortlich. Ein Beispiel fiir die Ahn-
lichkeit beider Reaktionsketten liegt in der jeweiligen Schliisselreaktion. Vergleicht
man zum einen die Bildung von Wasser im binuklearen Zentrum der Cytochrom-c-
Oxidase und zum anderen die Bildung von Sauerstoff im Mangancluster des Photosy-
stems II, so sieht man bis hin zur Beteiligung einzelner Aminosiduren (z. B. eines
Tyrosins) im Funktionszyklus groBe Ubereinstimmungen (Hoganson et al., 1998).

1.2 Atmungskette

Die Atmungskette besteht aus einer Reihe von Elektronen-Ubertrigern, die bei euka-
ryotischen Zellen in der inneren Membran der Mitochondrien und bei prokaryoti-
schen Zellen in der Zellmembran lokalisiert sind. Die Aufgabe der einzelnen Kom-
plexe ist es, Elektronen schrittweise auf Sauerstoff zu iibertragen und die dabei frei
werdende Energie in einen elektrochemischen Protonengradienten umzuwandeln.

Der erste Schritt in dieser Transportkette ist der Elektronentransfer von NADH auf
einen hydrophoben und damit membranstéindigen Ubiquinonpool (Q). Diese Reaktion
wird katalysiert durch die NADH-Q-Oxidoreduktase (Komplex I oder NADH-
Dehydrogenase). Hierbei handelt es sich um einen L-férmigen Proteinkomplex
(Friedrich et al., 1998) mit einem Molekulargewicht von 530 kDa fiir den bakteriellen
Komplex und bis zu 1 MDa fiir den mitochondrialen Komplex. Das Protein unterteilt
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sich in zwei Bereiche: Einen hyrophoben, in der Membran liegenden und einen hy-
drophilen, aus der Membran ragenden Arm. Der Elektronentransport von NADH auf
Ubiquinon verlduft wahrscheinlich tiber bis zu neun Eisen-Schwefel-Zentren und
einem Flavinmononukleotid (FMN), welche alle im hydrophilen Teil des Komplexes
lokalisiert sind. Der hydrophobe Arm des Proteins ist sehr wahrscheinlich an der
Ubertragung der Elektronen auf Ubiquinon und dem damit gekoppelten Protonen-
transfer beteiligt was durch die Entdeckung einer in diesem Bereich lokalisierten Ei-
sen-Schwefel-Gruppe bestérkt wird (Friedrich et al., 2000). Neben dieser Dehydroge-
nase speziell fiir NADH existieren noch weitere Dehydrogenasen fiir z. B. Succinat
(Komplex II oder Succinat:Ubiquinon Oxidoreduktase) oder Glycerol-3-Phosphat.
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SOIRRERALE "o e 2QH 2 Q 2 Q N mrenean oo
Ubiquinon-/ Q, Bindestelle F2e Membran
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QH> Q Q N-Seite
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Abbildung 1.2-1 Schematische Darstellung des Q-Zyklus vom bc)-Komplex. Gestrichelte Pfeile ver-
deutlichen den Elektronentransport. Q: Ubiquinon; Q" Ubisemiquinon; QH,: Ubiquinol; by: Him by; by
Him by, Die hydrophoben Ubiquinon/Ubiquinol Molekiile bilden in der Membran einen Pool, der frei
diffundieren kann. P-Seite: Die durch den Protonentransport iiber die Membran positiv geladene (Proto-
nenabgabe) Seite. N-Seite: Die durch den Protonentransport iiber die Membran negativ geladene Seite
(Protonenaufnahme).

Vom reduzierten Ubiquinol (QH;) werden die Elektronen iiber die Cytochrom-
Reduktase (Komplex I, Ubiquinol-Cytochrom-c-Reduktase oder bc-Komplex) auf
das wasserlosliche Cytochrom-c tibertragen. Die Oxidation des QH, findet an der
sogenannten Q, Bindungsstelle statt. Der Weg der beiden iibertragenen Elektronen
verzweigt sich hier: Eines der beiden Elektronen wird iiber ein Eisen-Schwefel-
Zentrum (Fe,-S,) auf Cytochrom-c iibertragen. Das zweite Elektron wird iiber Cyto-
chrom-by, und Cytochrom-by zu einer Ubiquinon Bindungsstelle (Q;) transportiert, um
dort Ubiquinon zu Semiquinon zu reduzieren. Durch die Oxidation eines zweiten
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Ubiquinols an der Bindungsstelle Q, wird ein weiteres Cytochrom-c reduziert und die
Reduktion des Semiquinon zu Ubiquinon vervollstéindigt. Gekoppelt an diese als Q-
Zyklus bekannte Reaktion ist der Transport von Protonen, der zur Bildung des elek-
trochemischen Protonengradienten beitrdgt (siehe (Hunte, 2001) und die darin ent-
haltenen Zitate). Vom reduzierten Cytochrom-c werden die Elektronen schrittweise
iiber das letzte Enzym der Atmungskette, die Cytochrom-c-Oxidase (CcO), auf mole-
kularen Sauerstoff iibertragen — den letzten Akzeptor. Der Funktionsmechanismus
dieses Enzymkomplexes ist Gegenstand dieser Arbeit und wird deshalb detailliert im
nachfolgenden Kapitel vorgestellt.

Die Spannweite der ablaufenden Redoxreaktionen umfasst etwa 1,14 V (AEy), was -
220 kJ/mol (AGy’) entspricht. Zum Aufbau des elektrochemischen Gradienten werden
die Protonen aus der Matrix der Mitochondrien bzw. dem Cytosol der Bakterien iiber
die Membran in den Intermembranraum bzw. das Periplasma gepumpt. Dieser Jonen-
gradient kann z. B. mittels der ATP-Synthase zur Bildung von ATP (siche Abbildung

1.2-2), zu aktiven Transportprozessen oder zur GeiBelrotation bei Bakterien genutzt
werden.
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1.3 Cytochrom-c-Oxidase

1.3.1 Struktur und Funktion

In den vergangenen Jahren wurden grofe Anstrengungen unternommen, die Kristall-
struktur verschiedener Cytochrom-c-Oxidasen zu bestimmen. 1995 wurden die ersten
Kristallstrukturen vom Typ aas' gelost. Veroffentlicht wurden die Strukturen der Rin-
derherzoxidase (Tsukihara et al., 1995; Tsukihara et al., 1996) sowie der bakteriellen
CcO von Paracoccus denitrificans (Twata et al., 1995) mit einer Auflésung von 2,8 A.
Im Anschluss daran publizierte Yoshikawa die Strukturen der oxidierten, der redu-
zierten, der CO gebundenen sowie der N; gebundenen Form der Rinderherzoxidase
(Yoshikawa et al., 1998). Die kiirzlich verdffenlichten Kristallstrukturen der ba; Oxi-
dase (Soulimane et al., 2000) von Thermus thermophilus und aa; Oxidase von R.

sphaeroides (Svensson-Ek et al., eingereicht) vervollstindigen das bisher bekannte
Bild.

! Beide Hamgruppen sind vom Type Hiém a (siche Abbildung 1.3-2).
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Abbildung 1.3-1 Kristallstruktur der CcO von R. sphaeroides (Svensson-Ek et al.). Dargestellt sind
schematisch das Proteinriickgrat ohne die Seitengruppen. Unterschieden wird zwischen den Sekundir-
strukturelementen: a-Helix, 8-Faltblatt und Zufallskniuel. Es sind alle vier UE der CcO zu erkennen.

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung der beiden aa; Oxidasen des
Bakteriums R. sphaeroides und des Rinderherzens. Namensgebend fiir diese Gruppe
ist die Struktur der Himgruppen. In der folgenden Abbildung ist die Struktur eines
Hém a dargestellt.
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Austausch Formyl- gegen Methylgruppe:
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Propionat

Abbildung 1.3-2 Chemische Struktur des Hém a.

Strukturiiberblick

Die bakterielle CcO besteht aus 4 UE und hat ein Molekulargewicht von 127 kDa.
Die Rinderherzoxidase hat im Gegensatz dazu 13 UE, von denen 3 mitochondrial und
10 im Kern kodiert sind, und ein Molekulargewicht von 220 kDa. Die UE I bis III der
bakteriellen CcO und der Rinderherzoxidase zeigen eine sehr hohe Sequenzhomolo-
gie von etwa 50 % (Hosler et al., 1992). Dariiber hinaus ist ein Grofteil derjenigen
Aminosduren (AS) in beiden CcO identisch, die eine Rolle beim Protonenpumpen,
Elektronentransfer oder bei der Ligandenbindung spielen bzw. als wichtig fiir die
Funktion vorgeschlagen sind. Vier aktive Redoxzentren sind im Protein lokalisiert
worden: Hdm a, Him a3, Cug and Cua. Alle Kofaktoren konnen unter physiologi-

schen Bedingungen in zwei unterschiedlichen Oxidationsstufen vorliegen, d. h. sie
kénnen jeweils ein Elektron aufnehmen oder abgeben?.

Untereinheit I besteht aus 12 transmembranen o-Helizes, die etwa senkrecht zur
Membran liegen. Von oben betrachtet erkennt man, dass sie in drei Gruppen zu je 4

2 In der Literatur wird u. a. diskutiert, dass Him a; wihrend des Funktionszyklus bis zu drei Elektronen
auf Sauerstoff iibertrdgt und damit seine Oxidationsstufe von +II nach +V #ndert (Ogura et al., 1996).

Dariiber hinaus wird beschrieben, dass moglicherweise Cup zwei Elektronen bei der Sauerstoffspaltung
iibertrdigt (Fabian and Palmer, 1995).
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Helizes angeordnet sind. Jede der vier Gruppen bildet einen Halbkreis; dadurch wird
der Eindruck einer Spirale erweckt (siehe Abb. 1.3-3). Die Redoxzentren Him a,
Hém a; und Cug sind alle in UE I lokalisiert und liegen tief eingebettet in der Mem-
bran etwa 13 A entfernt vom Periplasma. Him a wird durch zwei axiale Histidin-
Liganden (low-spin Ham) und im Gegensatz dazu Hdm a; nur von einem axialen Hi-
stidin-Liganden gebunden (high-spin Hém). Die Ebene beider Him-Gruppen stehen
in etwa senkrecht aufeinander, wie in Abbildung 1.3-3 gut zu erkennen ist. Der Ab-
stand der beiden komplexierten Eisenatome ist 13,5 A, zwischen den Enden der bei-
den Him Gruppen liegen etwa 5 A. Zusammen mit dem etwa 4,5 A entfernten Cug,
welches durch drei Histidin-Liganden gebunden ist, bildet Hém a; das binukleare
Zentrum (bZ).

Untereinheit |

Abbildung 1.3-3 Schematische Darstellung der UE I sowie der Redoxzentren Him a, Hém a; und Cus.
Angelehnt an: (Iwata, 1998).

Untereinheit II besteht aus zwei transmembranen o-Helizes, die als Membrananker
dienen, und einer wasserldslichen Doméne, die aus 10 B-Faltbldttern besteht. Diese
Domiine liegt oberhalb der UE I und beinhaltet das Redoxzentrum Cu,. Untersuchun-
gen haben ergeben, dass es sich hierbei um ein zweikerniges Cu-Cu Zentrum handelt,
das sich im oxidierten Zustand ein ungepaartes Elektron teilt, was rein formal zu der
ungewohnlichen Oxidationsstufe von + 1,5 fiihrt (Antholine et al., 1992; Karpefors et
al., 1996).
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Untereinheit 111 besteht aus sieben transmembranen a-Helizes, die in zwei Gruppen
zu zwei bzw. fiinf Helizes aufgebaut sind. Zwischen den beiden Gruppen erkennt man
eine V-formige Liicke, die bei der bakteriellen CcO mit zwei und bei der Rinderherz-
oxidase mit drei Phospholipiden gefiillt ist. Versuche haben gezeigt, dass die bakteri-
elle CcO auch ohne die UE III und IV ihre volle Funktionsfahigkeit erlangt (Bratton
et al., 1999). Die Stabilitit des Proteins scheint allerdings verdndert, da die modifi-
zierte CcO schneller ihre Funktionsfahigkeit verliert als die unverénderte CcO. Die

Schlussfolgerung aus diesem Versuch ist, dass die UE I u. a. die Stabilitdt des bZ
erhoht.

Untereinheit TV besteht aus nur einer transmembranen o-Helix. Diese beinhaltet eine
ATP-Bindestelle (Bisson et al., 1987), die moglicherweise regulatorische Funktionen
iibernimmt. Eine vergleichbare UE wurde auch bei der bakteriellen CcO von Para-
coccus denitrificans gefunden.

Untereinheiten IV bis XIII in der Rinderherzoxidase haben ebenfalls regulatorische
Funktionen (siehe (Kadenbach et al., 2000) und die darin enthaltenen Zitate) und
dienen dariiber hinaus vermutlich der Stabilisierung.

Funktion

Die Cytochrom-c-Oxidase katalysiert den Transfer von Elektronen des reduzierten
Cytochrom-c zum Sauerstoff. Hierbei handelt es sich um den letzten Schritt der
Atmungskette, wobei der Elektronendonor Cytochrom-c oxidiert und der Elektronen-
akzeptor Sauerstoff reduziert wird. Zu diesem Zweck werden vier Protonen aus der
Matrix bzw. dem Cytosol aufgenommen. Da diese Protonen bei der Sauerstoffchemie
verwendet werden, bezeichnet man sie als chemische Protonen (oder auch Substrat-
Protonen). Zusitzlich werden noch vier weitere Protonen aus der Matrix bzw. dem
Cytosol aufgenommen und durch das Protein auf die andere Seite der Membran ge-

pumpt. Diese Protonen nennt man gepumpte oder vektorielle Protonen. Die Gesam-
treaktion lautet:
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2+ : a
4 Cyte™ + 02 +4 H+gepmnpt, N-Seite 4 H+chemisch

4Cytc e 2 HZO +4 H’*-gepumpt, P-Seite
Die Reaktion fiihrt zur Bildung eines elektrochemischen Gradienten iiber der Mem-
bran. Durch den vektoriellen Transport der Protonen entsteht eine positive und saure
Auflenseite (Periplasma bzw. Intermembranraum), die im weiteren Verlauf P-Seite
genannt wird, und eine negative und basische Innenseite (Cytosol bzw. Matrix), die
N-Seite.

Die CcO gehort zur Familie der Haim-Kupfer-Oxidasen (Calhoun et al., 1994). Kenn-
zeichnend fiir diese Familie sind zwei Merkmale: hohe Sequenzhomologie der UE I
und das sogenannte binukleare Zentrum (bZ) als Ort der Sauerstoffchemie. Eine wei-
tere Unterteilung erfolgt anhand der Substratspezifitdt. Mitochondriale und einige
bakterielle Oxidasen nutzen wasserldsliches Cytochrom-c¢ als Elektronendonor und
gehdren somit zur Gruppe der Cytochrom-c-Oxidasen. Im Gegensatz dazu verwenden
einige Bakterien membranstindiges Quinol als Elektronenquelle und werden somit
als Quinol-Oxidasen bezeichnet.

1.3.2 Transportwege

Der Ort der Sauerstoffchemie — das bZ — liegt tief eingebettet in der Membran, etwa
auf halbem Weg zwischen Cytosol und Periplasma bei der bakteriellen CcO bzw.
zwischen Matrix und Intermembranraum bei der Rinderherzoxidase. Alle Edukte der
im bZ ablaufenden Reduktion des Sauerstoffs zu Wasser miissen zu diesem Ort ge-
langen. Neben dem Sauerstoff selber werden noch Elektronen und Protonen durch das
Protein zu diesem Ort gebracht. Dariiber hinaus miissen Protonen von der N-Seite auf
die P-Seite transportiert werden. All diese Transportprozesse miissen auf festgelegten
Bahnen ablaufen, da andernfalls eine Kontrolle der Reaktionen nicht moglich wiére.

Elektronentransport

Die vier Elektronen, die man zur Reduktion des Sauerstoffs benétigt, werden schritt-
weise von vier reduzierten Cytochrom-c¢ Molekiilen auf die CcO iibertragen. Der erste
Elektronenakzeptor ist das zweikernige Cua-Cu, Zentrum. Von hier aus werden die
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Elektronen zum Him a iibertragen (Hill, 1991), welches ~20 A (unteres Cu zum Fe
des Him a) entfernt ist (Iwata et al., 1995). Es stellt sich die Frage, warum der Elek-
tronentransfer zum Héim a im Vergleich zum Him a; erheblich schneller ist, obwohl
der Abstand zwischen Ham a; und Cus-Cu, Zentrum nur um etwa 3 A grofler ist als
der zum Him a. Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um den effektivsten Weg
zwischen Cu, und Hém a zu finden und damit die Unterschiede zwischen den Elek-
tronentransferkinetiken zu erkldren (Brunori et al., 1997). Auf der anderen Seite
fithrten Untersuchungen an Proteinen, die einen Elektronentransferprozess beinhalten
und deren Struktur bekannt ist, zu folgendem Ergebnis: Fiir den Fall, dass der kiirze-
ste Abstand zwischen den Redoxzentren kleiner als 14 A ist, so ist die Geschwindig-
keit des Elektronentransfers unabhingig vom Weg und erheblich schneller als typi-
sche Katalysegeschwindigkeiten (Page et al., 1999). Der kiirzeste Abstand zwischen
Cu, und Ham a liegt bei ~13 A und somit unterhalb der beschriebenen Grenze. Eine
weitere Erkldrung fiir die unterschiedlichen Elektronentransferraten bietet die Beob-
achtung, dass bei der Reduktion von Him a; ein Proton aus der Losung aufgenommen
wird (Verkhovsky et al., 1995), wohingegen die Reduktion von Him a zwar auch,
aber nicht im gleichen MaBe an eine Protonenaufnahme gekoppelt ist (Mitchell and
Rich, 1994). Die Kopplung von Protonentransfer und Elektronentransfer konnte somit
eine mogliche Erklérung dafiir sein, dass unterschiedliche Wege bevorzugt werden.

Der letzte Schritt des Elektronentransfers ist die Ubertragung des Elektrons vom Him
a zum bZ.

Sauerstofftransport

Die Loslichkeit von Sauerstoff in organischen Losungsmitteln ist um ein Vielfaches
grofer als in Wasser (z.B. um ein Faktor 4 in Alkohol (Merck Index, 1989)). Drei
Kanéle mit hydrophobem Charakter, welche in der Membran beginnen, wurden an-
hand der Strukturdaten vorgeschlagen (Tsukihara et al., 1996). Einer dieser Kanile
beginnt in der oben beschriebenen Liicke der UE I, wo in der Struktur endogene
Lipide beobachtet wurden, und fiihrt direkt zum bZ. Dieser Kanal ist zwar ldnger als
die beiden anderen beschriebenen, hat aber den Vorteil eines eingebauten Sauer-
stoffreservoirs. Mutationsstudien, die zielgerichtet diesen Kanal blockieren, unterstiit-

zen die Hypothese, dass es sich hierbei um den Eintrittskanal des Sauerstoffs handelt
(Riistama et al., 2000; Riistama et al., 1996).

Die Tatsache, dass es eine Vielzahl von vorgeschlagenen Sauerstoffkanilen gibt, lsst
den Schluss zu, dass moglicherweise auch mehrere Kansle vorhanden sind, Weil der
Sauerstoff in der Membran im Uberschuss vorliegt und somit nicht ratenlimitierend
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fiir die katalysierte Reaktion ist, stand die Ausbildung eines hochspezialisierten Sau-
erstoffkanals unter Umstédnden nicht unter einem hohen Selektionsdruck.

Protonentransport

Wihrend der Reduktion des Sauerstoffs werden vier Protonen bendtigt. Da der Ort
der Sauerstoffchemie etwa 30 A entfernt von der N-Seite liegt, muss im Protein min-
destens ein Kanal vorhanden sein, durch den Protonen gelangen kénnen. Charakteri-
stisch fiir solche Kandle sind polare AS, Wassermolekiile und Wasserstoffbriicken-
bindungen, entlang derer sich ein Proton zum Ort der Sauerstoffreduktion bewegen
kann. Dariiber hinaus miissen noch vier weitere Protonen von der N-Seite aufgenom-
men und durch das Protein transportiert werden. Anhand von Mutationsexperimenten
postulierte man zwei Kandle (Fetter et al., 1996; Fetter et al., 1995; Hosler et al.,
1993; Thomas et al., 1993), welche spiter durch die Kristallstrukturen ergénzt und
bestitigt wurden: den D-Kanal und den K-Kanal. Experimente haben gezeigt, dass
beide Kanile wihrend des Funktionszyklus zur Protonenaufnahme genutzt werden.
Mbogliche Protonenaustrittskanile werden in der Literatur diskutiert, sind aber bis
heute nicht identifiziert (Hofacker and Schulten, 1998; Morgan et al., 1994; Tsukihara
et al., 1996).

13



Einleitung

Ham a

.

&
$200_S201 *

N139

K-Kanal

Abbildong 1.3-4 Darstellung der zwei identifizierten Protonenkanile der CcO von R. sphaeroides

(Svensson-Ek et al., eingereicht). Zu erkennen sind neben den wichtigen AS der jeweiligen Kanile die in
der Kristallstruktur gefundenen Wassermolekiile (kleine Kreise).

D-Kanal

Dieser Kanal beginnt mit einem Aspartat (D132)’, lokalisiert in UE 1, das als mdgli-
cher Eintrittspunkt der Protonen gilt und dem Kanal seinen Namen gibt. Uber zwei
Asparagine (N139 und N121) und zwei Serine (5201 und S200) fijhrt der Kanal zn
einer Glutaminsdure (E286). Zwischen den AS liegt eine Kette von hochgeordneten
Wassermolekiilen. Der Abstand vom E286 zum bZ betréigt etwa 10 A, und es ist nicht
offensichtlich, wie Protonen diese Barriere {iberwinden knnen. Da es sich bei dieser

? D132 bedeutet, dass es sich hierbei um eine Aspartat mit der Nummer 132 handelt und dass diese AS
auf der UE I liegt. Die Nummerierung erfolgt in allen Fillen nach der R. sphaeroides Nummerierung,

Fiir den seltenen Fall, dass eine im Text genannte AS nicht in der UE I lokalisiert ist, wird die Nummer
der UE durch eine hochgestellte, rémische Ziffer veranschaulicht.
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Barriere um eine hydrophobe Tasche handelt, wurde die Moglichkeit in Betracht ge-
zogen, dass mehrere ungeordnete und somit fiir die Rontgen-Kristallografie unsicht-
bare Wassermolekiile vorhanden sind (Riistama et al., 1997). Da dieser Kanal sowohl
fiir gepumpte als auch fiir chemische Protonen genutzt wird (Konstantinov et al.,
1997), muss es einen Schalter geben, der unterscheidet, ob ein Proton zur P-Seite
gepumpt werden soll oder bei der Reduktion von Sauerstoff eingesetzt wird. Dieses
Element ist moglicherweise E286.

K-Kanal

Mbgliche Einginge zu diesem Kanal sind entweder ein Serin (S299) oder eine
Glutaminsiure (E101%), die auf der UE II lokalisiert ist. Der Kanal fiihrt weiter iiber
ein Lysin (K362), das diesem Kanal den Namen gibt. Zwischen S299 und K362 er-
kennt man ein verbindendes Wassermolekiil in der Struktur. Die Entfernung zur
nichsten AS, einem Threonin (T359), ist etwa 9 A. Man erkennt in der Struktur keine
Wassermolekiile zwischen diesen beiden AS. Molekulardynamik-Rechnungen haben
gezeigt, dass das K362 allerdings so flexibel ist, dass es diese Liicke iiberbriicken
kann (Hofacker and Schulten, 1998). Der nichste Schritt erfolgt wieder {iber ein Was-
sermolekiil zum Hydroxylrest der Farnesylseitenkette des Him a;. Das letzte Glied in
dieser Kette ist ein Tyrosin (Y288), welches in der Néhe eines der Cug-Liganden liegt
(H284). In der Struktur der Rinderherzoxidase (Yoshikawa et al., 1998) und der bak-
teriellen Oxidase von Paracoccus denitrificans (Ostermeier et al., 1997) gehen dieses
Histidin und Tyrosin eine ungewShnliche kovalente Bindung ein, welche allerdings in
der CcO von R. sphaeroides nicht zu beobachten ist (Svensson-Ek, eingereicht).

Protonen-/Wasseraustritt

Das wihrend der Reduktion gebildete Wasser und die gepumpten Protonen benétigen
einen Ausgang. Die Propionsdurereste der Himgruppen, die am Pumpvorgang betei-
ligt sein sollen (Puustinen and Wikstrom, 1999), bilden mit Hilfe einiger Arginine,
dem Mg2+ und einiger Wassermolekiile ein Wasserstoffbriickennetzwerk, das bis zur
P-Seite reicht. Dieses konnte eine Moglichkeit sein, das gebildete Wasser und die zu
pumpenden Protonen abzugeben. Bis heute ist allerdings noch kein Kanal identifiziert

worden.
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133 Modell des katalytischen Mechanismus

Die Reaktionsgeschwindigkeit der von CcO katalysierten Reduktion von Sauerstoff
zu Wasser wird durch den Elektronen- und Protonentransfer kontrolliert. Diese Kon-
trolle fithrt dazu, dass einige charakteristische Reaktionsschritte zeitlich getrennt von-
einander beobachtet werden konnen. Diese Zwischenzustinde bezeichnet man auch
als Intermediate, die in der Summe den Reaktionszyklus beschreiben.

CU 2+ 0
® H 20 aS+ a 3+ Cu 2+
x
1H“‘\ !
. OH"
RS H
H
Cu 2 F § reduktiv Cu,™ R
’
& a* Cug® e | & a8 Cug™
LE
i
o* oxidativ o
P 2
H O™ "
i
CU 1+ Pr CUA1+ A
a3+ a34+ CuB2+ a2+ a 2+ CuB1+
T 1
H I Q
0* OH Ne)

Abbildung 1.3-5 Schematische Darstellung des Funktionszykius der CcO ausgehend vom vollreduzier-

ten Zustand R (4 Elektronen). Die gestrichelten Pfeile geben mogliche Pumpschritte an (Sigurdson,
2001).

Der Reaktionszyklus ldsst sich grob in zwei Abschnitte unterteilen: den reduktiven
und den oxidativen Teil. Der reduktive Teil beinhaltet den Ubergang vom Zustand O,
bei dem alle Redoxzentren oxidiert sind, zum Zustand R. Dieser ist dadurch charakte-
risiert, dass durch die Aufnahme von zwei Elektronen das bZ reduziert vorliegt. Dar-
iiber hinaus werden bej diesem Ubergang zwei Protonen aufgenommen (Mitchell and
Rich, 1994). Dieses wird dadurch belegt, dass die Geschwindigkeitskonstante der
Reduktion mit steigendem pH sinkt (Verkhovsky et al., 1995). Die Aufnahme der
Protonen ist notwendig, um die iiberschiissigen negativen Ladungen, welche durch
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den Elektronentransfer in das bZ eingefiihrt werden, zu kompensieren. In der Litera-
tur wurde anfangs diskutiert, dass der K-Kanal fiir den oxidativen und der D-Kanal
fiir den reduktiven Abschnitt des Reaktionszyklus zustindig sei (Konstantinov et al.,
1997; Vygodina et al., 1998; Zaslavsky and Gennis, 1998). Somit wiirden zwei Pro-
tonen beim Ubergang von O — R durch den K-Kanal aufgenommen. Neuere Ergeb-
nisse zeigen allerdings, dass der D-Kanal ebenfalls in den reduktiven Teil des Reakti-
onszyklus involviert ist (Wikstrom et al., 2000) und diese Arbeit).

Der oxidative Teil beginnt mit der Anlagerung von Sauerstoff an das reduzierte
Hiam a; (R — A). Der nichste Schritt ist nun abhéingig davon, ob man die Reaktion
mit der volireduzierten (Cu,™, a**, a5>*, Cug'*; A — Pg) oder halbreduzierten Oxida-
se (Cup?, a*, as”, Cug'*; A — Py) durchfiihrt. Ist die CcO im vollreduzierten Zu-
stand, so werden vier Elektronen auf Sauerstoff iibertragen, wobei je ein Elektron
vom Hidm g und Cug kommt und zwei Elektronen vom Him as stammen. Im halbre-
duzierten Zustand werden ebenfalls vier Elektronen auf Sauerstoff iibertragen. Es
stellt sich allerdings die Frage, woher das vierte Elektron kommt, da Him a oxidiert
ist. Eine mogliche Quelle, nicht nur fiir ein Elektron, sondern auch fiir ein Proton, ist
ein Tyrosin (Y288), welches durch Radikalbildung beides freisetzen konnte. Bei der
Rinderherzoxidase bildet dieses Tyrosin eine kovalente Bindung mit einem Cug-
Liganden (H284), was nicht bei der CcO Struktur von R. sphaeroides beobachtet
wurde. Aktuelle Untersuchungen zeigen, dass sich beim Ubergang in den Zustand P
ein Radikal bildet (MacMillan et al., 1999; Proshlyakov et al., 2000). Die Radikalbil-
dung findet nicht nur im halbreduzierten Zustand statt, sondern auch im vollreduzier-
ten. Hier wird die Radikalbildung allerdings direkt durch das bei Hdm a vorhandene
Elektron riickgingig gemacht. Sowohl im halbreduzierten als auch im vollreduzierten
Zustand wird die Sauerstoffbindung beim Ubergang von A nach Py bzw. Pr gebro-
chen, wodurch ein Oxoferryl-Zustand gebildet wird. Altere Untersuchungen hatten
vorgeschlagen, dass die Bindung bei diesem Ubergang intakt bleibt und der Sauer-
stoff in Form eines Peroxids am Hém a; gebunden vorliegt, was diesem Zustand auch
seinen Namen (P) gab. Der Ubergang von A nach P ist in beiden Féllen pH-
unabhiingig, und weist damit darauf hin, dass wihrend dieser Reaktion keine Proto-
nen aufgenommen werden (Oliveberg et al., 1989). Interessanterweise haben beide P
Intermediate identische UV/Vis-Spektren. Die Struktur bzw. die Umgebung der
Chromophore beider Intermediate ist folglich vergleichbar (Morgan et al., 1996).

Im Falle der halbreduzierten Oxidase stoppt die Reaktion hier. Bei der vollreduzierten
Oxidase zerfillt das Intermediat allerdings unter der Aufnahme eines Protons von
E286 (Adelroth et al., 2000) aus dem D-Kanal zum Intermediat F. Neben der Proto-

17



Einleitung

nenaufnahme ist die (Re-) Reduktion des Him a durch Cua noch charakteristisch fiir
diesen Ubergang. Der Unterschied zwischen P und F wird deutlich bei der Betrach-
tung der UV/Vis-Spektren. Das F minus O Spektrum zeigt eine breite Absorption bei
580 nm, wihrend das P minus O Spektrum eine scharfe Bande bei 607 nm hat.

Der letzte Schritt im Funktionszyklus ist der F — O Ubergang. Hierbei wird wieder-
um ein Proton durch den D-Kanal aufgenommen und das letzte Elektron zum bZ
transportiert. Sowohl Elektron als auch Proton werden zur Reduktion bzw. Protonie-
rung des Oxoferryl-Komplexes eingesetzt (Fe*=0" +& + H" — Fe**-OH'; wobei die
Hydroxylgruppe auch an Cug gebunden sein konnte).

Eine Moglichkeit, diese Inte;mediate zu beobachten, bietet die flow-flash-Technik.
Hierbei werden zwei getrennte Kammern zum einen gefiillt mit vollreduzierter, CO
gebundener CcO und zum anderen mit sauerstoffgeséttigter Losung. Beide Losungen
werden anschlieBend in eine Mischkammer gepumpt. Um zu vermeiden, dass das an
der CcO gebundene CO durch den nun in der Losung vorhandenen Sauerstoff unkon-
trolliert ausgetauscht wird, muss die Vermischung sehr schnell erfolgen (< 1 s). Ist
dieses gewihrleistet, kann die Reaktion durch einen Laserpuls gestartet werden: Das
CO wird fotolysiert, der Sauerstoff bindet an das Protein und der Funktionszyklus
wird durchlaufen (Proshlyakov et al., 1996b; Proshlyakov et al., 1996; Proshlyakov et
al., 1994). Da in diesem Fall der gesamte Funktionszyklus abliuft, kénnen die Inter-
mediate allerdings nur zeitaufgelost beobachtet werden. '

Bisher ist nicht eindeutig gekldrt, welche Schritte im Funktionszyklus mit Protonen-
abgabe und infolgedessen mit dem eigentlichen Pumpvorgang assoziiert sind. In der
Abbildung 1.3-4 sind die bisher diskutierten, moglichen Pumpschritte durch einen
gestrichelten Pfeil dargestellt. Eine Vielzahl von detaillierten Modellen wird in der
Literatur beschrieben. Neben dem Histidin-Zyklus von Wikstrdm et al. (Morgan et
al., 1994) gibt es noch Modelle von Michel et. al. (Michel, 1998) sowie weitere modi-
fizierte Varianten (Michel, 1999; Michel, 1999b). Eine der wesentlichsten Diskrepan-
zen zwischen Wikstroms und Michels Model ist die Frage, ob die einzelnen
Pumpschritte iiber den gesamten Funktionszyklus verteilt sind (Michel) oder, ob nur
im oxidativen Teil Protonen gepumpt werden (Wikstrom). Die urspriingliche Mei-
r}'ung war, dass nur im oxidativen Teil des Funktionszyklus je zwei Protonen beim
Ubergang von P — Fund F — O gepumpt werden. Mittlerweile geht man allerdings
davon aus, dass auch beim Ubergang von O — R ebenfalls Protonen gepumpt wer-
den. Trotz der groBen Anzahl der bis heute verdffentlichten Arbeiten ist es nicht

mdglich, eindeutig zu sagen, welche Pumpschritte an welche Ubergiinge gekoppelt
sind.
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1.34 Aufgabenstellung

In dieser Arbeit sollen Untersuchungen an dem Membranprotein Cytochrom-c-
Oxidase durchgefiihrt werden. Sowohl die Rinderherzoxidase als Vertreter der Euka-
ryoten als auch die CcO von Rhodobacter sphaeroides als Vertreter der Prokaryoten
sind Gegenstand der Experimente. Das Ziel der Experimente ist es, einen Einblick in
den Mechanismus des Funktionszyklus zu erlangen und damit den Zusammenhang
zwischen Struktur und Funktion aufzukliren.

Eine Moglichkeit den Protonentransfer und die dabei beteiligten AS zu beobachten
ermoglicht die Fourier Transform Infrarot-Spektroskopie. Diese Technik war schon
bei der Aufkldrung des Fotozyklus von Bacteriorhodopsin sehr erfolgreich (Heberle
and Zscherp, 1996; Zscherp and Heberle, 1997). Die Messungen werden mit zwei
verschiedenen Modifikationen durchgefiihrt: Zum einen wird die CcO zeitaufgelost in
Transmission gemessen und zum anderen kommt die ATR-Technik bei Messungen im
Gleichgewicht zum Einsatz.

Fiir die Transmissionsmessungen werden im Wesentlichen zwei verschiedene Ansit-
ze verfolgt: Die Préaparation der vollreduzierten, CO gebundenen CcO soll optimiert
werden und bei Fotolyseexperimenten zum Einsatz kommen. Hierbei verfolgt man
die Kinetik der FeCO-Schwingung und die durch die Riickbindung von CO induzier-
ten Anderungen im Protein. Die CO-Kinetik ist vielfach in der Literatur beschrieben
und sehr gut untersucht worden, weshalb der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Un-
tersuchung der Anderungen im Protein liegt. Eine weitere Moglichkeit, Fotolyseexpe-
rimente durchzufiihren, bietet die halbreduzierte, CO gebundene CcO. Auch hier soll
die Probenpriparation fiir die Messungen im IR optimiert werden. Neben den oben
beschriebenen Beobachtungen bei Experimenten mit der vollreduzierten CcO kann
man in diesem Zustand zusitzlich noch durch Elektronentransfer induzierte Anderun-
gen im Protein untersuchen.

Die ATR-Technik erfordert eine besondere Priparation. Die in gereinigter Form vor-
liegende, solubilisierte CcO muss fiir diesen Zweck in Proteoliposomen rekonstituiert
werden. Um auszuschlieBen, dass diese Prozedur einen Effekt auf die Funktionalitt
der CcO hat, werden verschiedene Experimente durchgefiihrt. Im Anschluss daran
sollte es moglich sein, mit der rekonstituierten CcO Redox-Differenzspektren aufzu-
nehmen, und dariiber hinaus Intermediate des Funktionszyklus darzustellen.
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Bei allen Untersuchungen im IR liegt das besondere Interesse auf einem Bereich
(1750 — 1700 cm’™), in dem man Carboxylsiduren (Aspartat und Glutamat) beobachten
kann. Diese AS sind Schliisselelemente bei allen Protonenpumpen. Es ist daher von
besonderem Nutzen, Informationen iiber den Protonierungszustand und/oder Struktu-
randerungen dieser AS zu gewinnen.
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2  Material und Methoden

2.1 Aufzucht der Rhodobacter sphaeroides Bakterien

Alle Bakterienstimme von R. sphaeroides wurden von Bob Gennis (Department of
Biochemistry, University of Illinois at Urbana-Champaign, IL, USA) zur Verfiigung
gestellt. Die Aufzucht der Zellen und die Reinigung der CcO konnte ich wihrend
eines zweimonatigen Aufenthalts in den Laboratorien von Bob Gennis erlernen und
anschlielend in unserem Labor etablieren. Zur Herstellung des Wildtyps und von
Mutanten der CcO wird der Stamm JS100 verwendet. Bei diesem Stamm handelt es
sich um eine Mangelmutante, die eine Storung der Carotenoid-Biosynthese zeigt. Das
hat den Vorteil, dass die membranldslichen Carotenoide bei der Reinigung keinen
storenden Einfluss haben. Dieser Stamm weist auflerdem einen Verlust des ctaD Gens
auf, welches fiir die Untereinheit I der CcO kodiert und ersetzt wurde durch eine
Streptomycin/Spectinomycin-Resistenz. Die Expression dieser Untereinheit erfolgt
durch ein modifiziertes ctaD Gen, das fiir eine um sechs Histidine verlingerte
(6XHis) Untereinheit I kodiert und auf einem Plasmid liegt (Shapleigh and Gennis,
1992).

Die Aufzucht von R. sphaeroides erfolgt aerob im Minimalmedium (Sistrom, 1960).
Das Medium wird in zehnfacher Konzentration (10 X) hergestellt und enthilt die
folgenden Bestandteile:

di-Kaliumhydrogenphosphat 200 mM
Ammoniumsulfat 37,8 mM
Bernsteinsiure 340 mM
L-Glutamat 6,7 mM
L-Aspartat 2,5 mM
Natriumchlorid 85 mM
Nitriloessigsdure 10,47 mM
Magnesiumsulfat * 7 H,O 12 mM
Calciumchlorid * 2 HO 2,27 mM
Eisensulfat * 7 H,O 0,07 mM
Spurenelemente 1 mi/L

Ammoniummolybdatlsg * 4 H,O (1,25 %) 1,6 uM
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Die fiir das Minimalmedium notwendigen Spurenelemente werden in einer Stammlo-
sung zusammengefasst (100 ml):

EDTA 1,765 g

Zinksulfat * 7 H,O 1095 g

Eisen(I)-sulfat * 7 H,O 50g

Mangansulfat * H;O 1,54 ¢

Kupfersulfat * 5 H,O 0,392 ¢

Kobaltchlorid * 6 H,O 0,238 g

Schwefelsédure »einige Tropfen“, bis die Losung klar wird

Das 10 X Medium wird entweder autoklaviert und bei 4 °C gelagert oder direkt wei-
terverarbeitet. Fiir die Aufzucht der Zellen wird das Medium 10fach verdiinnt und mit
Kaliumhydroxid auf pH 7 eingestellt. 2L-Schiittelkolben (mit Schikane) werden mit
jeweils 800 ml Medium gefiillt und autoklaviert. Danach gibt man die notwendigen
Antibiotika und Vitamine zu: Pro Liter Kulturmedium 500 pl der Strep-
tomycin/Spectinomycin-Stamml6sung, 200 ul der Tetracyclin-Stamml&sung und 100

ul der Vitamin-Stammldsung. Die Stammldsungen haben folgende Zusammenset-
zung:

Vitamin-Stammlésung (100 ml, steril-filtriert)

Vitamin H 00lg
Niacin 10g
Vitamin B, 05¢g

Tetracyclin-Stammldsung:
Tetracyclin Hydrochlorid 10 mg/ml (50 % Ethanol/50 % Wasser)

Streptomycin/Spectinomycin—Stammlésung:
Streptomycin Sulfat 100 mg/ml
Spectinomycin 100 mg/ml

Um die Kolben mit einer geniigend groen Anzahl Zellen anzuimpfen, werden Vor-
kulturen gezogen. Die Anzucht der Vorkulturen geschieht in autoklavierten 500 ml
Schiittelkolben, gefiillt mit 200 ml Medium. Angeimpft werden diese Vorkulturen mit
jeweils 2 ml tiefgefrorenen Kulturen (25 % Glycerin). Das Animpfen der Losung
erfolgt, nachdem die erste Vorkultur griin geworden ist. Dieses ist ein Zeichen dafiir,
dass die Bakterien unter Sauerstoffmangel leiden und mit der Umstellung von oxida-
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tiver auf photosynthetische Energiegewinnung beginnen. Dies bedeutet aber auch,
dass die Ausbeute an CcO geringer wird. Die 2 Liter Kolben werden mit jeweils 10
bis 20 ml Vorkultur angeimpft. Das Wachstum der Zellen erfolgt in einem Schiitte-
linkubator (Infors) bei 30 °C und 130 RPM.

Je nach Zelldichte der Vorkultur und Art der Mutante werden die Zellen nach 18 bis
30 h geerntet. Der Zeitpunkt der Emte wird wieder iiber die Farbe der Zellsuspension
bestimmt. Sobald der erste Kolben griin ist, werden alle Zellen geerntet. Die Zellen
pelletiert man bei 8300 x g fiir 15 min in einem KA-9 Rotor (Kontron; Zentrifuge:
RCS5C, Sorvall). Die Ausbeute an Zellen liegt zwischen 2 und 5 g (Feuchtgewicht) pro
Liter eingesetztem Medium.

2.2 Reinigung der Cytochrom-c-Oxidase

Zentrifugationsschritte und French® Press

Fiir die Isolation der CcO werden zwischen 25 und 100 g Zellen (Feuchtgewicht)
eingesetzt. Im folgenden Schritt (Aufschluss der Zellwinde) resuspendiert man die
Zellen in 50 mM Phosphatpuffer (pH 8). Zur Unterdriickung der Proteaseaktivitit gibt
man Leupeptin und Benzamidin mit einer Endkonzentration von 0,5 mg/l bzw. 1 mM
zur Losung und leitet diese viermal durch eine French® Press. Der Druck innerhalb
der Zelle sollte wihrend der gesamten Zeit nicht unter 1.000 psi liegen. Anschlieend
wird das Lysat 10 Minuten in einem SS34 Rotor bei 17.000 x g zentrifugiert. Das
Pellet (nicht aufgeschlossene Zellen) verwirft man und wiederholt den ersten Zentri-
fugationsschritt mit dem Uberstand. Im néchsten Schritt wird der Uberstand fiir 4 h
bei 110.000 x g in einem Ti 50.2 Rotor (Beckmann) zentrifugiert. Der Uberstand
enthlt danach die 16slichen Proteine und wird verworfen. Das Pellet besteht u.a. aus
den Membranfragmenten und beinhaltet auch die CcO.

Solubilisierung

Das Pellet wird mit 50 mM Phosphatpuffer (pH 8) aufgenommen und homogenisiert.
Um die Proteine aus der Membran zu 16sen, wird iiber einen Zeitraum von 15 min 20
prozentige n-Dodecyl-B-D-Maltosid-Stammldsung (DM) (Anatrace) zum Homogeni-
sat gegeben (Endkonzentration 1 % w/v) und iiber Nacht (> 8 h) bei 4 °C geriihrt. Der
Ulberschuss an Detergenz im Verhiltnis zum Lipid fiihrt dazu, dass die Proteine aus
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ihren Membranfragmenten in einzelne Detergenzmizellen iiberfiihrt werden. Da die
einzelne Detergenzmizelle inkl. Protein leichter ist als die nicht-solubilisierten Mem-
branfragmente, kann man diese durch Zentrifugation trennen. Aus diesem Grund
zentrifugiert man den Solubilisierungsansatz fiir 2 h bei 110.000 x g. Das Pellet wird
verworfen und der Uberstand zur weiteren Bearbeitung gesammelt.

Affinitétschromatografie

Die Reinigung erfolgt durch Affinititschromatografie. Bei dieser Technik gibt es eine
stationdre Phase (Sepharose), einen Komplexbildner (Nitriloessigsiure), der an die
stationéire Phase gebunden ist, und ein komplexiertes Metallion (Ni). Die sehr hohe
Affinitit des Metallions zum 6XHis Ende der Untereinheit I erlaubt eine selektive
Bindung des Proteins. Durch Variation des Waschpuffers (pH und Salzkonzentration)
lassen sich unspezifisch gebundene Proteine entfernen. Ein Uberschuss an Imidazol
verdréngt das Protein aus der Bindung, da es mit Imidazol um die Bindung am Ni
konkurriert. Folglich kann das Protein gezielt eluiert werden. Die Wasch- und Eluti-
onspuffer miissen fiir jedes Protein getestet und optimiert werden. Fiir die CcO ergibt
sich folgendes Schema (siehe (Mitchell and Gennis, 1995)):

a Die Affinitétssdule fiillt man mit Sdulenmaterial (Ni-NTA Agarose, Qiagen)
und dquilibriert (ca. 6faches Saulenvolumen) mit Waschpuffer A (50 mM Phosphat,
10 mM Imidazol, 0,1 % DM). Die Bindekapazitit des Siulenmaterials betrdgt 5 - 10
mg/ml fiir ein 20 kD groBes Protein (Qiagen Katalog). Da die CcO mit 120 kD er-
heblich groBer ist, werden 1 ml Siulenmaterial pro mg Protein eingesetzt.

b Sobald die Saule #quilibriert ist, mischt man den Uberstand aus dem letzten
Zentrifugationsschritt mit dem Siulenmaterial. Die Bindung des Proteins mit dem
Séulenmaterial wird durch 20 miniitiges Riihren gewihrleistet. Nachdem sich das
Séulenmaterial wieder abgesetzt hat (ca. 1 h), sollte die Bindung vollstindig sein.

c Zur Uberpriifung der Bindung wird die Konzentration der Oxidase im ersten

Durchlauf getestet (siehe Abbildung 2.2-1). Fiir den Fall, dass noch Oxidase im

Durchlauf detektiert wird, muss Schritt b (mbglicherweise mit mehr/neuem S#ulen-
material) wiederholt werden.

d Die Sdule wird mit folgenden Waschpuffern jeweils solange gewaschen, bis

der Durchlauf Klar ist: Waschpuffer A, Waschpuffer B (250 mM Phosphat, 10 mM

Imidazol, 0,1 % DM), Waschpuffer C (250 mM Phosphat, 25 mM Imidazol, 0,1 %
DM) und wieder Waschpuffer A. .
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e Man eluiert das Protein mit dem Eluationspuffer (50 mM Phosphat, 100 mM
Imidazol, 0,1 % DM). Je langsamer das Protein eluiert, desto schirfer ist das Eluati-
onsprofil des Proteins.

Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der CcO erfolgt im sichtbaren Spektralbereich mit
Hilfe eines UV/Vis-Spektrometers (UV-2101PC, Shimadzu). Dafiir fiillt man 1 ml
Oxidaseldsung in eine Kiivette mit einer optischen Weglidnge von 1 cm. Das erste
Spektrum wird im oxidierten Zustand (Cus?*-Cu,?*, Fe,>, Fe,s>', Cug®*) aufgenom-
men. Durch Zugabe von 100 pl einer 1 M Natriumdithionit-Losung geht die Oxidase
in den vollreduzierten Zustand iiber. Dieser Zustand ist dadurch gekennzeichnet, dass
alle vier Redoxzentren ein Elektron mehr haben als im oxidierten Zustand (CuAl'5+-
Cu,'**, Fe,”*, Fey™t, Cug'™). Nachdem das zweite (reduzierte) Spektrum um den Ver-
diinnungsfaktor korrigiert ist, zieht man das erste (oxidierte) Spektrum davon ab. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgt nicht nur bei der gereinigten Oxidase (Eluat).
Besonders zwischen den einzelnen Reinigungsschritten ist es wichtig zu wissen, wo
und wieviel CcO vorhanden ist. Aus diesem Grund sind beispielhaft einige Differenz-
spektren zur Bestimmung der Konzentration aus verschiedenen Reinigungsschrittén

dargestellt.
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Abbildung 2.2-1 Zeigt Redox-Differenzspekiren in der a-Region. Dargestellt sind folgende Differenz-
spektren: Das erste Spektrum (Solubilisierte Membranen) dient der Besimmung der Proteinmenge vor

dem Auftragen auf die Siule (b). Die 1. (c) und die letzte Waschfraktion (d) dient der Uberpriifung der
Bindung von CcO an die Siule. Das letzte Spektrum (Eluat) zeigt die gereinigte CcO.

Das oberste Spektrum zeigt ein Homogenisat der solubilisierten Membranen vor dem
Auftragen auf die Affinititssédule. Man erkennt deutlich, dass neben der Absorption
bei 607 nm, die grofitenteils dem reduzierten Ham a; der CcO entspricht (sieche Kapi-
tel 2.4.1.1), weitere Banden bei 522 und 552 nm zu erkennen sind (z. B. Cytochrom-
b). Um zu testen, ob die CcO an die Sdule bindet, wird die erste Waschfraktion unter-
sucht. Spektrum b zeigt, dass kaum noch CcO in der Waschfraktion vorhanden ist,
aber alle anderen Banden deutlich zu sehen sind. Dieses Exgebnis weist darauf hin,
dass die CcO an die Sdule gebunden hat und die Verunreinigungen, soweit moglich,
herausgewaschen werden. Dieses verdeutlicht auch das Spektrum c; nach mehreren
Waschschritten sind alle Verunreinigungen verschwunden. Die Eluation mit Imidazol
liefert dann reine CcO, wie das unterste Spektrum zeigt. Die Konzentration 148t sich
wie folgt berechnen: Der Absorptionskoeffizient der CcO im ~ Redox-
Differenzspektrum betrigt €45 - €630 = 24 mM! cm™ (van Gelder, 1966). Die Kon-

zentration der CcO bei einer optischen Weglénge von 1 ¢m berechnet sich nach Lam-
bert-Beer:

Coxidase = (OD(g05) — OD309)/(24 mM™)
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Pufferaustausch und Konzentrierung

Imidazol hat nicht nur einen Einfluss auf das sichtbare Spektrum der CcO, sondern
destabilisiert die CcO auch. Deshalb muss Imidazol entfernt werden. Zu diesem
Zweck und zur Erhéhung der Konzentration wird das Protein in einem Amicon-100
Konzentrator mehrfach konzentriert und wieder mit dem gewiinschten Puffer ver-
diinnt. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis ein Verdiinnungsfaktor grofer
100 erreicht ist und die Konzentration der CcO je nach Experiment bei ca. 100 — 400
uM liegt. Zur Aufbewahrung wird das Protein tropfenweise in fliissigen Stickstoff
pipettiert und bei — 80 °C gelagert.

2.3 Rekonstitution der Cytochrom-c-Oxidase in Lipidvesikeln

Voraussetzung fiir alle Schritte wihrend der Rekonstitution ist, dass die benutzten
GlasgefiBe ,,sauber” sind. Da schon eine geringe Verunreinigung der GefdBe mit
Detergenzien oder Lipiden zu einer unvollstindigen Rekonstitution fithren konnen,
werden alle GefiBe vor Gebrauch fiir mind. 10 h (iiber Nacht) in 6 M KOH gereinigt.
Dieser Schritt fiihrt dazu, dass die obersten Schichten der GlasgefdBe entfernt und
damit Verunreinigungen beseitigt werden. Das anschlieBende Auswaschen mit deio-
nisiertem Wasser und die Fortsetzung der Reinigung fiir eine Dauer von 1,5 h im
Ultraschallbad (H,0) bewirken, dass die Glasoberfldche wieder hydrophil wird.

Lipid-Stammlésung

Tn einem 10 ml Fichkolben wiegt man 10 mg DMPC (1,2-Ditetramiristoyl-sn-
glycero-3-phosphatidylcholin, Sigma) ein und 16st in 9 ml Chloroform. Durch Zugabe
von 1 ml Methanol wird die Loslichkeit der Lipide ethdht. Die Stamml6sung wird bei
-30 °C gelagert.

Herstellung der Lipidvesikel

Zur Herstellung der Vesikel werden 0,5 bis 1 ml der Lipid-Stammlosung in ein Be-
cherglas (2 ml) gegeben. Unter einem leichten Stickstoffstrom wird das Losungsmit-
telgemisch vollstéandig verdampft (mind. fiir 2 h). Das Volumen des verdampften
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Losungsmittels wird durch 10 mM Phosphatpuffer (pH 8) mit 2 % (w/v) Cholat (Sig-
ma) ersetzt. Die polaren Kopfgruppen der Lipide werden 30 min im Ultraschallbad
hydratisiert. Es muss darauf geachtet werden, dass dieser und der folgende Schritt
oberhalb des T, (23 °C fir DMPC; Ubergangstemperatur gelartig — fliissig-
kristallin) der eingesetzten Lipide durchgefiihrt wird. Mit Hilfe eines Stab-
Ultraschallgeréts (Labsonic L, B. Braun) werden die Vesikel durch 5 bis 10 min Be-
schallung geformt. Die Vesikellosung wird dann fiir 10 min in einer Tischzentrifuge
(Centrifuge 5414 S, Eppendorf) mit 14.000 RPM zentrifugiert, um Metallabrieb des
Stabultraschallgerits zu entfernen.

Entfernung des Detergenz und Rekonstitution der Cytochrom-c-Oxidase in Pro-
teoliposomen

Dieser Schritt kann auf verschiedenen Wegen durchgefiihrt werden. Neben der Dialy-
se, der Gelchromatografie und der Verdiinnung gibt es noch die Adsorption an Po-
lystyrol Kugeln (Bio-Beads SM-2, Bio-Rad), die in dieser Arbeit angewendet wird.
Eine detaillierte Beschreibung und Diskussion findet man in der Arbeit von Rigaud et
al. (Rigaud et al., 1998) und den darin zitierten Arbeiten. Basierend auf dieser Arbeit
wurde eine Prozedur fiir die CcO entwickelt und optimiert, die eine Verringerung der
Konzentration an exogenen Lipiden um einen Faktror 10.000 beinhaltet.

Zur Reinigung der Bio-Beads werden sie vor Gebrauch fiir 10 min in Methanol gege-
ben (nicht linger, da sie sich sonst auflésen) und anschlieBend mit 10 mM Phosphat-
puffer (pH 8) gewaschen. Die Vesikellosung und die solubilisierte Oxidase werden
etwa im Verhéltnis 1:1 (Lipid- zu Proteinkonzentration) fiir die Rinderherzoxidase
und 5:1 fiir die bakterielle CcO gemischt. Das Endvolumen wird durch Zugabe von
10 mM Phosphatpuffer (pH 8) auf 500 ul eingestellt. Der Protein-Lipid-Mix wird bei
4 °C fiir 30 min geriihrt. Insgesamt wird 1 g der gereinigten Bio-Beads pro 500 pl
Protein-Lipid-Mix (und somit pro 1 bis 2 mg eingesetztem Protein) abgewogen und in

16 Fraktionen aufgeteilt. Die Anteile gibt man bei 4 °C nach folgendem Schema zum
Protein-Lipid-Mix:
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Zeit [h] 0|1 |2 {3 |4 |5 |6 |7

Anteil {1/16] {1 (1 |1 |1 |2 (2 |4 |4

Tabelle 2-1

Nach Zugabe der letzten Bio-Beads wird die gesamte Losung iiber Nacht bei 4 °C
geriihrt. Am néchsten Tag werden die Bio-Beads entfernt und die Konzentration der
Losung bestimmt. Gewohnlich liegt die Konzentration bei etwa 20 pM. Die Losun-
gen werden bei 4 °C gelagert und innerhalb von einer Woche verbraucht.
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2.4 Spektroskopische Methoden und Datenauswertung

24.1 Grundlagen der Schwingungsspektroskopie

Die Infrarot (IR)-Spektroskopie ist ein hervorragendes Hilfsmittel, um Informationen
iiber einzelne Schwingungen in einem Molekiil zu erlangen. Im Gegensatz zur sicht-
baren Spektroskopie, bei der elektronische Ubergiinge betrachtet werden, reicht die
Energie der elektromagnetischen Strahlung im IR nur aus, um Schwingungsiibergin-
ge zu induzieren. Dieses macht die IR-Spektroskopie aber erheblich selektiver als die
sichtbare Spektroskopie. Dariiber hinaus kénnen auch solche Proteine untersucht
werden, die keinen Chromophor besitzen, also nicht ,farbig“ und daher ungeeignet
fiir sichtbare Spektroskopie sind.

Die Auswahlregel fiir das Erscheinen einer Bande im IR-Spektrum ist, dass die Nor-
malschwingung mit einer Anderung des Dipolmoments gekoppelt sein muss. Die
Anzahl der Schwingungen in einem Molekiil richtet sich nach der Anzahl der Atome
N. Ein Molekiil mit N Atomen besitzt 3N-6 Schwingungsfreiheitsgrade. Da die An-
zahl der Atome in biologischen Molekiilen (Proteinen) sehr groB ist, steigt auch die
Anzahl der Schwingungen, die zu einem Infrarotspektrum beitragen, stark an. Dieses
fiihrt zu einer Uberlagerung der einzelnen Banden, so dass bei groen Proteinen, wie
z. B. der bakteriellen CcO, es kaum méglich ist, Absolutspektren im Hinblick auf die
Funktion zu interpretieren. In der Abbildung 2.4-1 B ist ein Absolutspektrum der CcO
in Phosphatpuffer dargestellt. Man erkennt, dass allein aufgrund der starken Absorp-
tion des Wassers und des Proteins eine Interpretation des Spektrums schwierig wird.
Das Spektrum A zeigt eine breite Emission iiber einen Bereich von 7000 bis 800
Wellenzahlen. Bei unseren Messungen ist besonders der Bereich zwischen 1800 und
950 cm™ sowie zwischen 2300 und 1900 cm™ von besonderem Interesse. In diesen
Bereichen zeigt das Emissionsspektrum des Globars eine hohe Photonenintensitit,
was gut fiir das Signal/Rausch-Verhiltnis ist.
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Abbildung 2.4-1 Zeigt Einkanalspektren (A) ohne Probe (Referenzspektrum) und mit CcO (~300 pM)
und 100 mM Phosphat Puffer (Probenspektrum), aufgenommen mit einer Transmissions-Kiivette mit 10
pm Schichtdicke. Das Absolutspektrum (B) erhilt man durch Subtrahieren der logarithmierten Einkanal-
spektren. Zu erkennen sind verschiedene Absorptionsbanden: Wasser, Phosphat, Protein und Detergenz.

Eine Moglichkeit, die Problematik der starken Wasser- und Proteinabsorption zu um-
gehen, stellt die Differenzspektroskopie dar. Hierbei wird das Protein im ,,Zustand X*
als Referenzspektrum gemessen und anschliefiend durch geeignete Methoden in den
,Zustand Y* iiberfiihrt und erneut gemessen (Probenspektrum). Als Ergebnis erhélt
man ein Differenzspektrum ,,Y minus X*, bei dem nur diejenigen Schwingungen
dargestellt werden, die sich beim Ubergang vom ersten in den zweiten Zustand geén-
dert haben. Beispiele hierfiir sind die lichtinduzierten (,,Licht minus Dunkel) oder
durch chemische Modifikation induzierten (,,Reduziert minus Oxidiert”) Verénderun-
gen und ihre Differenzspektren in den folgenden Kapiteln.

Eine Schwierigkeit ist hierbei allerdings, dass die gemessenen Anderungen im Diffe-
renzspektrum um ein vielfaches kleiner sind als die Gesamtabsorption. In Abbildung
2.4-1 B erkennt man, dass bei einer Schichtdicke von ~10 um und einer Proteinkon-
zentration von ~300 uM die Absorption der Amid I Bande bei ~1 liegt. Die zu er-
wartenden Differenzbanden sind um einen Faktor 1000 kleiner — liegen also bei ~1
mOD. Dieses hat zur Folge, dass selbst kleine Variationen von Parameter wie z. B.
Temperatur und pH, die wihrend des Differenzexperiments eigentlich konstant sein
sollten, einen groBen Einfluss auf das Differenzspektrum haben kénnen. In einem Ry
— O Differenzspektrum beispielsweise will man nur solche Signale messen, die durch
die Reduktion der Kofaktoren induziert werden. Hat allerdings der oxidierende Puffer
einen pH der unterschiedlich von dem des reduzierenden Puffers ist, so werden Ande-
rungen im Protein (pH-)induziert, deren Signale groBer sind und damit die redox-
induzierten Signale iiberlagern (siche Abbildung 3.4-2). Diese kommt bei Diffe-
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renzexperimenten erschwerend hinzu und muss bei der Durchfiihrung beriicksichtigt
werden.

Fourier Transform Infrarot-Spektroskopie (FTIR-Spektroskopie)

Im Vergleich zu herkémmlichen IR-Gitterspektrometern besitzt die FTIR-
Spektroskopie wesentliche Vorteile: In einem Gitterspektrometer wird das Messlicht
Wellenlénge fiir Wellenlénge zeitlich getrennt am Detektor aufgezeichnet. Bei einem
FTIR-Spektrometer dagegen wird der gesamte Bereich des Messlichtes (Fellget-
Vorteil). Durch die Einkopplung eines HeNe-Lasers in das Interferometer ist ein in-
terner Frequenzstandard vorhanden, der eine aufwendige Kalibrierung hinfillig macht
(Connes-Vorteil). Dariiber hinaus ermdglichen die bei diesem Verfahren runden
Aperturen einen besseren Strahlendurchsatz (Jacquinot-Vorteil).

Bevor das vom Globar ausgesandte Messlicht die Probe erreicht, passiert es das Herz-
stiick des Spektrometers, das Michelson-Interferometer (siehe Abbildung 2.4-2). Hier
wird der Strahl an einem Strahlteiler in zwei identische Strahlen aufgeteilt. Einer der
Strahlen trifft auf einen festen Spiegel und wird reflektiert, der andere trifft auf einen
beweglichen Spiegel mit einer Wegléngendifferenz Ax und wird ebenfalls reflektiert.
Vereinigen sich die beiden Strahlen wieder, so haben sie je nach Spiegelstellung des
beweglichen Spiegels eine Phasendifferenz und interferieren dementsprechend. Ab-
hingig von der eingestrahlten Wellenlinge und der Weglingendifferenz oszilliert die
Intensitit am Detektor. Fiir das Signal am Detektor bei eingestrahlter Wellenzahl v
gilt:

I(x) =I1(v)(1+cos2zvx) Gleichung 2-1
Da die IR-Lichtquelle iiber einen Bereich kontinuierlich strahlt, entspricht das Signal

am Detektor der Summe aller oszillierenden Intensitdten. Man spricht von einem
Interferogramm. Es gilt:

I(x)= j;fl(v)(1+cos27wx)]dv Gleichung 2-2

Das Interesse liegt bei der Intensititsverteilung in Abhéingigkeit von der Wellenzahl.

Das sogenannte Einkanalspektrum erhélt man durch eine mathematische Umformung,
der Fourier-Transformation. Es gilt:
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V)= 4j: [I(x)—L1I(0)]cos(2mvx)dx  Gleichung 2-3

Durch Logarithmieren der Einkanalspektren (Ires und Ipgne) und anschlieBende
Subtraktion erhilt man das Absolutspektrum.

Da man aufgrund des endlichen Verfahrweges des beweglichen Spiegels nicht in der
Lage ist, wie in Gl. 2.2 beschrieben, ein unendliches Interferogramm aufzunehmen,
miissen noch einige Korrekturen, wie z. B. eine Apodisation, vorgenommen werden.
Eine detaillierte Beschreibung und Diskussion der Theorie der FTIR-Spektroskopie
findet man bei W. Herres et al (Gronholz and Herres, 1985).

24.2 Versuchsaufbau

Bei allen Versuchen im IR kommt ein IFS 66v Spektrometer von Bruker zum Einsatz.
Hierbei handelt es sich um ein Gerit, das teilweise evakuiert werden kann. Mit Aus-
nahme der Probenkammer haben die restlichen Teile des Gehéduses einen Druck von
etwa 10 mbar. Dieses fithrt dazu, dass storende Absorptionen von Wasserdampf und
Kohlendioxid fast vollstindig beseitigt und Fehler durch Konvektion der Luft verrin-
gert werden. Die Lichtquelle ist ein Globar (IR) oder wahlweise eine Halogenlampe
(VIS). Im Vis werden die Signale von einer Silizium-Diode, im IR von einem mit
fliissigem Stickstoff gekiihlten MCT-Detektor (Mercury-Cadmium-Tellurit) gemes-
sen. AnschlieBend digitalisiert ein Analog/Digital-Wandler die Signale und transfe-
riert sie auf den Messrechner (PC).
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Abbildung 2.4-2 Schematischer Aufbau des IFS 66v Spektrometers.

Spiilen der Probenkammer mit trockener Luft wihrend der Messungen verringert die
Absorption von Wasserdampf und Kohlendioxid. Die Experimente werden mit zwei

unterschiedlichen Versuchsaufbauten durchgefiihrt, die jeweils in der Probenkammer
installiert werden.

Bei der Transmissions-Zelle befindet sich die Probe in einer infrarotdurchléssigen
Kiivette (BaF, oder CaF,), die senkrecht zum einfallenden Messlicht liegt. Die Kii-
vetten haben eine optische Weglénge von 5 — 10 pm (sieche Abb. 2.4-3). Die Einstel-
lung der gewiinschten Temperatur erfolgte iiber einen Thermostaten (Julabo, FP30;,

mit Ethanol als Kiihifliissigkeit), der mit einem temperierbaren Probenhalter verbun-
den ist. 1

Die Transmissions-Kiivetten bilden ein abgeschlossenes Kompartmént, d. h. die Pro-
be muss vor dem VerschlieBen der Kiivette so manipuliert werden, dass sie bei den
anschliefenden Messungen im gewiinschten Zustand vorliegt. Alle Transmissions-
Experimente werden in Losung durchgefiihrt. Ein Problem hierbei ist, dass sich Pro-
teinabsorption und Wasserabsorption in einigen Bereichen iiberlagern. Um zu ver-
meiden, dass der lineare Bereich des Detektors verlassen wird, variiert man die Pro-
teinkonzentration und die Schichtdicke der IR-Kiivetten so, dass im beobachteten
Bereich zwischen 2200 und 1000 cm™ die optische Dichte den Wert 1 nicht iiber-

steigt. Je hoher die Proteinkonzentration ist desto besser, da mehr Wasser aus dem
Strahlengang verdringt wird.
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In dieser Arbeit werden verschiedene Transmissions-Experimente durchgefiihrt, die
sich hinsichtlich der Probenpréparation unterscheiden (siehe Kapitel 2.4.1.1) und in
drei Gruppen einteilen lassen: CO-Fotolyse der volireduzierten (4 Elektronen) und
der halbreduzierten (2 Elektronen) CcO sowie fotoinduzierte Redox-
Differenzexperimente.

iR-Fenster [ 1]

B @ optionaler Spacer
mit 50 ym
Vakuumfett —— ~Io.6-10um

IR-Kiivette

Abbildung 2.4-3 Schematische Darstellung einer IR-Kiivette

Die attenuated total reflection (ATR)-Technik beruht auf dem Effekt, dass beim
Ubergang eines Lichtstrahls zwischen zwei Medien mit unterschiedlichem Bre-
chungsindex an der Grenzfliche oberhalb eines kritischen Winkels Totalreflexion
auftritt, Wie in Abb. 2.4-4 zu erkennen, koppelt man den IR-Strahl in einen infrarot-
durchlissigen Kristall. Oberhalb des kritischen Winkels tritt an der Grenzfliche je-
weils Totalreflexion auf, so dass der Lichtstrahl durch den Kristall geleitet wird. Am
Ende verlisst der IR-Strahl den Kiristall und wird in den Transmissions-Strahlengang
zuriickgefiihrt. Bei der abgeschwichten Totalreflexion kommt es zur Ausbildung
einer evaneszierenden Welle in das angrenzende Medium. Die Eindringtiefe dieser
Welle und damit auch die Stiirke der Absorption ist abhéngig von der Wellenldnge,
den Brechungsindizes der Medien und dem Einfallswinkel. Mit Hilfe der letzten bei-
den Parameter lisst sich die Eindringtiefe der evaneszierenden Welle variieren. Fiir
die Eindringtiefe d, gilt:

35



Material und Methoden
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Bei einem Silizium/Wasser-Ubergang (nsigum = 3,42 und Dwasser = 1,33) und einem
Einfallswinkel ® von 50° ergibt sich eine Eindringtiefe von ~0,4 mal der Wellenldn-
ge.

Bei unseren Versuchen wurde eine Micro-ATR-Zelle der Firma Resultec verwendet.
Das interne Reflexionselement besteht aus Diamant und liefert 9 effektive Reflexio-
nen. Wie man der Abb. 2.4-4 entnehmen kann, besteht die Moglichkeit, iiber einen
Kiihlkreislauf die Temperatur der Probe zu regulieren. Dabei wird wie beim Trans-
missions-Aufbau ein Thermostat genutzt.

Eine weitere Modifikation des ATR-Aufbaus wurde im Verlauf dieser Arbeit einge-
setzt. Zu diesem Zweck wird eine Durchfluss-Zelle auf den Kristall aufgesetzt.
Durch diesen ergéinzenden Aufsatz wird das Puffervolumen, welches die Probe iiber-
schichtet, auf ein Minimum herabgesetzt (~1ul). Dariiber hinaus kann man mit Hilfe
eines Dreiwegeventils und einer Schlauchpumpe nicht nur die Pufferlésung kontinu-
ierlich austauschen, sondern auch zwischen zwei verschiedenen Puffern wechseln.
Zur Aufnahme eines Redox-Differenzspektrums muss folglich nicht mehr der Ple-
xiglassdeckel beim Austausch der Losungen entfernt werden. Ein weiterer Vorteil ist,

dass die Spektren unter einem kontinuierlichem Pufferstrom gemessen werden kon-
nen (siehe Kapitel 3.3.2).
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Pufferlésung Ein-/Auslass

\

Duchflusszelie

Diamant

IR-Strahl

Abbildung 2.4-4 Schematischer Aufbau der Diamant-ATR-Zelle mit Durchflussaufsatz.

Fiir die zeitaufgelosten Fotolyse-Experimente und Fotoreduktions-Messungen wird
ein Nd:YAG-Laser (GCR 12s, Spectra Physics) mit einer Grundwellenldnge von
1064 nm eingesetzt. Mit Hilfe eines KDP-Kristalls (SHG, Spectra Physics) werden
die fiir unsere Experimente notwendigen Wellenlingen von 532 nm und 355 nm
(Pulslinge etwa 10 ns) erzeugt. Den austretenden Laserstrahl koppelt man in einen
flexiblen Quarz-Lichtleiter und kann iiber diesen je nach Versuchsaufbau die ATR-

Zelle bzw. die Transmissions-Kiivette erreichen,

24.3 Zeitaufgeloste Fourier-Transform Infrarot Spektroskopie

Fiir die zeitauflosenden Messungen stehen zwei Verfahren zur Verfiigung. Bei der
Rapid-Scan-Technik werden die einzelnen Interferogramme nacheinander in be-
stimmten Zeitintervallen aufgenommen. Die Zeitauflosung wird hierbei begrenzt
durch die Zeitspanne, die der bewegliche Spiegel bendtigt, um ein komplettes Inter-
ferogramm aufzunehmen. Dieses Zeitintervall wird neben der Spiegelgeschwindigkeit
durch die spektrale Aufldsung bestimmt: Der Verfahrweg des Spiegels steigt mit ho-
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herer spektraler Auflosung und hat daher direkt eine Verringerung der zeitlichen
Auflésung zur Folge. Mit den Standardeinstellungen von 200 kHz fiir die Spiegelge-
schwindigkeit und einer spektralen Auflosung von 4,5 cm” ergibt sich eine maximale
Zeitauflosung von 30 bis 40 ms. Hierbei handelt es sich um ein Intervall, da der Spie-
gel etwa 10 ms benétigt, um ein komplettes Interferogramm aufzunehmen. Dieses hat
allerdings zur Folge, dass die zeitliche Information innerhalb des Spektrums unscharf
wird.

Ein groBer Vorteil dieser Technik liegt darin, dass man mit einem Experiment mehre-
re Differenzspektren eines Funktionszyklus aufnehmen kann. Eine weitere Stirke
dieses Verfahrens ist es, in einem vergleichbaren Zeitraum mehr Spektren mitteln zu
kdnnen als mit der Step-Scan-Technik (siehe nichster Absatz). Dieses fiihrt zu einem
erheblich besseren Signal/Rausch-Verhiltnis. Um es weiter zu verbessern, wurden in
einer Messung bis zu 10.000 Experimente gemittelt. Weitere Verbesserungen ergeben
sich durch Mittelung von mehreren Messungen. Die maximale Anzahl von gemittel-
ten Spektren lag bei 100.000. Nachteilig bei der Rapid-Scan-Technik ist allerdings die
geringe Zeitauflosung im Vergleich zur Step-Scan-Technik

Die Step-Scan-Technik ist gekennzeichnet durch eine schrittweise Aufnahme der
Interferogrammpunkte (siche Abbildung 2.4-5) (Barowy and Sakai, 1984; Sakai and
Murphy, 1978). Dazu fahrt der bewegliche Spiegel zu der Position, die dem ersten
Interferogrammpunkt entspricht. Die Reaktion wird z. B. durch einen Laserblitz ge-
startet und die zeitliche Anderung des Signals am Detektor aufgezeichnet. Anschlie-
Bend wird die ndchste Spiegelposition angefahren, die Reaktion erneut gestartet und
wieder gemessen. Dieser Vorgang wird so lange wiederholt, bis die fiir ein vollstin-
diges Interferogramm bendtigten Punkte aufgenommen sind. Das Signal/Rausch-
Verhéltnis kann verbessert werden, indem man bei jeder Spiegelposition einige Zeit-
spuren mittelt. Nachdem die Messung beendet ist, wird der Datensatz, der aus einzel-
nen Zeitspuren bei der Spiegelposition x besteht, in Interferogramme zum Zeitpunkt ¢
zusammengesetzt. Da wihrend einer Step-Scan-Messung kein Datenaustausch zwi-
schen dem Messrechner und dem Spektrometer stattfindet, ist die Anzahl der Daten-
punkte durch den Speicher des internen 16 bit Analog/Digital-Wandlers (2 Mbyte)
limitiert. Bei einer Interferogrammgréfe von 1.000 Messpunkten ist es somit mog-
lich, 1.000 Zeitspuren mit je 1.000 Zeitpunkten aufzunehmen. Die Zeitauflésung ist
demzufolge nur durch den Detektor bzw. der nachgeschalteten Elektronik limitiert.
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intensitat

Spiegelposition x

Abbildung 2.4-5 Prinzip der zeitaufgeldsten Step-Scan-Technik. Auf der x-Achse sind die verschiede-
nen Spiegelpositionen des beweglichen Spiegels dargestellt. Die z-Achse reprisentiert die Intensitit und
die y-Achse die zeitliche Entwicklung der Interferogramme. Dargestellt ist nur ein Ausschnitt der ge-
samten aufgenommenen Matrix,

Bei allen Step-Scan-Messungen wird der spektrale Bereich durch Breitbandfilter der
Firma OCLI (Optical Coating Laboratory, Inc.; bezogen iiber Lot-Oriel, Langenberg)
eingeschrinkt. Es wird entweder zwischen 950 und 1950 cm™ (im weiteren ,,Amid-
Bereich“ genannt) oder 1600 und 2300 cm™ (im weiteren ,,CO-Bereich“ genannt)
gemessen. Zusammen mit der Standardaufldsung von 4,5 cm™ ergibt dies eine Inter-
ferogrammgréfe von < 1.000 Punkten. Ein weiterer Vorteil der Breitbandfilter ist,
dass die Intensitdt des Messlichts im interessanten Spektralbereich erhht werden
kann. Durch die Einschridnkung des Messbereichs sinkt die Intensitdt des center-
bursts’ im Interferogram. Mit Hilfe einer Apertur kann die Intensitdt wieder soweit
erhdht werden, dass der dynamischen Bereich des Detoktors voll ausgeschopft wird.
Dieses fiihrt zu einem besseren Signal/Rausch-Verhéltnis.

Die Anzahl und die Abstéinde der Zeitpunkte kénnen nun intern mit der Opus Soft-
ware auf einer linearen Zeitachse (Standard: 1.000 Zeitpunkte) oder extern durch
einen programmierbaren Frequenzgenerator (Wavetek model 39) auf einer quasi-
logarithmischen Zeitachse (Bolwien, 2001) gewéhlt werden. Mit einer ZeitauflSsung
des MCT-Detektors von 5 ps und 1000 squidistanten Zeitpunkten iiberdeckt man ein
Zeitintervall von 5 bis 5000 ps. Durch Anderung der max. zeitlichen Auflosung z. B.

4 Hierbei handelt es sich um das Intensitdtsmaximum des Interferograms.
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auf 100 s ldsst sich das betrachtete Zeitintervall auf 0,1 bis 100 ms verschieben. Der
Nachteil besteht allerdings darin, dass man zwei Messungen durchfithren muss, um
ein Zeitintervall von 5 ps bis 100 ms abzudecken. Mit der quasi-logarithmischen
Zeitachse kann man dagegen den Bereich von 7 ps bis 100 ms mit einer Messung
abdecken.

Die Synchronisation der Experimente erfolgt dadurch, dass ein TTL-Puls vom Spek-
trometer zum Laser und zum AD-Wandler gesendet wird, was den Zeitnullpunkt der
Messung definiert. Von diesem Zeitpunkt an werden alle Signale aufgenommen und
als Einkanalspektren abgespeichert. Der Laser braucht einige Zeit, bis der Laserpuls
ausgesandt wird (etwa 100 ps). Bei einer Zeitauflosung von 5 ps auf einer linearen
Zeitachse hat dies zur Folge, dass etwa die ersten 20 Einkanalspektren vor dem La-
serpuls aufgenommen werden und somit als Referenz dienen knnen. Misst man al-
lerdings mit einer Zeitauflsung von 100 s, so hat man praktisch nur ein Referenz-
spektrum zur Verfiigung. Dies wird umgangen, indem man den ausgesandten TTL-
Puls zum Laser um 2 ms verzégert, was dazu fiihrt, dass man wiederum etwa 20 Re-
ferenzspektren erhdlt. Da die Triggerung des Lasers iiber die Blitzlampen erfolgt, die
Energie aber iiber den Q-Switch-Delay eingestellt wird, kann es zu einer Verinderung
des Zeitnullpunkts kommen. Aus diesem Grund muss man den Zeitnullpunkt bei der
Auswertung der Daten genau bestimmen (siehe Kapitel 2.4.5).

244 Probenpriparation und -charakterisierung

Wie im vorherigen Abschnitt erwihnt, werden zwei verschiedene Messaufbauten
genutzt. Die Probenpréparation fiir die Transmissions-Messungen unterscheidet sich
erheblich von derjenigen der ATR-Messungen. Die bei der Probenpriparation ver-
wendete CcO von R. sphaeroides wurde, wie im Kapitel 2.2 beschrieben, isoliert und
gereinigt. Die Rinderherzoxidase wurde von H. Sigurdson und P. Brzezinski vom
Institut fiir Biophysik an der Universitéit Goteborg, Schweden, zur Verfiigung gestellt.

24.4.1 Transmission

Vollreduzierte, CO gebundene CcO

Beim letzten Schritt der Proteinreinigung wird die CcO mit dem Puffer gewaschen,
der auch fiir die anschlieBenden Experimente bendtigt wird. Alle Puffer enthalten 50
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mM Phosphat, 100 mM KCI und 0,05 % n-Dodecyl-B-D-Maltosid, wobei der pH je
nach Versuch variiert. Die pH-Kontrolle erfolgt jeweils direkt vor der Probenpripara-
tion, so dass etwaige pH-Abweichungen durch den letzten Waschschritt iiberpriift
werden kdnnen.

Zur Reduktion der Oxidase vermischt man 8 ul der hochkonzentrierten Oxidaseld-
sung (100 — 400 pM) mit 2 pl einer 250 mM Ascorbat- oder Dithionit-Losung, so
dass sich eine Endkonzentration von 50 mM Ascorbat bzw. Dithionit ergibt. Man
muss darauf achten, dass durch Zugabe der Reduktionslosungen keine pH-
Verschiebung stattfindet. AnschlieBend gibt man 4 — 8 ul der reduzierten Oxidase-
Losung auf eine IR-Kiivette (L-Optik), die dann in eine gasdicht verschliebare Pro-
benkammer (siehe Abbildung 2.4-6) iiberfiihrt wird. Bevor man die Kammer
verschlieft, kénnen je nach Versuchsbedingungen wissrige Salzlosungen auf den
Boden des Probenraums gefiillt werden, um zu verhindern, dass die Probe wihrend
der Priparation austrocknet. Nachdem die Probenkammer verschlossen ist, wird ab-
wechselnd Vakuum gezogen und mit CO gespiilt (ca. 10 mal). Hierdurch wird er-
reicht, dass der Sauerstoff vollstindig aus der Atmosphére und den Losungen entfernt
wird, andernfalls wiirde die CcO unter Verwendung der Elektronen den Sauerstoff zu
Wasser umwandeln. Die Probe verbleibt in dieser Atmosphére (ca. 0,5 — 1 bar Uber-
druck CO) fiir 1 h. Nach dieser Inkubationszeit wird die Kiivette durch ein entspre-
chendes IR-Fenster, was zu Beginn der Priparation ebenfalls in die Kammer einge-

baut wird, innerhalb der CO-Atmosphére verschlossen.
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zum VerschlieBen der
Kiivette
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Abbildung 2.4-6 Schematische Darstellung der Anaerobenkammer (Sigurdson, 2001).

Vor jeder IR-Messung wird ein UV/Vis Spektrum aufgenommen (Shimadzu, UV-
2]120PC), um zu iiberpriifen, ob die CcO auch im vollreduzierten, CO gebundenen
Zustand vorliegt. In der folgenden Abbildung (2.4-7 A) ist ein solches Spektrum dar-
gestellt sowie die Spektren der oxidierten und der reduzierten Form. Die Absolut-
spektren entsprechen in Bezug auf ihre Maxima den in der Literatur beschriebenen

Spektren (Vanneste, 1966). Im unteren Teil der Abbildung (2.4-7 B) erkennt man die
entsprechenden Differenzspektren.
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Abbildung 2.4-7 Dargestellt sind verschiedene Absolutspektren (A) und Differenzspektren (B) der CcO
im UV/Vis-Bereich. Alle Absolutspektren wurden mit einer IR-Kiivette mit 10 um Weglénge aufge-
nommen.

Beim Ubergang vom oxidierten in den reduzierten Zustand (Reduziert minus Oxi-
diert) erkennt man eine Rotverschiebung in der Soret-Region (y-Region) von 420 nm
(negative Bande) zu 445 nm (positive Bande) sowie die Entstehung einer Bande bei
605 nm in der a-Region. Grob lasst sich sagen, dass in der Soret-Region die Absorp-
tion zu je 50 % vom Him a und Him a; getragen wird. In der a-Region tragen Ham a
70 % und Him a; 30 % zur Absorption bei (Liao and Palmer, 1996). Durch die Bin-
dung von CO an das Hdm a3 der vollreduzierten Oxidase ((Reduziert + CO) minus
Reduziert) verschiebt sich ein Teil der 445 nm Bande zu 430 nm. In der a-Region ist
die Verschiebung zu 590 nm (positive Bande) nur schwer zu beobachten, da Him as
nur zu 30 % der Gesamtabsorpti'on in diesem Bereich beitrigt.

Grundsitzlich konnen alle Spektren nur qualitativ beurteilt werden. Durch die Tatsa-
che, dass es sich, wie oben schon erwihnt, bei der Transmissions-Kiivette um ein
abgeschlossenes System handelt, ist es schwierig, quantitative Aussagen iiber die
einzelnen Zustinde zu machen. Erhdlt man z. B. ein UV/Vis Spektrum, welches zeigt,
dass die CcO nicht vollstindig reduziert ist, so kann man keine weiteren Reduktions-
dquivalente hinzufiigen. Dieses wiire allerdings notwendig, um den exakten Prozent-
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satz an unvollstindig reduzierter CcO zu bestimmen. Da dieses aber nicht moglich ist,
dienen die Absolutspektren somit als Negativkontrolle. Es werden nur die Proben fiir
weitere Experimente genutzt, bei denen das Absolutspektrum dem korrekten Zustand
entspricht.

Halbreduzierte, CO gebundene CcO

Die Priparation der halbreduzierten CcO (Cug und Hém a; sind reduziert; Him a und
Cu, sind oxidiert) erfolgt dhnlich wie bei der vollreduzierten CcO und wurde erstmals
von Greenwood et al. (Greenwood et al., 1974) beschrieben. Nach dem letzten Reini-
gungsschritt wird die CcO auf einer IR-Kiivette in die Probenkammer gegeben, ohne
vorher ein Reduktionsmittel hinzuzufiigen. Nachdem abwechselnd Vakuum gezogen
und mit CO gespiilt wurde, verbleibt die Probe fiir 5 min in der CO-Atmosphire,
bevor sie verschlossen wird. Dadurch dass CO und 2 OH zu CO, und H,O reagieren,
werden zwei Elektronen frei, die das binukleare Zentrum reduzieren (Sakai and Ta-
kahashi, 1996). Diese Reaktion ist stark pH-abhingig (Brzezinski and Malmstrom,
1985), was ebenfalls bei unseren Versuchen beobachtet werden konnte. Unsere Ver-
suche werden bei zwei pH-Werten durchgefiihrt. Bei pH 6,5 dauert die Bildung des
halbreduzierten Zustandes etwa 12 h, und der Zustand ist dariiber hinaus iiber einen
grofen Zeitraum (> 48 h) stabil. Im Gegensatz dazu ist die Bildungsgeschwindigkeit
bei pH 8,3 (+ 0,2) erheblich beschleunigt (etwa 30 min), und nach etwa 4 h bei
Raumtemperatur sind Teile der Proteinldsung mit drei oder vier Elektronen reduziert.
Fiir die Messungen im IR benétigt man Proben, die tiber einige Stunden stabil sind.
Um die Autoreduktion der Oxidase bei pH 8,3 zu verlangsamen, werden alle Mes-

sungen bei 5 °C durchgefiihet. Dieses fiihrt dazu, dass {iber 6 h keine Anderungen im
UV/Vis-Spektrum erkennbar sind.

Vor und nach jedem IR-Experiment werden die Proben mit Hilfe der UV/Vis-
Spektroskopie iiberpriiften, ob der halbreduzierte Zustand noch vorliegt. In Abbildung
2.4-8 sind zwei Differenzspektren dargestellt. Sie beschreiben die Absorptionsénde-
rungen, die durch die Reduktion der Oxidase mit vier Elektronen (durchgezogene

Linie) bzw. zwei Elektronen (gestrichelte Linie) und CO-Bindung hervorgerufen
werden.
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Abbildung 2.4-8 Dargestellt sind Differenzspektren der halbreduzierten, CO gebundenen CcO minus der
oxidierten CcO (gestrichelt) sowie der vollreduzierten, CO gebundenen CcO minus der oxidierten CcO,
im UV/Vis,

Man erkennt deutlich die Unterschiede zwischen den Differenzspektren. Da in der a-
Region die Absorption zu 70 % vom H&m a getragen wird, ist hier die Anderung
beim Ubergang vom halbreduzierten (Hzma a ist oxidiert) in den vollreduzierten Zu-
stand (Ham a ist reduziert) besonders deutlich in Form einer starken Absorptionszu-
nahme zu erkennen. Bei beiden Spektren sieht man in dieser Region eine Bande
(Schulter) bei 590 nm, die man der Bindung von CO an das reduzierte Him a; zuord-
net. In der Soret-Region gibt es im halbreduzierten Zustand nur eine Bande bei 433
nm, die dem reduzierten, CO gebundenen Ham a; zuzuordnen ist. Beim Ubergang in
den vollreduzierten Zustand stellt man eine zweite Bande bei 443 nm fest, die durch
die Reduktion von Him a entsteht. Weiterhin kann man im halbreduzierten Zustand
bei 420 nm eine Schulter nachweisen, der im vollreduzierten Zustand eine negative
Bande entgegensteht. Das bedeutet, dass bei der Préparation der halbreduzierten CcO
zum Zeitpunkt der Aufnahme des Spektrums noch Teile der Oxidase-Molekiile oxi-
diert waren. Dieser Zustand wurde nicht nur billigend in Kauf genommen, da CO nur
an das reduzierte Ham a; bindet und somit das oxidierte Molekiil nicht in einem CO-
Fotolyse-Experiment sichtbar wird, sondern war beabsichtigt, da aufgrund der Re-
doxpotentiale zuniichst alle Him a; Zentren reduziert werden und danach erst Him a.
Somit wire eine kleine Population oxidierter CcO ein Indikator dafiir, dass es noch
kein reduziertes Ham a gibt. Es wurde somit bei der Kontrolle des halbreduzierten

Zustandes auf drei Punkte geachtet:

* Die Absorption bei 605 nm soll nicht die Absorption bei 590 nm iibersteigen.
¢ Keine Schulter bei 443 nm.

45



Material und Methoden

e Absorption bei 420 nm.

Jeder dieser Punkte fiir sich ist nur ein schwacher Hinweis auf den halbreduzierten
Zustand. Alle Punkte zusammen ergeben allerdings die Moglichkeit zu unterscheiden,
ob die Probe im halbreduzierten oder in einem mit drei (bzw. vier) Elektronen redu-
zierten Zustand vorliegt!

Eine weitere Moglichkeit, den Oxidationszustand der Redoxzentren zu unterscheiden,
liegt in der Analyse der FeCO-Streckschwingung im IR. Elektrochemische Titratio-
nen, die im UV/Vis und im IR gleichzeitig beobachtet wurden, haben gezeigt, dass
die FeCO-Streckschwingung redox-sensitiv ist (Dodson et al., 1996). Fiir die Rinder-
herzoxidase wurde eine Verschiebung von 1965,5 cm™ zu 1963,3 cm” beim Uber-
gang vom halbreduzierten in den vollreduzierten Zustand beschrieben.

In Abbildung 2.4-9 erkennt man, dass bei unseren Experimenten mit der bakteriellen
CcO ebenfalls eine Verschiebung von etwa zwei Wellenzahlen beim Ubergang vom
halbreduzierten (1967 cm™) in den vollreduzierten Zustand (1965 cm™) zu beobach-
ten ist. Zur ergidnzenden Kontrolle werden neben den sichtbaren Messungen zusétz-
lich Rapid-Scan-Experimente durchgefiihrt, um die Frequenz der FeCO-Schwingung

und damit den Oxidationszustand der Redoxzentren bei gebundenem CO zu bestim-
men.

10,2 mOD

2000 1990 1980 1970 1960 1950 1940 1930
Wellenzahl / em-1

Abbildung 2.4-9 Dargestellt sind die CO-Banden eines Licht minus Dunkel Differenzspektren der hal-

breduzierten (gestrichelt) und der vollreduzierten Oxidase. Die S

n (gestric . pektren wurden 30 ms nach der CO-
Fotolyse mit Hilfe eines Rapid-Scan-Experiments aufgenommen. V i :
KCL 50 mM Phoogtias 000 7 aDosl ol en. Versuchsbedingungen waren: 100 mM

3-D-Maltosid, 3 bei 5 ° i 3
Falle der vollreduzierten Oxidase, sid, pH 8,3 bei 5 °C, sowie 50 mM Ascorbat im
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Die Kombination aus sichtbarer und IR-Kontrolle ermoglicht es, den Zustand der
Oxidase exakt zu bestimmen und eine genaue Unterscheidung zwischen vollredu-
ziertem, CO gebundenem und halbreduziertem, CO gebundenem Zustand durchzu-
fithren.

Fotoreduktion

Die Probenpriparation fiir die fotochemischen Experimente ist angelehnt an Liibben
et al. (Liibben and Gerwert, 1996). Im Gegensatz zu den vorhergehenden Priparatio-
nen handelt es sich in diesem Fall um eine Priiparation fiir nur ein Differenzexperi-
ment.

Nach dem letzten Reinigungsschritt wird die Oxidaseldsung mit einer Losung, die
100 mM EDTA, 500 uM Riboflavin und 50 mM Phosphat enthilt, im Verhltnis 10:1
vermischt. Anschliefend werden 4 — 6 pl dieses Gemischs auf eine IR-Kiivette gege-
ben und mit einem IR-Fenster verschlossen. Die Probe wird im UV/Vis vor und nach

jedem Experiment iiberpriift.

Bei diesem Experiment handelt es sich um ein Redox-Differenzexperiment. Hierbei
wird die CcO im oxidierten Zustand als Referenzspektrum gemessen und anschlie-
Bend durch 100 Pulse des frequenzverdreifachten (355 nm) Nd:YAG Lasers fotore-
duziert und erneut vermessen. Hierbei wird Riboflavin durch den Laserpuls in den
ersten angeregten Zustand tiberfiihrt und geht dann durch einen verbotenen Spiniiber-
gang (Intersystem crossing) in einen Triplett-Zustand iiber. In diesem Zustand kann
Riboflavin ein Wasserstoff von einem organischen Molekiil (EDTA) abstrahieren.
Dieses starke Reduktionsmittel ist dann in der Lage, ein Elektron auf die CcO zu
iibertragen (Liibben and Gerwert, 1996; Tollin, 1995). Da in unserem Fall EDTA in
einem 200fachen Uberschuss vorliegt, kann durch wiederholte Anregung des
Riboflavins (100 Pulse) sichergestellt werden, dass die CcO in den vollreduzierten

Zustand iibergeht.

2442 ATR

Fiir die ATR-Messungen wird die CcO — wie in Kapitel 2.3 beschrieben — in Proteoli-
posomen rekonstituiert. Danach gibt man 10 bis 30 pl dieser Losung auf das Refle-
xionselement der ATR-Zelle und verdampft unter einem leichten Stickstoffstrom das
Losungsmittel. Der getrocknete Film wird anschliefend je nach Experiment mit einer
geeigneten Pufferlosung rehydratisiert. Dadurch kommt es zum Eindringen von Was-

47



Material und Methoden

sermolekiilen zwischen die Lipidschichten (Anschwellen). Die sinkende Absorption
der Amid I Bande wird teilweise durch eine Wasserbande kompensiert. Dies gilt nicht
fiir die Amid II Bande. Hier erkennt man deutlich die geringere Proteinabsorption,
nachdem der Film rehydratisiert ist (siche Abb. 2.4-10). Die Wechselwirkung der
hydrophilen Diamantoberfliche mit den polaren Kopfgruppen der Lipide und der
Lipide untereinander ist aber so stark, dass die CcO an der Oberfliche haften bleibt.
Nach zwei bis vier Stunden ist dieser Vorgang beendet, so dass mit den Messungen
begonnen werden kann.

0,20D

o
£
<

getrockneter Film

— T e T o oy e e e e e e e

rehydratisierier Film

1800 1700 1600 1500 1400 1300 ' 1200
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Abbil'dung 2.4_-1_0 Ab_solutspektrum eines getrockneten (durchgezogene Linie) und eines rehydratisierten
(g‘estnchelte Linie) Films der rekonstituierten CcO. Der getrocknete Film wurde mit einer wissrigen
Losung von 100 mM KCl, 50 mM Phosphat und PH 8 iiberschichtet.

24.5 Datenauswertung

Zur Datenanalyse der Step-Scan-Messungen wurde die Software Matlab (Math-
Works) eingesetzt. Da die Step-Scan-Daten als Einkanalspektren vorliegen, miissen

erst die Differenzspektren berechnet werden. Fiir ein Differenzspektrum zum Zeit-
punkt t gilt:

AA() = log[Ix/I(t)]
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I(t) bezeichnet die Intensitit des Einkanalspektrums zum Zeitpunkt t. Die Bestim-
mung des Zeitnullpunkts und damit auch die Anzahl der fiir die Mittelung der Refe-
renz (Ir) verwendeten Einkanalspektren erfolgt durch Einsetzen verschiedener Werte.

Wie schon in Kapitel 2.4.3 erwihnt, wurden aus messtechnischen Griinden Messun-
gen mit unterschiedlicher Zeitauflssung und in unterschiedlichen Wellenzahlenberei-
chen durchgefiibrt. Mit Hilfe von Matlab war es nun moglich, mehrere Experimente,
die zur Verbesserung des Signal-/Rauschverhiltnisses durchgefiihrt wurden, zu mit-
teln und zusammenzufassen. Das Ergebnis ist eine Gesamtmatrix AA(Vit,), wobei
die Zeilen der zeitlichen Entwicklung bei einer Wellenzahl vy, und die Spalten einem
Differenzspektrum zum Zeitpunkt t, entsprechen. Diese Matrix beinhaltet anschlie-
Bend die komplette spektrale und zeitliche Information.

24.5.1 Singulérwertzerlegung
AnschlieBend wird mit der so erhaltenen Gesamtmatrix eine Singuldrwertzerlegung
(SVD von: singular value decomposition) durchgefiihrt (siehe (Georgiadis et al.,
1994; Thorgeirsson et al., 1991; Thorgeirsson et al., 1992)). Hierbei gilt, dass man
diese Matrix als ein Produkt dreier Matrizen darstellen kann:

AA (vt)y=U*S* V"

Die Matrix U beinhaltet die orthonormierten Basisspektren und die Diagonalmatrix S
die Singulirwerte (Gewichtungsfaktoren). Die Matrix VT ist die transponierte Form
der Matrix V und enthilt die Zeitinformation. Fiir die Elemente der Matrix S gilt:

81,1 > 522> 833> eeees > Spin 2 0

Die Anzahl der Singuléirwerte entspricht der Anzahl der linear unabhéngigen Basis-
vektoren, die bendtigt werden, um die Matrix AA darzustellen. Bei einer Messung
ohne Rauschen entspriiche der Rang der Matrix gerade der Anzahl der linear unab-
héingigen Basisvektoren. Da dieser Zustand bei realen Messungen allerdings nicht
vorkommt, beschreiben die Basisvektoren mit hohen Indizes nur noch das Rauschen.
Um die wesentlichen Bestandteile der Matrix AA darzustellen, bendtigt man somit
nicht alle Basisvektoren. Indem man die Matrix S, bildet, fiir die gilt, dass alle Ele-
memte mit dem Index i > r gleich Null sind, erhélt man eine Matrix, die um die Ba-
sisvektoren gekiirzt ist, die nur das Rauschen beschreiben. Es gilt:

AA,=U*8. * V!
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Zur Beurteilung, welche Singulirwerte beriicksichtigt werden und welche nicht, gibt
es verschiedene Verfahren. Ein rein mathematisches Verfahren besteht in der festle-
gung eines Abbruchkriteriums. Dies ist allerdings schwierig, da das Signal/Rausch-
Verhiltnis im beobachteten spektralen Beeich variiert. Das in dieser Arbeit verwen-
dete Verfahren zur Bestimmung der Anzahl signifikanter Basisvektoren besteht in
einem Vergleich jeweils der Komponenten der U Matrix (spektrale Information) und
der Komponenten der V Matrix (Zeitverldufe). Beim Vergleich der Spektren der U
Matrix erkennt man solche Spektren, die nur noch Rauschen enthalten, daran, dass
gerade in dem Bereich starke Signale zu erkennen sind, wo das Rauschen erwar-
tungsgemif am groten ist. Ein Beispiel hierfiir ist die Amid I Region um 1660 cm™.
Da in diesem Bereich durch die Absorption von Wasser und Protein die Anzahl der
Photonen, die den Detektor erreichen, sehr gering ist, ist das Rauschen gro8. Ein
weiterer Bereich mit starkem Rauschen liegt um 1000 cm™, wo Wasser (~850 cm™)
und Phosphat (~1080 cm™) absorbieren und dariiber hinaus die Emission des Globar
langsam nachlisst. Beim Vergleich der Zeitverldufe (V Matrix) muss man wissen,
dass bei zyklischen Prozessen dieser wieder auf Null zuriickgehen sollte. Man stellt
allerdings fest, dass die Signale derjenigen Zeitverldufe, welche das Rauschen dar-
stellen, mit zunechmendem zeitlichen Abstand nicht auf Null zuriickkehren. Dariiber

hinaus erkennt man Schwingungen mit einer Frequenz von 50 Hz, die auf eine elek-
trische Stérung hinweisen.

Die beschriebenen Hilfsmittel geben die Mdglichkeit, ausreichend genau zu entschei-

den, wieviele Basisvektoren notwendig sind. Im Zweifelsfall wurde eher eine Kom-
ponente mehr benutzt.

2.4.5.2 Exponentialanpassung

Die Anpassung der Daten erfolgt in erster Linie zur qualitativen Beschreibung der
Ergebnisse und nicht zur detaillierten, kinetischen Analyse. Ein Ziel der exponentiel-
len Anpassung war es, den Einfluss von Parametern wie z. B. Anderungen des pH-
Werts, der Temperatur oder der Salzkonzentration auf die Kinetik zu bestimmen. Eine

V\-/eltere Aufgabe bestand darin, durch den Vergleich der Zeitkonstanten zweier Expe-
rimente zu entscheiden,

: ob die Probe in beiden Experimenten im selben Zustand war
(siehe Kapitel 3.2.2).

Die Anpassung erfolgte mit Matlab parallel an die Zeitverldufe der V Matrix (Ap)
nach folgender Gleichung (siche (Bolwien, 2001)):
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3 Ergebnisse

3.1 Blitzlichtfotolyse der vollreduzierten, CO gebundenen Cyto-
chrom-c-Oxidase

Die Blitzlichtfotolyse der vollreduzierten, CO gebundenen CcO ermdglicht, Ande-
rungen im binuklearen Zentrum (bZ) und seiner Umgebung mit hoher Zeitauflosung
zu verfolgen. Im vollreduzierten Zustand bindet CO an das Him a;. Durch einen La-
serpuls lisst sich diese Bindung brechen. CO bindet nach der Fotolyse innerhalb von
Pikosekunden an Cug, #quilibriert in Mikrosekunden mit CO in Losung und kehrt
anschlieBend in Millisekunden wieder an das Ham a; zuriick (Raumtemperatur). Eine
Vielzahl von Blitzlichtfotolyse-Experimenten wurde im UV/Vis und im IR unter ver-
schiedensten Bedingungen durchgefiihrt (siche (Einarsdottir, 1995) und die darin

enthaltenen Zitate). Anhand der Experimente ergab sich folgendes kinetisches Mo-
dell:

-------
L *w

k, k4
Fe,3-(CO) Cug' = Fe,2* Cug™(CO) z/;-: Fe.,2* Cug® + (CO)
1

Abbildung 3.1-1 Schematische Darstellung eines Fotolyseexperiments mit vollreduzierter, CO gebunde-
neg Ril}d?rherzoxidase. Bei Raumtemperatur und in CO gesittigter Losung ist k, = 1030 s, k; = 6,8 *
10" M"s” und k; =4,7 * 10° " (Einarsdottir et al., 1993; Woodruff et al., 1991).

Zeitaufgeloste Fotolyse-Experimente wurden im IR in der Vergangenheit aufgrund
der schwierigen Probenpriparation nur im CO-Bereich durchgefiihrt, da hier das
Protein selbst nicht absorbiert und somit Proben mit einer bis zu fiinffach groBeren
optischen Dichte eingesetzt werden konnten als im Amid-Bereich (Dyer et al., 1994;
Einarsdottir et al., 1993; Fiamingo et al., 1982; Sharrock and Yonetani, 1977; Woo-
druff et al., 1991). Neuere Versuche von Rost et al. haben erstmals gezeigt, dass es
auch mdglich ist, die Kinetik der CcO im Amid-Bereich zeitaufgelsst zu verfolgen
(Rost et al., 1999). Die Versuche wurden allerdings mit der Rapid-Scan-Technik
durchgefiihrt. Hierbei hat man zwar den grofen Vorteil, schnell ein gutes Si-
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gnal/Rausch-Verhéltnis zu erhalten, erkauft sich diesen aber durch eine geringe Zeit-
auflésung von 30 bis 40 ms (siehe auch Kapitel 2.4.3). In dieser Arbeit konnte erst-
mals gezeigt werden, dass man die Riickbindung des CO und die damit verbundenen
Anderungen im Protein parallel verfolgen kann. Mit Hilfe der Step-Scan-Technik
wurde die Zeitauflosung der Experimente im Vergleich zu bereits verdffentlichten
Resultaten um etwa vier GroBenordnungen auf 5 ps verbessert. Sowohl die Rinder-
herzoxidase als auch die bakterielle CcO von R. sphaeroides wurden in Fotolyse-
Experimenten untersucht. Die mit der Probenpréparation verbundenen Schwierigkei-
ten aufgrund des hohen Molekulargewichts der CcO im Vergleich zu bisher unter-
suchten Proteinen und der dadurch resultierenden stirkeren Absorption im Amid-
Bereich wurden bereits beschrieben und verdffentlicht (Heitbrink et al., 2002).

3.1.1 Kinetik der vollreduzierten, CO gebundenen Rinderherzoxidase

Die Priparation der CcO erfolgt wie in Kapitel 2.4.4 beschrieben mit einer Protein-
konzentration von ~300 uM. Die Datenaufnahme erfolgt in zwei verschiedenen spek-
tralen Bereichen mit der Step-Scan-Technik bei einer Zeitauflosung von 5 bzw. 100
us auf einer linearen Zeitachse (siehe Kapitel 2.4.3).

Die folgende Abbildung 3.1-2 zeigt das Ergebnis der Fotolyse-Experimente. Darge-
stellt sind die Licht minus Dunkel Differenzspektren der Zeitpunkte: 10 ps, 100 ps, 1
ms, 10 ms und 100 ms nach der CO-Fotolyse. Die Datenaufnahme erfolgte in zwei
Bereichen: dem CO-Bereich (A) und dem Amid-Bereich (B). Gut aufgeldst in der
Abbildung A sind Banden bei 2062 und 1962 cm’. Die Bande bei 1962 cm’! ent-
spricht der Streckschwingung des am Ham a; gebunden CO (Vo). Diese Bande ist
negativ, da es sich um eine Grundzustandsbande handelt. Durch die Fotolyse wird die
Bindung gebrochen. Mit fortschreitender Zeit kehrt das fotolysierte CO zum Him a3
suriick und die Differenz-Absorption sinkt. Mit Hilfe dieser Bande ldsst sich also
selektiv die Riickbindungskinetik des CO beobachten. Die zweite Bande bei 2062 cm’
! beschreibt die transiente Bindung von CO an Cug (vco.cus) (Dyer et al., 1989). In der
Abbildung B sind die durch die CO-Fotolyse induzierten Anderungen im Amid-
Bereich dargestellt. Man erkennt eine Vielzahl von positiven und negativen Banden,
die sowoh] Him- als auch Proteinschwingungen zuzuordnen sind. Die Analyse dieser
Banden ist von besonderem Interesse bei der Aufklirung des Funktionszyklus, da mit
Hilfe der IR-Spektroskopie in diesem Bereich Aussagen iiber einzelne AS getroffen
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werden konnen. Aufgrund der Komplexitit der CcO sind bis heute nur wenige Ban-
den eindeutig zugeordnet. Eine Vielzahl von Vertffentlichungen befasst sich u. a. mit
dem Versuch, durch Isotopenmarkierung (Behr et al., 2000; Behr et al., 1998) oder
durch Punktmutationen (Hellwig et al., 1998; Liibben et al., 1999; Yamazaki et al,,
1999) Banden zuzuordnen. Fur den groBten Teil der Differenzbanden besteht aller-
dings eine als vorlaufig zu bezeichnende Zuordnung (siche Anhang A).
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Abbildung 3.1-2 Zeitaufgeloste FTIR-Differenzspektren der vollreduzierten, CO gebundenen Rinder-
herzoxidase, aufgenommen mit der Step-Scan-Technik nach den angegebenen Zeiten. Dargestellt sind
der CO-Bereich (A) und der Amid-Bereich (B). Versuchsbedingungen: -20 °C, pH 8,6, 100 mM Phos-
phat, 0,05 % DDM und 40 mM Ascorbat. Zur besseren Ubersicht sind die Spektren mit einem konstan-
ten Offset versehen. Zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhiltnisses werden bei jeder Spiegelposition
10 Experimente koaddiert. Dariiber hinaus wird bis zu 20 mal ein solches Experiment wiederholt.

Das erste Spektrum 10 ps nach der Fotolyse in Abbildung B zeigt, dass die Diffe-
renzbanden von einer breiten Untergrundabsorption iiberlagert werden. Diese Stdrung
zeigt eine zeitliche Entwicklung und ist noch schwach im zweiten Spektrum (100 p.s)
bzw. nicht mehr im dritten Spektrum (1 ms) nachweisbar. Uber die Ursache dieses
Prozesses ldsst sich nur spekulieren: Ein Temperatur-induziertes Differenzspektrum
einer Pufferlosung (Daten nicht dargestellt) zeigt einen Verlauf, der vergleichbar mit
dem Verlauf dieser Untergrundabsorption ist. Durch die Absorption des Laserpuls
wihrend eines Fotolyse-Experiments nimmt das Protein Energie auf, was zum Bruch
der FeCO-Bindung fiihrt. Uberschiissige Energie wird durch Schwingungsrelaxation
auf das umgebende Medium (Puffer) iibertragen. Folglich wire eine Deutung fiir die
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breite Untergrundabsorption die transiente Erwdrmung des Puffers. Ein weiterer
Grund fiir dieses Phinomen konnte eine Kontinuumsbande sein. Delokalisierte Proto-
nen in einem Netzwerk von Wasserstoffbriickenbindungen zeigen breite Absorpti-
onsbanden mit unterschiedlicher Intensitit im Bereich von 2800 bis 800 cm’ (Zundel
and Merz, 1984). Die Struktur der Rinderherzoxidase (Tsukihara et al., 1995) und der
CcO von P. denitrificans (Iwata et al., 1995) hat gezeigt, dass innerhalb des D-Kanals
hochgeordnete Wassermolekiile vorhanden sind, die ein Netzwerk von Wasserstoff-
briickenbindungen bilden. Dariiber hinaus sind in der hydrophoben Tasche zwischen
E286 und dem bZ sehr wahrscheinlich auch Wassermolekiile lokalisiert (Hofacker
and Schulten, 1998; Riistama et al., 1997). Diese bilden die Verbindung zwischen
dem D-Kanal und dem bZ. Durch die Fotolyse kann es zu Verinderungen in den be-
schriebenen Netzwerken von Wasserstoffbriickenbindungen kommen, was eine wei-
tere Moglichkeit darstellt, die breite Untergrandabsorption zu erkléren.

Zur Trennung von Rausch- und Signalanteilen wird eine SVD-Analyse durchgefiihrt
(siehe Kapitel 2.4.5.1). Das Ergebnis ist in der folgenden Abbildung 3.1-3 gezeigt.
Dargestellt sind in Teil A die ersten vier Komponenten der Matrix U, welche den
ungewichteten Basisspektren entsprechen. Man erkennt, dass mit steigendem Index
die spektrale Information abnimmt. Der zweite Teil der Abbildung (B) zeigt die er-
sten vier Komponenten der Matrix V (Zeitverldufe), gewichtet mit den entsprechen-

den Singulidrwerten.
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Abbildung 3.1-3 Ergebnisse der Singuldrwertzerlegung der in Abb. 3.1-2 beschriebenen Daten. Darge-
stellt sind die Basisspektren (A) und die Zeitverkinfe (B). Die Zeitverldufe sind mit den entsprechenden
Singuldrwerten gewichtet (S: 0,1022; S,: 0,0153; Si: 0,0105; S4: 0,0043), deren Signifikanz mit steigen-
dem Index abnimmt.

Anhand der Abbildung erkennt man, dass die 4. Komponente weder spektrale noch
zeitliche Informationen enthélt und somit nur noch das Rauschen reprisentiert. Be-
sonders gut erkennt man dies daran, dass hier starkes Rauschen in dem Bereich zu
sehen ist, wo die Absorption der Probe am grofiten ist. Die 1. Komponente beinhaltet
sowohl in den Basisspektren als auch in den Zeitverldufen die meiste Information.
Die Entscheidung, ob die 2. und 3. Komponente noch Informationen enth#lt oder
hauptsdchlich das Rauschen darstellt, ist schwieriger (sieche Kapitel 2.4.5.1). Man
erkennt bei den Zeitverldufen der 2. und 3. Komponente, dass gerade im Mikrosekun-
denbereich noch Informationen vorhanden sind. Bei den entsprechenden Basisspek-
tren sieht man ebenfalls noch spektrale Informationen, die zwar stark vom Rauschen
tiberlagert werden, aber dennoch wichtig fiir die Auswertung sein konnten. Besonders
die Untergrundabsorption im Basisspektrum der 2. Komponente dhnelt sehr der als
transiente Erwérmung des Puffers oder einer Kontinuumsbande zugeordneten Sto-
rung. Da die SVD-Analyse diesen Prozess aber nicht vollstindig von anderen spek-
tralen Informationen trennen kann, muss diese Komponente bei der weiteren Aus-

wertung ebenfalls beriicksichtigt werden. Aus diesem Grund werden die ersten drei
Komponenten zur weiteren Analyse genutzt.
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Neben der Unterdiickung des Rauschens hat die SVD-Analyse den weiteren Vorteil,
dass zur kinetischen Analyse nur die ausgewihlten (in diesem Fall die ersten drei)
Komponenten der Matrix V exponentiell gefittet werden miissen. Ohne die SVD-
Analyse miissten alle Zeitverliufe der Rohdaten parallel angepasst werden. In der
néichsten Abbildung 3.1-4 ist das Ergebnis der exponentiellen Anpassung (gestrichelte
Linie) der ersten drei Komponenten der Matrix S x V" (durchgezogene Linie) veran-
schaulicht.
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i i i Matrix V (durchge-
Abbildung 3.1-4 Globale Anpassung der ersten drei gewichteten Komponenten der . chy
zogene Lix%ie) aus der SVD-Analyse durch die Summe dreier Exponentialfunktionen (gestrichelte Linie).

Zeitkonstanten der Exponentialfunktionen siehe Text.

Die exponentielle Anpassung ergibt, dass drei Exponentialfunktionen nétig sind, um
die Daten zu beschreiben. Die resultierenden Zeitkonstanten sind: t; = 77,7 us, T2 =

14,4 ms und 73 = 64,8 ms.

Die hohe Selektivitit der IR-Spektroskopie erlaubt es nun, solche Zeitverldufe zu
betrachten und zu interpretieren, bei denen die Wellenzahl gezielt Anderungen ein-
zelnen AS bzw. Kofaktoren zugeordnet werden kann. In der nichsten Abbildung sind
die Zeitverliufe der Maxima einiger ausgesuchter Wellenzahlen gezeigt. Dariiber
hinaus ist die Summe der bendtigten Exponentialfunktionen sowie die Beitrige der
einzelnen Komponenten dargestellt. Ausgewihlt wurden aus dem CO-Bereich die'
oben schon beschriebenen, sehr gut charakterisierten Banden vco.cus und vco.a3 bel
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2062 bzw. 1962 cm™. Weiterhin sieht man zwei Banden aus dem Amid-Bereich bei
1750 und 1666 cm™, die zum einen der Streckschwingung einer protonierten Gluta-
minsidure (E286) (Hellwig et al., 1998; Liibben et al., 1999; Yamazaki et al., 1999)
zum anderen einer Formylschwingung (1666 cm™) einer der beiden Himgruppen
(Behr et al., 1998) zugeordnet worden sind. Bei den ausgewihlten Banden handelt es
sich um Signale, die sehr gut charakterisiert sind und zudem moglicherweise eine
wichtige Rolle im Funktionszyklus spielen (siehe weitere Diskussion). Im Differenz-
spektrum der Abbildung 3.1-2 erkennt man eine grofle Anzahl weiterer Signale. Diese
Banden zeigen ebenfalls eine zeitliche Entwicklung, deren Analyse aufgrund der
nicht eindeutigen Zuordnung z. Z. von untergeordnetem Interesse ist. Nichtsdestowe-
niger kann in Zukunft bei fortschreitender Bandenzuordnung die Information dieser
Differenzsignale von grofer Wichtigkeit sein.
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Abbildung 3.1-5 Zeitverliufe ausgesuchter Wellenzahlen (durchgezogene Linie). Dariiber hinaus sind

die Ergebnisse der globalen Anpassung gezeigt: Summe der bendtigten Exponentialfunktionen sowie die
Beitrige der einzelnen Komponenten.

Anhand der Amplituden der Exponentialfunktionen sicht man, dass die Riickbindung
des CO an das Ham a, (1962 cm™) zum groBten Teil durch die langsamste Geschwin-
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digkeitskonstante (t3) beschrieben wird. Unter der Annahme, dass bei der Probenpré-
paration ein CO Uberdruck von 1 bar herrscht, stimmt diese Zeitkonstante mit Lite-
raturwerten gut tiberein (Sharrock and Yonetani, 1977). Ein geringer Beitrag der Ex-
ponentialfunktion mit der Zeitkonstante 1, ist bei allen betrachteten Zeitverldufen mit
fast identischer Amplitude vorhanden. Der Ursprung dieser Zeitkonstante ist vermut-
lich zu einem groBen Teil auf die oben schon diskutierte zeitliche Anderung der Un-
tergrundabsorption zuriickzufiihren. Man erkennt anhand der Abbildung 3.1-2, dass
dieser Prozess eigentlich schneller zerféllt als durch die Zeitkonstante 1, beschrieben.
Da die SVD-Analyse diesen Vorgang allerdings nicht eindeutig trennen kann, be-
schreibt die Zeitkonstante t, vermutlich mehrere Prozesse. Die beobachteten Ande-
rungen der Formylschwingung (1666 cm) lassen sich ebenfalls im Wesentlichen
durch 15 beschreiben mit kleineren Beitrigen der Geschwindigkeitskonstanten 7, und
1,. Die kinetische Beschreibung der transienten Bindung von CO an Cug (2062 cm™)
sowie der Zeitverlauf bei 1750 cm™, welcher auf eine strukturelle Anderung in der
Umgebung von E286 hinweist, lassen sich durch die Geschwindigkeitskonstenten 1,
und 75 beschreiben mit nur geringem Beitrag von 1. Dieses fiihit zu dem Schluss,
dass zwischen der Ligandenbindung an Cug und den Anderungen bei einer Ami-
nosdure am Ende des D-Kanals (E286) eine dynamische Verbindung besteht
(Heitbrink et al., 2002).

312 Kinetik der vollreduzierten, CO gebundenen CcO von R. sphaeroi-
des und Vergleich mit der Rinderherzoxidase

Um einen Vergleich der Rinderherzoxidase mit der bakteriellen CcO durchzufiihren,
wurden Blitzlichtfotolyse-Experimente mit der vollreduzierten, CO gebundene CcO
von R. sphaeroides durchgefiihrt. Die Experimente erfolgten im Gegensatz zu den
Experimenten an der Rinderherzoxidase bei 5 °C mit einer geringeren Zeitauflosung
von 100 ps. Die experimentellen Bedingungen sind ansonsten identisch. Jeweils vor
und nach den Versuchen wird anhand eines UV/Vis Spektrums kontrolliert, ob die
Probe noch im vollreduzierten, CO gebundenen Zustand vorliegt.

Die folgende Abbildung 3.1-6 zeigt das Ergebnis dieser Experimente. Dargestellt sind
die Licht minus Dunkel Differenzspektren 100 us, 1 ms, 10 ms und 100 ms nach der
CO-Fotolyse. Die Daten sind zusammengesetzt aus Messungen im CO- und Amid-

Bereich.
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Abbildung 3.1-6 Zeitaufgeloste FTIR-Differenzspektren der vollreduzierten, CO gebundenen CcO von
R. sphaeroides (~300 uM), aufgenommen mit der Step-Scan-Technik nach den angegebenen Zeiten.
Versuchsbedingungen: 5 °C, pH 8,6, 100 mM Phosphat, 0,05 % DDM und 40 mM Ascorbat. Zur besse-
ren Ubersicht sind die Spektren mit einem konstanten Offset versehen.

Aufgrund der geringeren Zeitauflosung, der htheren Temperatur und des schlechteren
Signal/Rausch-Verhiltnis erkennt man im CO-Bereich nicht die transiente Bindung
des CO an das Cug bei ca 2062 cm™. Gut aufgeldst ist dagegen die Bande der CO-
Streckschwingung bei 1965 ¢cm™. Dariiber hinaus erkennt man oberbalb des Rau-
schens Banden, welche eine zeitliche Anderung zeigen (1234 cm™, 1535 cm™ und
1662 cm™). In der folgenden Abbildung 3.1-7 ist wiederum, wie schon in Abbildung
3.1-3, das Ergebniss der SVD-Analyse dargestellt. In A erkennt man die ersten fiinf
Basisspektren und in B die mit den entsprechenden Singuldrwerten gewichteten Zeit-

verldufe. Anhand der folgenden Abbildung erkennt man, dass nur die 1. Komponente
die zeitliche und spektrale Information enthilt.
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Abbildung 3.1-7 Ergebnisse der SVD-Analyse der in Abb. 3.1-6 beschriebenen Daten. Dargestellt sind
die Basisspektren (A) und die Zeitverldufe (B). Die Zeitverldufe sind mit den entsprechenden Singulér-
werten gewichtet (Sp: 0,0125; Sa: 0,0026; S;: 0,0016; S4: 0,0015; Ss: 0,0012), deren Signifikanz mit
steigendem Index abnimmt.

Das obere Spektrum der Abbildung 3.1-7 A verdeutlicht eine der Stirken der SVD-
Analyse. Die transiente Bindung des CO bei der Riickbindung an Ham a3 zeigt eine
charakteristische Bande bei 2062 cm™. Aufgrund des schlechten Signal/Rausch-
Verhiltnis war dieses Signal nicht in den Rohdaten nachzuweisen (siche Abbildung
3.1-6). Die Analyse der ersten Komponente der gewichteten Matrix V ergibt, dass
zwei Exponentialfunktionen notig sind, um die Daten anzupassen. Die erste, dominie-
rende Exponentialfunktion hat eine Zeitkonstante von T, = 38 ms, die zweite von 1 =
7.7 ms. Aufgrund der héheren Temperatur sind beide Zeitkonstanten im Vergleich zur
Rinderherzoxidase verringert, liegen aber ebenfalls im Bereich von Literaturdaten
anderer bakterieller CcO (Nicoletti et al., 1998). Sowohl bei der Rinderherzoxidase
als auch bei der bakteriellen CcO konnten zwei Zeitkonstanten nachgewiesen werden,
wobei die lansamere jeweils dominierend ist. Dieses lisst den Schluss zu, dass die

Umgebung beider bZ vergleichbar ist.

Ein Vergleich der Spektren zum Zeitpunkt 100 ps nach der Fotolyse der Rinderher-
zoxidase und der CcO von R. sphaeroides zeigt (Daten nicht dargestellt), dass beide
Spektren vergleichbare Differenzbanden aufweisen. Einen wichtigen Unterschied
findet man allerdings in der Region oberhalb von 1700 e’ Hier sieht man bei der
Rinderherzoxidase ein Bandenmuster, welches einer durch die Fotolyse induzierten
Anderung von E286 zugeordnet wurde (siehe oben). Dieses Muster kann man nicht
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bei der CcO von R. sphaeroides beobachten. Uber die Ursachen hierfiir ldsst sich nur
spekulieren. Es ist allerdings eindeutig und muss bei kiinftigen Analysen beriicksich-
tigt werden, dass trotz der grofen Homologie zwischen der Rinderherzoxidase und
der CcO von R. sphaeroides es offensichtlich Unterschiede zwischen den Proteinen
gibt.

3.2 Blitzlichtfotolyse der halbreduzierten Cytochrom-c-Oxidase
von R. sphaeroides in Transmission

321 Wildtyp

Eine Moglichkeit, den Mechanismus der Kopplung von Elektronen- und Protonen-
transfer aufzukldren, ist, die Kinetik der CcO in verschiedenen Redox- und Protonie-
rungszustéinden zu untersuchen. Ein Mittel dafiir ist die Durchfiihrung von Blitzlicht-
fotolyse-Experimenten mit der halbreduzierten, CO gebundenen CcO (siche Abbil-
dung 3.2-1). Bei der Fotolyse des CO kommt es in diesem Zustand zu einer transien-
ten Absenkung des Reduktionspotentials von Hém a;. Mit Hilfe der sichtbaren Spek-
troskopie wurden drei Zeitkonstanten beobachtet (Adelroth et al., 1995; Hallen et al.,
1994; Oliveberg and Malmstrom, 1991). Die erste Zeitkonstante von 3 us (1) be-
schreibt den Elektronentransfer vom Him a; zum Hém a. Anschliefend erfolgt ein
weiterer Elektronentransfer zwischen Him a und Cu, mit einer Zeitkonstante von 35
us (t2). Der Anteil an reduziertem Him a liegt bei 40 — 60 % in der ersten Phase und
der des Cu, bei unter 10 % in der zweiten Phase. In der dritten sogenannten ,,ms-

Phase* mit einer Zeitkonstante von etwa 1 ms (ts) findet ein weiterer Elektronentrans-
fer von Him a; zum Ham a statt.
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Abbildung 3.2-1 Schematische Darstellung eines Fotolyseexpenments mit der halbreduzierten, CO
gebundenen CcO. Die in Klammern gesetzten Minuszeichen (-) im Zustand If und II verdeutlichen: (a)
Es handelt sich hierbei nur um ein Elektron, welches zu Beginn der Reaktion am Hém a; lokalisiert ist.
(b) Dieses Elektron ist zu unterschiedlichen Prozentsétzen auf die drei Redoxzentren (Cus, Him a und

Him a3) verteilt.

In der folgenden Abbildung ist ein Fotolyse-Experiment mit der halbreduzierten CcO

von R. sphaeroides dargestellt.
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Abbildung 3.2-2 Darstellung eines Rapid-Scan-Differenzspektrums 30 — 40 ms nach der Fotolyse mit
der halbreduzierten, CO gebundenen CcO im CO-Bereich (A) und Amid-Bereich (B). Alle Experimente

wurden bei 5 °C und pH 8,5 durchgefiihrt. Zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhiltnis wurden
30.000 Spektren gemittelt.

Das Differenzspektrum mit einer Zeitauflosung von ~30 ms zeigt die fiir den halbre-
duzierten Zustand typische Absorption der FeCO-Schwingung bei 1967 cm™ (A). Im
Amid-Bereich (B) erkennt man eine groe Anzahl weiterer Banden. Die Frequenzver-
schiebung der FeCO-Schwingung um zwei Wellenzahlen stimmt mit den in der Lite-
ratur beschriebenen Verschiebungen der Rinderherzoxidase (Dodson et al., 1996) und
der CcO von P. denitrificans (Rost et al., 1999) fiir den halbreduzierten Zustand iiber-
ein. Die Differenzbanden im Amid-Bereich sind aufgrund der wenig fortgeschrittenen
Bandenzuordnung nur schlecht charakterisiert. Vergleiche mit der vollreduzierten
CcO (siehe ndchstes Kapitel und Anhang A) und Experimenten mit Mutanten (siche
Kapitel 3.2.3) ergeben allerdings die Mdglichkeit, einige Signale zuzuordnen.

3.2.2 Vergleich der vollreduzierten und der halbreduzierten Cyto-
chrom-c-Oxidase

Die Zeitauflosung eines Rapid-Scan-Experiments ist mit 30 — 40 ms erheblich gerin-
ger als die eines Step-Scan-Experiments. Sie reicht aber aus, um die Rereduktion des
Hém a; und die damit verbundenen Anderungen im Protein zu verfolgen. Zur Ver-
deutlichung, dass die Riickbindung des CO an das Him a, im halbreduzierten Zustand
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erheblich ldnger dauert als im vollreduzierten Zustand, wurde ein Step-Scan-
Experiment im CO-Bereich durchgefiihrt.
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Abbildung 3.2-3 Dargestellt sind die Zeitverlaufe der vollreduzierten und halbreduzierten, CO gebunde-
ren CcO von R. sphaeroides bei 1965 bzw. 1967 cm’’. Der Zeitverlauf der vollreduzierten CcO ist das
Ergebnis eines Step-Scan-Experiments mit einer Zeitauflosung von 100 ps. Die halbreduzierte CcO
wurde zusammengesetzt aus einem Step-Scan-Experiment mit logarithmischer Zeitachse und einem
Rapid-Scan-Experiment. Versuchsbedingungen: 50 mM Phosphat, 100 mM KCI, pH 8,5 und 5 °C.

Da CO nur an das reduzierte bZ bindet, ist die Riickkehr des CO an das Him a3 limi-
tiert durch dessen Rereduktion. Die beiden Zeitverldufe wurden mit einer Exponenti-
alfunktion angepasst mit dem Ergebnis, dass die Riickbindung des CO an die halbre-
duzierte CcO (r = 168 ms) etwa sieben mal langsamer ist als bei der vollreduzierten
Oxidase (t = 24 ms). Es muss darauf hingewiesen werden, dass es sich in diesem Fall
nicht um eine detaillierte Analyse der Kinetik handelt und nur eine Exponentialfunk-
tion verwendet wird. Dieses ist ausreichend fiir eine grobe Beschreibung der Zeitver-

liufe.

Fiir die weitere Auswertung wére es somit von Vorteil, durch einen Vergleich von
vollreduzierter, CO gebundener und halbreduzierter, CO gebundener CcO Banden zu
identifizieren, die bei einem Fotolyseexperiment bei einem Differenzspektrum er-
scheinen und in dem anderen nicht. Aus diesem Grund ist in der folgenden Abbildung
jeweils ein Differenzspektrum der vollreduzierten, CO gebundenen bzw. halbredu-
zierten, CO gebundenen CcO 30 — 40 ms nach der Fotolyse dargestellt.
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Abbildung 3.2-4 Vergleich der Experimente mi vollreduzierter, CO gebundener und halbreduzierter, CO
gebundener CcO von R. sphaeroides. Die Differenzspektren sind 30 — 40 ms nach der Fotolyse gemes-
sen. Beide Experimente wurden bei 5°C und pH 8,5 durchgefiihrt.

Man erkennt, dass einige Banden in beiden Spektren mit nahezu identischen Ampli-
tuden vorhanden sind (z. B. 1234 cm™). Aber auch Banden mit verschiedenen Vor-
zeichen (1437 cm™) und unterschiedlichen Amplituden (1545 cm™) sind zu beobach-
ten. Jm Bereich oberhalb von 1700 cm™ sieht man einen signifikanten Unterschied in
Form einer Differenzbande bei 1745 cm™, der nur bei der halbreduzierten CcO auf-
taucht. Diese Bande wurde vorher schon fiir die CcO von P. denitrificans beschrieben
und dem Elektronentransfer vom Him a zum Him a; zugeordnet (Rost et al., 1999).
Dariiber hinaus haben Untersuchungen mit Mutanten gezeigt, dass diese Bande einer
Schwingungsinderung® von E286 zugeordnet werden kann (Hellwig et al., 1998;
Liibben et al., 1999; Nyquist et al., 2001; Yamazaki et al., 1999).

5 Es handelt sich hierbei um die C=0 Streckschwingung einer protonierten Carboxylgruppe.
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3.2.3 Vergleich der halbreduzierten CcO des WT mit Mutanten

Abbildung 3.2-5 fasst die Ergebnisse der Rapid-Scan-Experimente mit den Mutanten
E101D, E101C und E286D sowie dem WT zusammen. Bei Fotolyse-Experimenten
mit der halbreduzierten, CO gebundenen CcO wird ein Elektronentransfer und damit
gekoppelt eine Protonenaufnahme induziert. Demzufolge sind besonders solche Mu-
tationen von Interesse, die in den Kanilen liegen. Kennzeichnend fiir die ausgewihl-
ten Mutanten ist der Austausch einer AS im D-Kanal (E286D) bzw. im K-Kanal
(E101D und E101C) (sieche auch Anhang B). Dargestellt sind Licht minus Dunkel
Differenzspektren mit einer Zeitauflosung von 30 — 40 ms. Alle Messungen wurden
auf das negative CO-Signal (1967 cm™) der E286D Mutante skaliert. Der Skalie-
rungsfaktor betrigt fiir den WT 2,8, fiir E101D 2,8 und fiir E101C 2,1.
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Abbildung 3.2-5 Darstellung von Rapid-Scan-Differenzspektren 30 — 40 ms nach der Fotolyse mit der

i im CO-Bereich (A) und
halbreduzierten, CO gebundenen CcO von WT, E101D, ElOlp und E286D im ¢
Amid-Bereich (B). Die Daten wurden im gesamten Bereich mit den angegebenen Skaherlmg§faktoren
auf das CO-Signal von E286D skaliert. Alle Experimente wurden bei 5 °C und pH 8,5 durchgefiihrt.

Man erkennt, dass die Differenzsignale der Mutanten im Amid-Bereich (B) erheblich
Kleiner sind als die Differenzsignale des WT. Eine mogliche Erklérung ist, dass nur
ein geringerer Teil der Him a; Molekiile an der Reaktion beteiligt ist. Normalerweise
werden 40 — 60 % der Him a; Gruppen wihrend eines Blitzlichtfotolyse-Experiments
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oxidiert. Es konnte also sein, dass bei den Mutanten weniger als 40 % der Him a3
Gruppen an der Reaktion teilnehmen. Dieses wiirde bedeuten, dass bei der Betrach-
tung des Differenzspektrums 30 — 40 ms nach der Fotolyse bei den Mutanten im Ver-
gleich zum WT bereits mehr CO an Him a3 zuriickgebunden ist. Dieses liegt darin
begriindet, dass die Zeitkonstante fiir die Riickbindung des CO im vollreduzierten
Zustand erheblich schneller ist®. Es muss somit beriicksichtigt werden, dass die durch
die CO-Fotolyse bzw. Riickbindung induzierten Anderungen unabhéngig vom Elek-
tronentransfer und den damit gekoppelten Differenzsignalen sein konnen. Somit kann
man durch die Skalierung auf das CO-Signal zwar die Anderungen, welche durch CO
induziert werden, korrekt im Amid-Bereich skalieren, beriicksichtigt aber mogliche-
reise nicht die Anderungen, die durch den Elektronentransfer hervorgerufen werden.
Eine genaue Skalierung kénnte man nur dann durchfithren, wenn die im Differenz-
spektrum auftretenden Banden den unterschiedlichen Reaktionen (Elektronentransfer
und CO-Riickbindung) zugeordnet werden. Bei der Auswertung der Daten muss folg-
lich beriicksichtigt werden, dass die Skalierung moglicherweise Fehler beinhaltet und
es somit schwieriger ist, Aussagen iiber die Intensitiiten einzelner Banden zu treffen.

Da die meisten Banden im Differenzspektrum noch nicht zugeordnet sind, liegt der
Fokus der weiteren Analyse auf dem Bereich oberhalb 1700 cm™. Bei den in der fol-
genden Abbildung 3.2-6 dargelegten Daten handelt sich um ein und denselben Daten-
satz, einmal skaliert auf den CO-Peak (A) und zum anderen skaliert auf die Bande,
welche dem Elektronentransfer zugeordnet wurde (1745 cm™).

chh'tlg.fur die Bindung von .CO an Ham a; ist, dass das bZ reduziert ist. Derjenige Anteil der Proteine,
der bei einem Fot«zlyngxpenment mit der halbreduzierten, CO gebundenen CcO keinen Elektronen-
transfer zeigt, verhilt sich also in Bezug auf ihre CO Riickbindungskinetik wie die vollreduzierte CcO.
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Abbildung 3.2-6 Dargestellt sind die Daten aus Abbildung 3.2-5 im Bereich 1800 — 1700 cm’!, einmal
skaliert auf das CO-Signal der der E286D Mutante (A) und einmal teilweise skaliert auf das negative
Signal 1745cm™ des WT (B). Die Skalierungsfaktoren in A sind 2,8 fiir den WT, 2,8 fiir E101D und 2,1
fiir E101C. Die Skalierungsfaktoren in B sind 10 fiir E101D und 4 fiir E101C. Da bei der Mutante
E286D dieses Signal nicht vorhanden ist, wurde keine Skalierung durchgefiihrt.

Die Abbildung verdeutlicht die Problematik bei der Interpretation der Daten. Das
dominierende negative Signal des WT in Abbildung A bei 1745 cm™ ist durch die
Skalierung in Abbildung B weniger stark ausgepréigt. Es lasst sich allerdings feststel-
len, dass dieses negative Signal, welches im WT vorhanden und bei der E286D
Mutante verschwunden ist, einer durch den Elektronentransfer induzierten Anderung
bei E286 zuzuordnen ist. Ob es sich bei dieser Anderung um eine Deprotonierung von
E286 handelt oder nur um eine Umgebungsénderung, lésst sich nicht mit Sicherheit
sagen. Redox-Differenzexperimente haben gezeigt, dass es sich in diesem Fall um
eine Verschiebungsbande handelt und somit nur eine Umgebungsénderung beobach-
tet wird ((Nyquist et al., 2001) und Kapitel 3.4.1). Allerdings bestand in diesem Fall
das Bandenmuster auch aus einer negativen (1745 cm’) und positiven (1735 cm™)
Bande. Dariiber hinaus konnte man dieses Muster mit der E286D Mutante, wie er-
wartet zu niedrigeren Wellenzahlen (-1738 cm™/+1729 cm™) verschoben’, beobach-
ten. Die Tatsache, dass man bei den Versuchen mit der halbreduzierten CcO weder
bei den Mutanten E101D und E101C noch beim WT eine positive Bande bei 1735

7 Beim konservativen Austausch einer Glutaminsiure (E) gegen eine Asparagir}sﬁure (D), kann die
Funktion mbglicherweise trotz Verkiirzung der Seitenkette von der neuen {\S iibernommen "werden.
Durch die Verkiirzung kommt es allerdings zu Umgebungsénderungen z. B. in Fgrm von verénderten
Wasserstoffbriickenbindungen, was einhergeht mit einer Verschiebung der Absorption der beobachteten

C=0 Schwingung.

69



Ergebnisse

cm’! erkennt, deutet darauf hin, dass es sich in diesem Fall um eine Deprotonierung
handelt. Ein weiterer Hinweis, dass es sich hierbei nicht um eine Verschiebungsbande
handel, ist, dass bei der E286D Mutante kein verschobenes Bandenmuster mehr nach-
zuweisen ist. Es wire somit moglich, dass trotz des konservativen Austauschs die
Funktion (Deprotonierung) nicht durch eine um ein C-Atom verkiirzte AS iibernom-
men werden kann. Anhand der Daten kann man also mit sehr hoher Wahrscheinlich-
keit sagen, dass es sich hierbei um die Deprotonierung der AS E286 beim Ubergang
vom oxidierten in den reduzierten Zustand handelt. Diese Interpretation steht im Ge-
gensatz zu den Ausfithrungen von Rost et al. (Rost et al., 1999).

Die Bande bei 1723 cm™” ist weder bei E101C noch bei E101D zu erkennen. Dieses
ldsst darauf schlieBen, dass diese Bande moglicherweise durch die AS E101 hervor-
gerufen wird. Da man bei der E286D Mutante aber auch kaum eine Bande nachwei-
sen kann, ist diese Aussage sehr spekulativ.

3.24 pH-Abhéangigkeit

Der langsame Elektronentransfer zwische Him a; und Him a mit einer Zeitkonstante
von 1 ms ist im Gegensatz zu den beiden schnelleren Elektronentransfers (t = 35 ps
und T = 3 ps) stark pH-abhéngig. Die Schiussfolgerung daraus ist, dass dieser Schritt
mit der Deprotonierung einer Gruppe L gekoppelt sein muss (Adelroth et al., 1995;
Brzezinski and Malmstrom, 1987; Hallen et al., 1994) (siehe auch Abbildung 3.2-7).
Aus diesem Grund wurden Rapid-Scan-Experimente mit der halbreduzierten, CO

gebundenen CcO des WT und von Mutanten bei pH 8,5 bzw. 6,5 in Transmission
durchgefiihrt.
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Abbildung 3.2-7 Rapid-Scan-Differenzspektren der halbreduzierten, CO gebundenen CcO von R. spha-
eroides anfgenommen im CO-Bereich (A) und im Amid-Bereich (B). Versuchsbedingungen waren 100
mM KCl, 50 mM Phosphat bei pH 8,5 (obere Spektren) und bei pH 6,5 (untere Spektren) sowie 5 °C.
Die Spektren in B sind mit dem in A angegebenen Faktor skaliert.

Bei gleichem Umsatz, d. h. bei Skalierung auf die CO-Bande, kann man wiederum
beobachten, dass die Differenzsignale bei pH 6,5 im Amid-Bereich kleiner sind als
bei pH 8,5. Die Zeitkonstante fiir die pH-abhingige ms-Phase hat ein Minimum bei
pH 7 (t3pm7 = 0,5 ms) und ein Maximum bei pH 10 (T3 pmo = 5 ms) (Adelroth et al.,
1995; Hallen et al., 1994). Fiir die Messungen mit einer Zeitauflosung von 30 — 40 ms
bedeutet dies, dass bei pH 6,5 bereits mehr Elektronen zum Hém a; zuriickgekehrt
sind als bei pH 8,5, weshalb die Differenzsignale, welche dem Elektronentransfer
zugeordnet werden konnen, bei pH 6,5 kleiner als bei pH 8,5 sind. Wie man in der
Vergroferung in Abbildung 3.2-7 B erkennt, ist die Amplitude der Bande bei 1745
cm™ bei pH 8,5 erheblich grofer als bei pH 6,5. Wie im vorherigen Abschnitt be-
schrieben, zeigt es sich auch hier, dass diese Bande eindeutig an den Elektronentrans-

fer vom Him a zum Him a; gekoppelt ist.

Die Frage, ob es sich hierbei um eine Deprotonierungs- oder um eine Verschiebungs-
bande handelt, lisst sich nicht mit eindeutiger Sicherheit beantworten. Die Experi-
mente deuten allerdings mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Deprotonierung hin.
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3.3 Charakterisierung und Funktionalitiitstest der rekonstituierten
Cytochrom-c-Oxidase

Die ATR-Technik hat im Gegensatz zu Transmissions-Experimenten einen wesentli-
chen Vorteil: Das Protein ist zugénglich und es ist somit moglich, durch Veridnderung
der Pufferlésung Anderungen im Protein zu induzieren und Differenzspektren aufzu-
nehmen. Diese Anderungen erfolgen dariiber hinaus an ein und derselben Population
von Oxidase-Molekiilen, was den Verbrauch an Protein erheblich reduziert. Durch
Variation z. B. des pH-Werts, der Salzkonzentration oder des Reduktionsmittels las-
sen sich verschiedenste Fragestellungen bearbeiten.

Bevor man zu weiteren Anwendungen kommt, muss allerdings erst gezeigt werden,
dass durch die Rekonstitution (siche Kapitel 2.3) und die Probenpréparation (siche
Kapitel 2.4.4) das Protein nicht denaturiert, sondern noch funktionsfahig bleibt. Dar-
iiber hinaus miissen fiir die Versuche Bedingungen gefunden werden, unter denen der
Proteinfilm gut haftet. Andernfalls sind die Differenzsignale, die durch das ,,Schwel-
len“ des Proteinfilms entstehen (entspricht einer Konzentrationsinderung), gréBer als
die Signale, die durch die chemische Modifikation innerhalb des Proteins auftreten.
Eine Abschitzung soll hier die Problematik verdeutlichen: Die effektive Eindringtiefe
der evanezierenden Welle betrdgt ~10 um. In den Differenzexperimenten werden

Banden in der Grofenordnung von 0,1 mOD detektiert, d. h. die Anderungen im
Schwellverhalten diirfen 1 nm nicht tiberschreiten.

3.3.1 UV/Vis-Spektroskopie

Da das Absorptionsmaximum nicht nur von den Him-Gruppen selber, sondern auch
von deren Umgebung beeinflusst wird, lassen sich mit Hilfe der sichtbaren Spektro-
skopie sowohl Aussagen tiber die Funktionalitit der Him-Gruppen als auch iiber die
Integritét des Proteins machen (Yonetani, 1960; van Gelder, 1966; Vanneste, 1966).
Zundchst musste tiberpriift werden, ob die Rekonstitution einen negativen Einfluss
auf die CcO hat. Zu diesem Zweck werden 50 pl der rekonstituierten Oxidaseldsung
(R. sphaeroides) auf die innere Wand einer Quarz-Kiivette aufgetragen und mit einem
leichten Stickstoffstrom eingetrocknet. Anschliefend wird der Film mit 100 mM KC],
50 mM Phosphat und pH 8 rehydratisiert. Nach der Aufnahme eines sichtbaren Spek-
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trums (Shimadzu UV-2101PC) des oxidierten Zustands wird der Puffer gegen eine
reduzierende Losung (90 mM KCl, 50 mM Phosphat, 10 mM Dithionit und pH 8)
ausgetauscht und erneut gemessen. Dieser Vorgang kann einige Male wiederholt
werden, ohne dass sich das Protein von der Kiivette 16st. Man ist also imstande, den
Oxidase-Film zyklisch durch verschiedene Redox-Zustinde zu fiihren.

In der folgenden Abbildung ist diese Reaktion anhand des Funktionszyklus (Abbil-
dung 1.3-5) schematisch abgebildet.

Abbildung 3.3-1 Schematische Darstellung der Intermediate, die wihrend der Aufnabme eines Redu-
ziert minus Oxidiert Differenzspektrums (Ry ~ O) durchlaufen werden.

In der folgenden Abbildung (3.3-2) sind neben dem Ry — O Differenzspektrum der
rekonstituierten CcO als Film auch das Differenzspektrum der solubilisierten CcO in
Losung dargestellt. Die Zuordnung der einzelnen Banden wurde ausfiihrlich in Kapi-
tel 2.4.4 diskutiert. Man erkennt keinen Unterschied zwischen den beiden Differenz-
spektren, was ein Beleg ist, dass die Rekonstitution keinen negativen Einfluss auf die

CcO hat.
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Abbildung 3.3-2 ,Reduziert minus Oxidiert“-Differenzspektren der solubilisierten Oxidase (Solubili-

siert) und eines rehydratisierten Films von R. sphaeroides. Die Spektren wurden auf das Soret-Maximum
skaliert.

3.3.2 IR-Messungen

Der nichste Schritt der Charakterisierung besteht darin, ein in der Literatur beschrie-
benes Experiment mit den Oxidase-Filmen zu wiederholen. Mit Hilfe der ATR-
Technik sollte es moglich sein, durch den Austausch eines oxidierenden gegen einen
reduzierenden Puffer Redox-Differenzspektren (R4 — O) aufzunehmen. Ein wichtiger
Punkt bei diesen ATR-Messungen ist, dass durch den Austausch des Puffers im Oxi-
dase-Film moglichst nur die Anderungen im Protein induziert werden, die auch beob-
achtet werden sollen. Durch elektrostatische Wechselwirkungen der polaren Kopf-
gruppen der Lipide und polarer Gruppen der CcO kommt es allerdings bei Anderung
der Jonenkonzentration im Puffer zu unerwiinschten Ereignissen: Diese beruhen auf
der Abschirmung der Ladungen der Lipide/CcO durch Gegenionen. Wird nun die
Konzentration an Ionen verringert, verringert sich auch die Konzentration an Gege-
nionen, und es kommt zu einer Abstoung, was als Schwellung des Films bezeichnet
wird (siehe auch Anhang C). Bei Erh6hung der Ionenkonzentration werden die La-~
dungen besser abgeschirmt, so dass sich die Distanz verkleinert und es zu einer
Schrumpfung des Films kommt. Beide Ereignisse resultieren in einer Anderung der
Proteinkonzentration, da bei konstanter Eindringtiefe der evaneszierenden Welle
mehr bzw. weniger Molekiile im Strahlengang vorhanden sind. Die Folge ist, dass
durch den Pufferaustausch die erwiinschten Anderungen groStenteils von den ver-
gleichsweise groBen Amid-Anderungen iiberlagert werden.
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Die mechanischen StSrungen durch den Pufferwechsel lassen sich auf folgende Weise
miminieren: Da diese Beeintriichtigung durch den Austausch des Puffers abhéngig
von der Zeit ist, muss darauf geachtet werden, dass zwischen der Storung bzw. dem
Austausch des Puffers und der Aufnahme des Referenz- und des Probenspektrums in
etwa gleich viel Zeit vergeht. Praktisch heiBt dies, dass man z. B. einen mit oxidie-
rendem Puffer dquilibrierten Film vor der Messung nochmals mit demselben Puffer
spiilt, kurz wartet, die Referenzmessung startet, anschlieBend die Losung gegen den
reduzierenden Puffer austauscht und dann die gleiche Zeitspanne vor der Aufnahme
des Probenspektrums wartet, die man zuvor bei der Aufnahme der Referenzmessung
gewartet hat. Eine weitere Chance, diese Stérungen zu verkleinern, besteht in der
Nutzung einer Durchflusszelle. Hierbei wird der Oxidase-Film kontinuierlich mit
Puffer umspiilt. Dadurch wird der Film zwar permanent mechanisch gestort, der Sto-
rungslevel ist aber sowohl beim Referenzspektrum als auch beim Probenspektrum
vergleichbar und spielt im Differenzspektrum kaum eine Rolle.

Zu Beginn der Messungen miissen Bedingungen gefunden werden, bei denen der
Film méglichst gut haftet. Aus diesem Grund werden folgende Experiment durchge-
fiihrt: Es wird ein Film hergestellt und fiir zwei bis vier Stunden mit oxidierendem
Puffer Aquilibriert. Vor dem Beginn der Messung wird der Puffer nochmals ausge-
tauscht, um mechanische Stérungen zu minimieren. AnschlieBend wird ein Referenz-
spektrum aufgenommen, der Puffer ausgetauscht und wieder ein Probenspektrum
gemessen. Da es sich bei dem Puffer fiir die Referenz- und die Probenmessung um
ein und denselben Puffer handelt, sollte man im Spektrum nur solche Anderungen
beobachten, die es zu vermeiden gilt. Somit miissen die Pufferbedingungen solange
variiert werden, bis keine Anderungen im Differenzspektrum mehr zu erkennnen sind
(siche Abb. 3.3-2: Grundlinie-ATR). Folgende Kombination erwies sich als am be-

sten geeignet:

(@) Ox: 50 mM Phosphat, 100 mM KCl, pH 8 / Red: 50 mM Phosphat, 90 mM KCl,
10 mM Dithionit, pH 8

In der Abbildung 3.3-2 sind die Redox-Differenzspektren (R4 — O) der Rinderher-
zoxidase (B) und der bakteriellen CcO von R. sphaeroides (A) dargestellt, die mit
dem oben beschriebenen Puffer in der ATR-Konfiguration aufgenommen wurden.
Zum Vergleich sind Redox-Differenzspektren dargestellt, bei der CO fotolytisch re-
duziert wurde (siehe Kapitel 2.4.4.2). Aufierdem erkennt man in Abbildung (B) noch
eine Grundlinie aufgenommen mit der ATR-Technik (siehe oben) und eine Grundli-
nie aufgenommen mit der Transmission. Letzteres erhilt man, indem man ein Fotore-
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duktions-Experiment — ohne Protein — nur mit Puffer durchfiihrt. Wie oben schon
beschrieben, erhilt man das Spektrum ,,Grundlinie-ATR, indem man einen Oxidase-
film pripariert und mit oxidierendem Puffer dquilibriert. In diesem Zustand wird ein
Referenzspektrum aufgenommen. Der Puffer wird dann durch den bei der Referenz-
messung genutzten Puffer, ausgetauscht und ein Probenspektrum gemessen. Das Dif-
ferenzspektrum zeigt dann folglich nur solche Signale, die auf die mechanische Bean-
spruchung des Films zuriickzufiihren sind.

>
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Transmission
. I i e S s
Transmission

Grundlinie-Transmission

N

P L} L ] A 1] & X, 0} A 3 X o ] Py i ] !GrUPd‘iqie'ﬁTR
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200

Wellenzahl / em-

Abbil'dung 3.3-2 ,Reduziert minus Oxidiert“-Differenzspektren der CcO von R. sphaeroides (A) und
Sler anderherzmddase (B). In beiden Abb. ist das oberste Differenzspektrum durch Dithionit-Reduktion
mdu'mext. und mit der ATR-Technik aufgenommen worden. Das folgende Spektrum wird durch fotore-
duktion induziert und in Transmission augenommen, wobei hierfiir die solubilisierter Oxidase verwendet

mde. In der der Abb. B sind dariiber hinaus noch zwei Spektren von Kontroll-Experimenten dargestellt
(siche Text).

Ein Vergleich der Redox-Differenzspektren mit den beiden Kontroll-Experimenten
(Grundlinie-ATR, Grundlinie-Transmission) zeigt, dass die gemessenen Differenz-
banden weit {iber dem Rauschen liegen. Einige dieser Banden sind bereits in der Lite-
ratur beschrieben und zugeordnet. Die Bande in Abbildung 3.3-2 A (ATR) bei 1662
cm ist beispielweise der Schwingungsinderung einer Formyl-Seitengruppe des Ham
a3 (C=0) (Behr et al., 1998) zugeordnet. Weiterhin erkennt man ein positiv/negativ-
Bandenmuster bei 1735/1745 cm™, welches der Aminoséure E286 zugeordnet wurde.
Ein Vergleich der ATR-Redox-Differenzexperimente mit denen der Fotoreduktion
ergibt eine gute Ubereinstimmung, Zudem zeigt ein Vergleich mit Spekiren aus der
Literatur fiir Paracoccus denitrificans (Hellwig et al., 1996), R. sphaeroides (Behr et
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al., 1998) und der Rinderherzoxidase (Hellwig et al., 1999), dass die mit der ATR-
Technik gemessenen Daten eine gute Ubereinstimmung mit den Literaturdaten auf-

weisen. Dieses ist ein weiterer Beleg dafiir, dass die Rekonstitution keinen strenden
Einfluss auf die CcO hat.

Eine weitere Moglichkeit, die Funktionalitit besonders des binuklearen Zentrums
(bZ) zu testen, ist die CO-Blitzlichtfotolyse. Im reduzierten Zustand bindet CO an
Him a;, was durch eine Schwingungsbande bei 1963 cm™ fiir die Rinderherzoxidase
bzw. 1965 cm™ fiir die bakterielle CcO nachweisbar ist. Durch Vergleich der CO-
Riickbindungskinetik von solubilisierter CcO und rekonstituierter CcO lassen sich
Aussagen iiber die Integritit des bZ machen. Die Riickkehr von CO zum Hém a; fin-
det im Bereich von Millisekunden statt und ldsst sich bei den oben beschriebenen

Wellenzahlen verfolgen.

In der Abbildung 3.3-3 sind die Riickbindungskinetiken von solubilisierter (Kreise)
und rekonstituierter (Quadrate) CcO dargestellt. Die Experimente wurden mit einer
Zeitaufldsung von 100 ps durchgefiihrt. Die exponentielle Anpassung der beiden
Kinetiken mit einer Exponentialfunktion ergibt Zeitkonstanten von t = 20 ms fiir die
solubilisierte und T = 22 ms fiir die rekonstituierte CcO.

.............

T=20ms

o o !59
nqﬁ S i o
----- o @ 0,5 mOD
a

Zeit/s

i jonsi i % ilisi Kreise) und rekonstituierter
Abbildung 3.3-3 Absorptionsinderungen bei 1963 cm™ von s<31ub111s1erter ( 2d x .
(Quadrate)g Rinderherzoxidase. Zur besseren Ubersicht sind die Messwerte der solubilisierten Oxidase
um 0,5 OD nach oben verschoben. Versuchsbedingungen waren 20 °C und pH 8.

Weder die Frequenz, bei der die FeCO-Schwingung absorbiert, noch die Zeitkon-
stanten fiir fiir die Riickkehr des CO an das Hdm a3 zeigen groBie Unterschiede zwi-

77



Ergebnisse

schen solubilisierter und rekonstituierter CcO. Dieses ist erneut ein Beleg dafiir, dass
die Rekonstitution keine negative Wirkung auf die Funktionalitiit der CcO hat.

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass alle gezeigten Experimente eindeutig darauf
hinweisen, dass die Rekonstitution der CcO in Proteoliposomen keinen negativen
Einfluss auf die Integritit des binuklearen Zentrums und der Himgruppen sowie de-
ren Funktion hat.

3.4 ATR Differenzspektroskopie

34.1 Zuordnung der Carbonylschwingung

Zur Analyse der in Abbildung 3.3-2 beschriebenen Differenzbanden, welche bei der
rekonstituierten CcO von R. sphaeroides im Ry — O Differenzspektrum zu erkennen
sind, wurden weitere Experimente mit der ATR-Technik im IR durchgefiihrt. Beson-
dere Aufmerksamkeit lag bei den ergénzenden Versuchen anf dem Bandenmuster
oberhalb von 1700 cm™ mit einer positiven Bande bei 1735 cm™ und einer negativen
Bande bei 1745 cm”. Diese Banden wurden bei der CcO von P. denitrificans
(Hellwig et al., 1996) und bei der Quinol-Oxidase von E. coli (Liibben and Gerwert,
1996) ebenfalls beobachtet. Experimente mit Mutanten (Hellwig et al., 1998; Liibben
et al., 1999; Yamazaki et al., 1999) konnten nicht eindeutig beantworten, ob es sich
bei diesem Bandenmuster um eine Verschiebungsbande oder um eine Deprotonie-
rungs-/Protonierungsreaktion von E286 und einer weiteren AS handelt. Zur Untersu-
chung dieser Fragestellung wurden Ry — O Differenzspekiren mit der ATR-Technik
gemessen. Die niichste Abbildung fasst die Ergebnisse dieser Messungen zusammen.

Zur besseren Ubersicht ist nur der Bereich zwischen 1780 und 1710 cm™ dargestellt
(siche auch Anhang B, Abbildung B-2).
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Abbildung 3.4-1 R, - O Differenzspektren im Bereich 1780 bis 1710 cm™’. Die beiden oberen Spektren
beschreiben die redox-induzierten Anderungen des WT von R. sphaeroides in H,O (durchgezogene
Linie) und in D,O (gestrichelte Linie). Das mittlere Spektrum entspricht dem Differenzspektrum der
E286Q Mutante und das untere Spektrum der E286D Mutante. Versuchsbedingungen waren 50 mM
Phosphat, 100 mM KCI und pH 8 (pD 7,6) fiir die Aufnahme des oxidierten Spektrums bzw. 50 mM
Phosphat, 90 mM KCI, 10 mM Dithionit und pH 8 (pD 7,6) fiir die Aufnahme des reduzierten Spek-
trums.

Man erkennt in den oberen Spektren der Abbildung 3.4-1, dass die negative und posi-
tive Bande bei 1745 cm’! bzw. 1735 cm”! durch den Austausch des Puffers von H,O
zu D,0 um etwa 6 cm™ zu niedrigeren Wellenzahlen verschoben wird. Diese Ver-
schiebung liegt im erwarteten Rahmen und ist in guter Ubereinstimmung mit Litera-
turdaten (Chirgadze et al., 1975). Die Frequenz, bei der die C=0 Schwingung einer
Carbonsiure absorbiert, ist von den umgebenden Wasserstofforiicken abhingig.

Um das Bandenmuster zuzuordnen, werden R, — O Differenzspektren der konservati-
Hierbei macht man

ven Mutanten E286Q und E286D von R. sphaeroides gemessen.
sich folgendes zu Nutze: Durch den Austausch einer Glutaminsdure gegen ein Aspa-

raginsiure verkiirzt man die Seitenkette der AS selektiv um eine CH,-Gruppe. Dies

hat eine Anderung der Umgebung und damit auch der Wasserstoffbriicken dieser AS

zur Folge.

Bei der E286Q Mutante sind beide Signale in der betrachteten Region vollstindig
ine Asparaginsdure ver-

verschwunden. Der Austausch der Glutaminsidure gegen ein 1
schiebt das positive Signal um 7 e zu 1738 cm™ und das negative Signal um 6 cm

zu 1729 cm. Da in beiden Fillen keine Bande mehr bei der urspriinglichen Wellen-
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zahl von 1745 cm™ bzw. 1735 cm™ zu beobachten ist, kann man davon ausgehen,
dass dieses Bandenmuster ausschlieBlich von der AS E286 hervorgerufen wird.

Vergleicht man dieses Ergebnis mit den Spektren der CcO aus P. denitrificans
(Hellwig et al., 1998), so stellt man Unterschiede fest. Bei vergleichbaren Mutationen
verbleibt jeweils eine negative Bande bei 1732 cm’ im O — Ry Differenzspektrum.
Hellwig et al. folgerten daraus, dass das positive Signal (1746 cm™) im WT beim
Ubergang in den oxidierten Zustand einer Protonierung der AS E278 zuzuordnen ist.
Das verbleibende negative Signal im WT (1734 cm™) entspricht nach Auffassung der
Autoren der Deprotonierung einer noch unbekannten AS bei diesem Ubergang.

Aus den hier dargestellten Ergebnissen fiir die CcO von R. sphaeroides geht jedoch
eindeutig hervor, dass sowohl die positive als auch die negative Bande durch eine
Anderung der die protonierte AS E286 umgebenden Wasserstoffbriicken hervorgeru-
fen wird und nicht durch eine Deprotonierung der AS selbst. Die Verschiebung der
Bande beim Ubergang vom oxidierten in den reduzierten Zustand um 10 cm™ deutet
darauf hin, dass E286 im reduzierten Zustand stérker durch Wasserstoffbriicken ge-
bunden wird. Die Carboxylgruppe der Asparaginsiure in der E286D Mutante zeigt
ein vergleichbares Verhalten. Die Verschiebung beim Ubergang in den reduzierten
Zustand betridgt 9 cm™”. Das gesamte Bandenmuster ist allerdings zu niedrigeren
Wellenzahlen verschoben, da die Linge der Wasserstoffbriickenbindungen im Ver-

gleich zu E286 variiert und es mdglicherweise kleinere strukturelle Anderungen
durch die Mutation gibt.

34.2 pH-induzierte Differenzspektroskopie

Die R - O Differenzspektren haben gezeigt, dass E286 im physiologischen pH-
Bereich protoniert vorliegt. Der apparente pK-Wert dieser AS kann mit Hilfe der pH-
induzierten Differenzspektroskopie bestimmt werden (Széraz et al., 1994).

Die folgende Abbildung zeigt ein solches Experiment. Als Referenz dient eine Mes-

sung bei pH 10. Anschliefend wird der pH-Wert schrittweise in 0,2 pH-Schritten bis
pH 6,8 durch Austausch des Puffers abgesenkt.
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Abblldung 3:4-2 ]?arstellung der pH-induzierten Differenzspektren. Als Referenz diente ein Oxidase-
Film #quilibriert bei pH 10 (50 mM Phosphat und 100 mM KCI). Durch Austausch des Puffers mit glei-
chen Salzkonzentrationen, aber unterschiedlichen pH-Werten und anschlieBender Messung eines Pro-

benspektrums, ergaben sich die dargestellten Differenzspekiren.

Die positive Bande bei 1732 o sowie die damit gekoppelten Banden bei 1573 und
1402 cm™ beschreiben die Titration von Carbonsduren. Vermutlich handelt es sich
hierbei um Carbonséuren, die innerhalb der Kanile liegen und damit einen pK-Wert
haben der oberhalb von denen der Oberflichencarboxylate liegt (pK ~4). Mit sinken-
dem pH steigt die Anzahl protonierter Asparagin- und Glutaminsiuren (1732 cm™),
und dementsprechend sinkt die Anzahl deprotonierter Carbonséuren (1573 und 1402

cm™). Die Breite der Banden ist ein Klares Zeichen fiir eine grofie Anzahl gleichzeitig

titrierter AS. Die unterschiedliche Umgebung jeder einzelnen AS fiihrt zu einem et-

m und in der Summe zu einer Verbreiterung

was verschobenen Absorptionsmaximu
der beobachteten Absorptionsbande. Die Banden bei 1650 und 1540 cm™ entsprechen
Man sieht aber auch hier,

moglicherweise Sekundérstruktur-Anderungen im Protein.

dass diese Banden auf einer breiten Absorptionsdnderung der Amid I und Amid I
das in Kapitel 3.3 beschriebene Schwel-

Bande liegen, die unter Umstinden durch
rufen werden (siehe auch Anhang C). Die Zuordnung der

len/Schrumpfen hervorge:
Banden bei 1627 und 1516 cm! ist sehr spekulativ. Wiihrend die Absorption bei 1627

cm! sowohl durch eine Ham- wie auch durch ein Asparaginschwingung hevorgerufen
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werden konnte, entspricht die Bande bei 1516 cm” eventuell einer Tyrosin- oder
ebenfalls einer Himschwingung.

Die Analyse der pH-induzierten Differenzspektren verdeutlicht die Problematik bei
diesem Experiment. Durch die Anderung des pH-Werts werden Anderungen in einer
Vielzahl von AS induziert. Fiir den Fall, dass der pK-Wert von E286 in dem beob-
achteten pH-Bereich liegt, sind die Signale iiberlagert durch die groe Anzahl titrier-
ten Carbonsauren. Gleiches gilt fiir die Anderongen im Amid I und Amid II Bereich.
Hier werden mogliche pH-induzierte Umlagerungen einzelner AS iiberlagert von
Strukturinderungen  ganzer  Sekundirstrukturelemente  und/oder  Schwel-
len/Schrumpfen des Films. Es ldsst sich somit festhalten, dass der pH-Wert ein zu
grobes Mittel ist, um Anderungen einzelner AS zu beobachten. Das Ergebnis zeigt
aber auch wie wichtig es ist, bei Differenzexperimenten, wie z. B. einem Redox-
Experiment, den pH-Wert der verschiedenen Pufferlosungen exakt einzustellen, da
sonst moglicherweise neben den redox-induzierten Anderungen auch pH-induzierte
Differenzbanden im Spektrum erscheinen.

3.4.3 pH-Abhiingigkeit der redox-induzierten Differenzspektren

R4 — O Differenzspektren bieten im Vergleich zu pH-induzierten Differenzspektren
eine Moglichkeit, mit hoherer Selektivitit Anderungen im Protein zu induzieren und
sind dariiber hinaus physiologisch im Bezug auf den Funktionszyklus. Wie oben be-
schrieben, konnte durch die Analyse der Ry — O Differenzspektren ein Bandenmuster
bei (-1745/(+)1735 cm’ einer Umgebungsinderung der AS E286 zugeordnet wer-
den. Da es aus den oben diskutierten Griinden nicht méglich war, mit Hilfe der pH-
induzierten Differenzspektren den pK-Wert der AS E286 zu bestimmen, wurden
weitere Experimente zur Bestimmung dieses pK-Werts durchgefiihrt. Liegt der pK-
Wert der AS E286 in einem pH-Bereich, in dem das Protein nicht denaturiert, so kann
man mit der Aufnahme von Ry — O Differenzspektren bei verschiedenen pH-Werten
den pK bestimmen. Bei pH 8 liegt die AS E286 im protonierten Zustand vor, da im
redox-induzierten Differenzspektrum ein Bandenmuster bei (-)1745/(+)1735 cm™ zu
beobachten ist. Mit steigendem pH sollte, fiir den Fall, dass der pK-Wert erreicht
wird, dieses Bandenmuster verschwinden, da E286 dann im deprotonierten Zustand
vorliegt und somit nicht mehr im Bereich oberhalb 1700 cm™ absorbiert. In der fol-
genden Abbildung 3.4-3 sind R4 — O Differenzspektren bei verschiedenen pH-Werten
dargestellt. Der pH wurde zwischen pH 6 und pH 9,5 variiert. Zur besseren Ubersicht
sind nur die Differenzspektren bei pH 6, pH 8 und pH 9,5 abgebildet.
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Abbildung 3.4-3 Dargestelit sind Ry ~ O Differenzspektren, aufgenommen bei pH 6, pH 8 und pH 9,5.
Experimentelle Bedingungen siche Abbildung 4.1-1.

Man erkennt, dass das auf die Umgebungsinderung der AS E286 zuriickzufiihrende
Bandenmuster bei (-)1745/(+)1735 cm™ in dem untersuchten pH-Bereich erhalten
bleibt. Der pK-Wert der AS E286 liegt kiar iiber 9,5. Es war nicht moglich, bei pH-
Werten oberhalb von 10 zu messen, da die rekonstituierte CcO denaturierte bzw. der
Oxidase-Film sich abléste. Untersuchungen mit der Rinderherzoxidase haben gezeigt,
dass bei Fotolyse-Experimenten im vollreduzierten, CO gebundenen Zustand das
ebenfalls der AS E286 zugeordnete Bandenmuster bei (+)1750/(-)1739 cm? bis zu
einem pH von 9,3 beobachtet werden kann (Heitbrink et al., 2002). Demzufolge liegt
bei der Rinderherzoxidase der pK-Wert der AS E286 ebenfalls tiber 9,3.

344 Intermediatspektren

Die in der Einleitung beschriebenen Intermediate F und P sind wichtige Zwischenzu-
stinde des Funktionszyklus der CcO. Erstmals beobachtet wurden sie bei isolierten
Mitochondrien, bei denen durch Anderung des elektrochemischen Protonengradienten
ein der physiologischen Richtung entgegengesetzter Elektronenfluss induziert wurde
(Wikstrom, 1981; Wikstrdm and Morgan, 1992). Weitere Experimente haben gezeigt,
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dass diese Intermediate ausgehend vom oxidierten Protein (O) durch die Zugabe von
Elektronen und Sauerstoff induziert werden kdnnen und somit auch Teil des physio-
logischen Funktionszyklus sind (Babcock and Ferguson-Miller, 1996; Babcock and
Wikstrom, 1992; Morgan et al., 1996). Ein weiterer Ansatz, die beschriebenen Inter-
mediate zu beobachten, ist die Verwendung von Wasserstoffperoxid (siche Abbildung
3.4-4). Dieses Molekiil beinhaltet genau diejenigen die Bestandteile, welche im re-
duktiven Teil des Funktionszyklus benétigt werden (2 H, 2 e und O,). Es ist somit
mdglich, durch Zugabe von Wasserstoffperoxid zur oxidierten CcO den reduktiven
Teil zu umgehen und nur den oxidativen Teil zu beobachten (Konstantinov et al.,
1998; Vygodina et al., 1998; Vygodina et al., 1997). Variiert man den pH und die
Konzentration an Wasserstoffperoxid, so ist es moglich, reine Intermediatspektren zu
erlangen (Fabian and Palmer, 1995; Junemann et al., 2000; Vygodina and Konstanti-
nov, 1989; Weng and Baker, 1991; Wrigglesworth, 1984).

Fe'= O

Abbildung' 3.4-4 Schematische Darstellung des Funktionszyklus der CcO. Durch Zugabe verschiedener
Konzentrationen von Wasserstoffperoxid und Variation des pH-Werts ldsst sich der reduktive Teil des

Eunktionszyklus umgehen und die Intermediate F und P erden erzeugt. Die beiden Zustinde P und F
sind bezogen auf Him a; isoelektrisch.

Pecoraro et al. (Pecoraro et al., 2001) haben gezeigt, dass man durch Zugabe von 1
mM Wassesstoffperoxidlosung bei pH 8,5 zur oxidierten CcO das reine Oxoferryl
Intermediat F generieren kann. Durch die Reaktion von Wasserstoffperoxid mit Ham
ag erkennt man im F minus O Differenzspektrum (F — 0) eine positive Bande bei 580
nm in der o-Region sowie eine positive und eine negative Bande bei 434 bzw. 414 nm
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in der Soret-Region (siche Abbildung 3.4-5) im UV/Vis Spektralbereich (Bickar et
al., 1982; Brittain et al., 1996; Wrigglesworth, 1984). Um nachzuweisen, dass auch
mit der rekonstituierten CcO dieses Intermediat erzeugt werden kann, wird folgender
Versuche durchgefithrt: 100 ul der rekonstituierten CcO Losung von R. sphaeroides
werden auf die Innenseite einer Quarzglaskiivette gegeben und unter einem leichten
Stickstoffstrom getrocknet. Der so entstandene Film wird durch Zugabe von etwa 2
ml 50 mM Phosphatpuffer und 100 mM KCl1 bei pH 8,5 rehydratisiert und ein Spek-
trum aufgenommen. Eine Stammldsung mit 100 mM Hp0,, 50 mM Phosphatpuffer
und 100 mM KCI bei pH 8,5 wird zum rehydratisierten Film gegeben, so dass die
Endkonzentration an Wasserstoffperoxid bei ~1 mM liegt.

<
]
q-

Sofubilisiert

Rekonstituiert

0,05 OD

414

350 . 400 450 ‘ 500 550 600 650 700 750
Wellenldnge / nm

i i ilisi CcO in Losung und der
Abbildung 3.4-5 F — O Differenzspektren der solubilisierten (ob?res Spektrum) un

rekonstimirten (unteres Spektrum) CcO als Film von R. sphaeroides. Das Spektrum de; rekonstituierten
CcO wurde skaliert auf die Differenz-Bande der solubilisierten CcO in der Soret-Region. Zur bessex;len
Ubersicht wurde das Spektrum der solubilisierten CcO mit einem konstanten Offset versehen. Versuchs-

bedingungen siehe Text.

Anhand der Differenzspektren erkennt man, dass sowohl die solubilisierte als auch
die rekonstituierte CcO im Zustand F ist. Bei der rekonstituierten CcO ist es weiterhin
mdglich, durch Austausch der Wasserstoffperoxidldsung gegen wasserstoffperox.i.d—
freie Losung den Grundzustand (O) wieder herzustellen. Man kann somit die Zustin-
den F und O der CcO durch einen Wechsel der Pufferbedingungen zyklisch erzeugen.
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Im IR wurden bis heute keine Differenzspektren verdffentlicht, die die Sauerstoff-
chemie der CcO beriicksichtigt. Ein Grund hierfiir ist die Tatsache, dass es bei
Transmission-Experimenten nicht moglich ist, die chemische Zusammensetzung des
Puffers zu #ndemn. Im Gegensatz dazu bietet die ATR-Technik den Vorteil, dass der
Puffer ausgetauscht und die chemische Zusammensetzung somit variiert werden
kann. Aus diesem Grund wird folgender Versuch durchgefiihrt: Der CcO-Film wird,
wie in Kapitel 2.4.4 beschrieben, prapariert und mit demselben Puffer rehydratisiert,
der auch bei der Aufnahme der UV/Vis-Spektren zum Einsatz kam. Nachdem der
Film dquilibriert ist, wird der Durchflussaufsatz auf den ATR-Diamanten montiert.
Die Aufnahme der F — O Differenzspektren erfolgt durch die Messung der Referenz
(O) unter kontinuierlichem Pufferfluss. Durch Nutzung eines Dreiwegeventils wird
der Puffer gegen wasserstoffperoxidhaltigen Puffer (siche oben) ausgetauscht, so dass
die Probe nun kontinuierlich mit dem zweiten Puffer umspiilt wird. Durch die Auf-
nahme des Probenspektrums erhélt man das F — O Differenzspektrum. In der folgen-
den Abbildung ist ein solches Spektrum dargestellt. Bei diesem Spektrum handelt es
sich um das Mittel aus 5 Experimenten mit jeweils 5000 aufgenommenen Spektren.
Die Versuche werden sowohl in H,O als auch in D,O Puffer durchgefiibrt.

F minus O in D,O

HDO-Bande

1513

F minus O in H,O

2
o
L

hosphat

A Basislinie (O minus O)

RNV

e

] " ]
1400 1200 1000
Wellenzahl / cm-1

2 ]
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Abbildung 3.4-6 F - O Differenzspektren der CcO von R. sp
Spektrum) bzw. in H,O Puffer (mittleres S
mM KCl, pH 8,5, 1mM H,0, und 20 °C.

haeroides aufgenoramen in D,O (oberes
pektrum). Versuchsbedingungen sind: 50 mM Phosphat, 100
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Vergleicht man die in H,O- und D,0O-Puffer aufgenommenen Spektren, so erkennt
man, dass es sowohl Banden gibt, die sich verschieben (1516/1513 em™) als auch
Banden, die keine Isotopenverschiebung zeigen (z. B. 1547 cm™). Da durch den Iso-
topenaustausch die H,0 Biegeschwingung bei 1645 cm™ zu 1450 cm (HOD) bzw.
1210 cm™ (D,0) verschoben wird, ist die Gesamtabsorption im Amid I Bereich ge-
ringer. Somit ist das Signal/Rausch-Verhiltnis in diesem Bereich in D,O besser als in
H,O0. Dieses ldsst den Schluss zu, dass die in H;O gemessenen Differenzbanden im
Amid I Bereich real sind und nicht auf Rauschen zuriickgefiihrt werden konnen. Die
Tatsache, dass die positiven Banden eine geringere Intensitit haben als die negativen,
zeigt dariiber hinaus, dass die Umgebung des bZ im Zustand F weniger polar ist als
im Zustand O. Bei der Interpretation der Daten muss berticksichtigt werden, dass das
groBte Signal im F — O Differenzspektrum um den Faktor 10 kleiner ist als das groBte
Signal im R, — O Differenzspektrum. Die Signale entsprechen somit beziiglich ihrer
Intensitit in etwa dem als Umgebungsinderung der AS E286 zugeordneten Banden-
muster bei 1745/1735 cm” im R, — O Differenzspektrum. Dieses bedeutet, dass die
vollstindige Reduktion aller Redoxzentren vermutlich wesentlich stirkere Anderun-
gen im Protein induziert als die Reaktion mit Wasserstoffperoxid. Dariiber hinaus ist
es moglich, dass die schwécheren Signale im F - O Differenzspektrum auch zum Teil
auf eine geringere Population der an der Reaktion beteiligten CcO zuriickzufiihren ist.

In der folgenden Tabelle werden die Ergebnisse verschiedener Verdffentlichungen
zusammengefasst und mit den Resultaten verglichen. Ausgewahit wurden zwei Un-
tersuchungen, die mit Hilfe der Resonanz-Raman-Technik den Zustand O fiir die
Rinderherzoxidase und die Oxidase von P.denitrificans (Heibel et al., 1993) sowie fiir
die CcO von R. sphaeroides (Lee et al., 2000) untersucht haben. Mit der Resonanz
Raman Spektroskopie kann man selektiv die Schwingungen der Kofaktoren Him a

und Ham a; untersuchen.
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Schwingung | Rinderherz | P. denitrificans | R. sphaeroides R. sphaeroides .
RR[em™® | RR[em™)’ RR [cm™)® | IR diese Arbeit [cm™]

Fe a vy 1639 1634 1634 1630
Fe a; vyo 1609 1610 1612
Fea Y1 1546 1547

Tabelle 3-1 Zuordnung einzelner Schwingungen der Kofaktoren mit Hilfe der Resonanz-Raman-
Technik und Vergleich mit Ergebnissen unserer IR-Messungen,

Wihrend des Funktionszyklus werden vier Elektronen beim Ubergang vom Interme-
diat A in den Zustand P auf den gebundenen Sauerstoff iibertragen. Zwei der Elektro-
nen stellt Ham a; zur Verfligung und ein Elektron kommt vom Cug. Die Quelle des
vierten Elektrons ist bis heute nicht eindeutig nachgewiesen und somit Gegenstand
der Diskussion. Eine Moglichkeit, als Elektronendonor zu fungieren, stellt die AS
Tyrosin 288 dar. Proshlyakov et al. (Proshlyakov et al., 2000) schlagen vor, dass
Y244 (Rinderherz-Nummerierung), welches kovalent an ein Histidin gebunden ist,
wihrend des Funktionszyklus ein Radikal bildet. Untersuchungen am Photosystem I
haben gezeigt, dass dort ein Tyrosin wihrend des Funktionszyklus ein Radikal bilden
kann (Berthomieu et al., 1998; Hienerwadel et al., 1997) und somit in der Lage ist,
sowohl ein Elektron als auch ein Proton zur Verfiigung zu stellen. Y288 bildet keine
kovalente Bindung mit einem benachbarten Histidin bei der CcO von R. sphaeroides
(Svenson Ek, eingereicht). Trotz dieses strukturellen Unterschieds zur Rinderherzoxi-
dase kénnte Y288 dennoch der Ursprung des vierten Elektrons sein. Beim Ubergang
von P nach F ist der transmembrane Transport zweier Protonen gekoppelt an einen
Elektronentransfer in das bZ. Das Ziel dieses FElektrons ist hochstwahrscheinlich
Y288. Ob parallel zu diesem Elektronentransfer auch ein Proton in das bZ gebracht

wird, ist nicht bekannt. Somit besteht die Moglichkeit, dass Y288 in einem deproto-
nierten Zustand vorliegt.

Um zu iiberpriifen, ob, und wenn ja welche, Differenzbanden auf die Deprotonierung
zuriickzufithren sind, werden pH-Differenzspektren der Aminoséuren Tyrosin und
Phenylalanin aufgenommen. Die Messungen der Absolutspektren erfolgt jeweils bei

pH 12 und pH 8 mit der ATR-Technik. AnschlieBend wird die Differenz pH 12 minus
pH 8 berechnet.

8 (Heibel et al., 1993)
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Abbildung 3.4-7 pH-Differenzspektren der AS Tyrosin (oberes Spektrum) und Phenylalanin (unteres
Spektrum). Die Konzentratin der AS-Losungen lag bei ~2 mM in 50 mM Phosphat und 100 mM KCL
Die Titration der Losungen wurde mit 5 M KOH durchgefiihrt. Die Aufnahme der Spektren erfolgte bei
20 ° C mit der ATR-Technik. Die Spektren wurden Basislinien korrigiert.

Die Phenolgruppe des Tyrosins hat einen pK-Wert von ~10. Durch die Aufnahme von
pH-Differenzsspektren zwischen pH 12 und pH 8 erhélt man die Differenz zwischen
deprotonierter (positive Banden) und protonierter (negative Banden). Vergleicht man
dieses Spektrum mit dem pH-Differenzspektrum von Phenylalanin, so kann man ge-
zielt die Banden zuordnen, die auf die Protonierung zuriickzufiihren sind. Problema-
tisch ist allerdings die Tatsache, dass ebenfalls die Aminogruppe der AS titriert wird
(PKeryrosint 9115 PRephenyiatanint 9,24) und demzufolge auch dadurch Differenzbanden im
Spektrum erscheinen. Die Banden der Spektren in Abbildung 3.4-7 lassen sich in

zwei Gruppen einteilen:

(a) Man erkennt Differenzbanden mit identischer Wellenzahl in beiden Spektren.
Diese Banden sind entweder direkt der Deprotonierung der Aminogruppe zu-
suordnen oder einer Schwingung, die mit dieser gekoppelt ist. Beispiele sind
die breite Bande bei 1654 cm’ sowie die Signale bei 1423 cm™ und
1416 cm™. Die Bande bei 1628 et ist im Differenzspektrum von Phenylala-
nin stirker ausgeprigt als bei Tyrosin. Dieses Signal kann der pH-induzierten

Anderung der OH-Streckschwingung des Wassers zugeordnet werden (Daten

nicht dargestellt).

9 (Lee et al., 2000)
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®) Bei der zweiten Gruppe handelt es sich um solche Banden, die nur im Tyro-
sin-Differenzspektrum auftauchen. Dieses sind entweder direkt der Deproto-
nierung der Phenolgruppe oder einer gekoppelten Schwingung zuzuordnen.
Man sieht deutlich, dass Banden bei 1246 cm’, 1271 cm”, 1330 em”, 1602
cm™ und 1612 cm™ nur bei Tyrosin zu beobachten sind. Dariiber hinaus gibt
es noch ein Bandenmuster bei 1516/1498 cm’™ im Tyrosin-Spektrum, welches
nur teilweise im Phenylalanin-Spektrum zu beobachten ist.

Legt man diese Ergebnisse zugrunde und vergleicht sie mit Literaturdaten
(Hienerwadel et al., 1997), so kommt man zu folgendem Ergebnis:

Tyrosin-Differenzspek. F - O Differenzspek. Zuordnung [cm’™]
[cm™] (Abb. 3.4-7) [em™] (Abb. 3.4-6) (Hienerwadel et al., 1997)
(protoniert) 1246 1249 1248 v7°a(CO) und 3(COH)
(deprotoniert) 1271 1275 v7°a(CO) und 8(COH)
(deprotoniert) 1498 1501 (nur in DZO) 1500 v19(CC)
(protoniert) 1516 1516 1518 v19(CC)
(deprotoniert ) 1602 1600 v8a(CC)
(protoniert) 1612 1612 1616 v8a(CC)

Tabelle 3-2 Vergleich und Zuordnung der beobachteten Banden anhand der angegebenen Literatur.

Vergleicht man die in den Tabellen 3-1 und 3-2 zusammengefassten Ergebnisse, so
ldsst sich folgende Zuordnung treffen: Die im F — O Differenzspektrum beobachtete
Banden bei 1547 und 1630 cm™ kénnen Schwingungen des Him a zugeordnet wer-
den. Die Signale bei 1249 und 1516 cm™ dagegen werden eindeutig durch die depro-
tonierten Form eines Tyrosins hervorgerufen. Schwieriger ist die Zuordnung aller-
dings mit der Bande bei 1612 cm™. Bei dieser Wellenzahl absorbiert sowohl eine
Schwingung des Hdm a3 als auch eine Schwingung des Tyrosinats.

Ein weiterer vergleich mit Literaturwerten bestétigt die oben durchgefiihrte Zuord-
nung: Die negative Banden bei 1516 cm™ entspricht in Ubereinstimmung mit Litera-
turwerten (Venyaminov and Kalnin, 1990) der Ringschwingung eines protonierten
Tyrosins. Die dementsprechend deprotonierte Form dieser Schwingung absorbiert bei
1501 cm™ in D,O und ist nicht aufgeldst in H,O (Chirgadze et al., 1975). Eine weitere
in der Literatur beschriebene Bande bei 1615 cm™ wurde nur in D,0O beobachtet und
ist ebenfalls einem protonierten Tyrosin zugeordnet (Chirgadze et al., 1975). Das
entsprechende Signal in unserem Differenzspektrum liegt etwa drei Wellenzahlen
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verschoben bei 1612 cm’. Eine weitere positive Bande bei 1602 cm™ in H,O und
1603 cm™ in D,0, wird einer Schwingung des protonierten Tyrosins zugeordnet. Man
erkennt wiederum nur in D,O eine Bande bei 1599 cm™, die dieser Schwingung ent-
sprechen konnte.

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass die Daten Hinweise dafiir geben, dass
Y288 beim Ubergang in den Zustand F sehr wahrscheinlich deprotoniert wird. Be-
riicksichtigt man die sehr kleinen Signale und die Tatsache, dass im Bereich der Ty-
rosinschwingungen auch Hémschwingungen beobachtet werden konnen (siche Ta-
belle 3.1 und 3.2), ist diese Zuordnung allerdings noch spekulativ. Weitere Experi-
mente zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhiltnis und Untersuchungen mit
Mutanten sind nétig, um die Zuordnung zu bestitigen.
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4 Diskussion

Die Cytochrom-c-Oxidase ist eine komplexe biologische Maschine, die einen elektro-
chemischen Gradienten iiber einer Membran aufbaut. Getrieben wird dieser Prozess
durch die Reduktion von Sauerstoff zu Wasser. Neben den vier Protonen, die durch
die Membran gepumpt werden, miissen noch vier weitere Protonen fiir die Sauer-
stoffchemie aufgenommen werden. Die Resultate dieser Arbeit spiegeln den Versuch
wider, mit Hilfe der Infrarot-Spekiroskopie Erkenntnisse iiber den Zusammenhang
zwischen der Struktur und den wihrend des Funktionszyklus ablaufenden Prozessen
zu erlangen. Die Strategie war hierbei, die Methoden und Préparationen kontinuier-
lich so zu verindern und zu optimieren, dass mehr und mehr Aussagen {iber physio-
logische Aspekte moglich wurden.

Kapitel 3.1 beschreibt zeitaufgeldste Experimente mit der vollreduzierten, CO gebun-
denen CcO. Hierbei handelt es sich um einen Zustand, der in der Natur nicht beo-
bachtet wird bzw. nicht Teil des physiologischen Funktionszyklus ist. Allerdings
binden CO und O, im Protein nicht nur an der gleichen Stelle, sondemn gehen auch
beide eine transiente Bindung mit Cug ein bevor sie an Hdm a3 binden (Bailey et al.,
1996; Einarsdottir et al., 1993; Oliveberg and Malmstrom, 1992; Verkhovsky et al.,
1994). Aussagen, die aufgrund von Untersuchungen mit CO gemacht werden, knnen
somit in vielen Fillen auf O, erweitert werden und erlauben demzufolge auch bei-
spielsweise Riickschliisse auf die Sauerstoffbindung und die Sauerstoffreduktion.
Voraussetzung fiir die Bindung von O, ist die Reduktion des bZ. Der Transfer des
ersten Elektrons zum Cup wird kontrolliert durch die Aufnahme eines Protons
(Verkhovsky et al., 1995) hochstwahrscheinlich durch den K-Kanal oder durch die
Verschiebung einer Aminosiureseitengruppe im K-Kanal (K362) (Sigurdson, 2001).
Durch die starke antikooperative Redoxwechselwirkung zwischen Cug und Him as
verbleibt das zweite Elektron beim Him a (Blair et al., 1986). Die Bindung von O, an
Cug und die anschlieflende Weiterleitung zum Him a; stabilisiert die reduzierte Form
des Hidm a; und damit den Transfer des zweiten Elektrons in das bZ. Durch diesen
Elektronentransfer wird ein zweites Proton wahrscheinlich durch den D-Kanal aufge-
nommen (Wikstrém et al., 2000). Dieser Prozess stellt eine Schutzfunktion dar: Es
wird vermieden, dass Sauerstoff an das nur mit einem Elektron reduzierte bZ bindet
und moglicherweise reaktive Sauerstoffradikale gebildet werden. Durch die Bindung
von O, an Cug konnte ein Signal induziert werden, welches die hydrophobe Tasche
zwischen E286 und dem bZ so verindert, dass Protonen fiir das bZ und somit fiir die
Sauverstoffchemie bereitgestelit werden konnen. Die Interpretation der hier vorge-
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stellten Daten bestitigt genau dieses Szenario. Die transiente Bindung von CO an Cug
ist zeitlich gekoppelt an eine Anderung der AS E286. Die Zuordnung des K-Kanals
als Weg fiir die chemischen Protonen und des D-Kanals fiir die gepumpten Protonen
lasst sich durch unsere Daten nicht bestitigen. Vielmehr weisen die Ergebnisse dieser
Arbeit darauf hin, dass der D-Kanal bei der Sauerstoffbindung beteiligt ist. Ob dieser
Kanal erst beim Ubergang vom reduktiven in den oxidativen Teil oder schon vorher
involviert ist, ldsst sich mit Fotolyse-Experimenten der halbreduzierten CcO untersu-
chen (siehe folgende Diskussion).

Um einen Vergleich der Rinderherzoxidase mit der bakteriellen CcO durchzufiihren,
wurden Fotolyse-Experimente mit der vollreduzierten, CO gebundenen CcO von R.
sphaeroides wiederholt. Bei diesen Versuchen wurde die Temperatur von —20 °C, wie
bei der Rinderherzoxidase, auf 20 °C erhoht, um unter Bedingungen zu messen, die
niher an den physiologischen Gegebenheiten liegen. Die Differenzspektren beider
Oxidasen zeigen vergleichbare Banden. Einen wichtigen Unterschied findet man al-
lerdings in der Region oberhalb von 1700 cm™. Hier sieht man bei der Rinderherzoxi-
dase ein Bandenmuster, welches einer durch die Fotolyse induzierten Anderung von
E286 zugeordnet wurde (siehe oben). Dieses Muster l4sst sich nicht bei der CcO von
R. sphaeroides beobachten. Damit muss bei kiinftigen Analysen beriicksichtigt wer-
den, dass trotz der grofen Homologie der Rinderherzoxidase und der CcO von R.
sphaeroides es offenbar Unterschiede zwischen den Proteinen gibt. Es war demzufol-
ge nicht moglich, die zeitliche Kopplung der AS E286 mit der transienten Bindung
des CO an Cug ebenfalls fiir die bakterielle CcO nachzuweisen.

Im niéichsten Schritt (Kapitel 3.2) wurde die halbreduzierte, CO gebundene CcO von
R. sphaeroides untersucht. Im Gegensatz zum Zustand der vollreduzierten, CO ge-
bundenen CcO induziert man durch die Fotolyse des CO einen Elektronentransfer
zwischen den Kofaktoren. Folglich kann man im Differenzspektrum nicht nur die
direkt von COinduzierten Anderungen beobachten, sondern auch solche Signale, die
auf einen Elektronentransfer zuriickzufiihren sind. Dieses ist ein wesentlicher Schritt
zur Untersuchung des physiologischen Funktionszyklus. Die Analyse der Daten er-
gibt, dass der K-Kanal bei Aufnahme der Protonen im reduktiven Teil des Funktions-
zyklus involviert ist. Dariiber hinaus deuten die Experimente mit hoher Wahrschein-

lichkeit auf eine Deprotonierung der AS E286 hin.

Somit ergibt sich zusammen mit den Ergebnissen der vollreduzierten Oxidase folgen-
des Bild: Die Ladung des zweiten Elektrons muss ebenso wie beim ersten Elektron
dJurch die Aufnahme eines Protons kompensiert werden. Auf der Basis von Blitzlicht-

fotolyse-Experimenten im UV/Vis mit der halbreduzierten, CO gebundenen CcO
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schlagen Sigurdson et al. (Sigurdson et al., 2002) ein an das oxidierte Hém a; gebun-
denes Hydroxid als Protonenakzeptor bei der Riickkehr des Elektrons vor. In diesem
Modell wird das Proton allerdings durch den K-Kanal aufgenommen. Dies ldsst sich
nicht mit unseren Ergebnissen bestitigen. Wikstrom et al. beschreiben dagegen Ver-
suche, die die Aufnahme des zweiten Protons durch den D-Kanal wihrend des reduk-
tiven Teils des Funktionszyklus postulieren (Wikstrom et al., 2000). In diesem Mo-
dell reagiert ein im bZ gebundenes Hydroxid durch die Aufnahme des ersten Protons
zu Wasser und wird in die hydrophobe Tasche zwischen E286 und dem bZ verscho-
ben. Dieser Schritt macht das bZ fiir den Transport des zweiten Protons durch den D-
Kanal zuginglich. Die Ergebnisse dieser Arbeit mit der halbreduzierten Oxidase zei-
gen eine Beteiligung der AS E286 beim zweiten Elektronentransfer und bestétigen
somit Wikstréms Modell. Weitere Hinweise fiir diese Hypothese liefern Messungen
im IR mit der Rapid-Scan-Technik an der CcO von P. denitrificans (Rost et al.,
1999). Hier wird ebenfalls beschrieben, dass bei der Riickkehr des zweiten Elektrons
zum oxidierten Him as; vermutlich die am Ende des D-Kanals lokalisierte Aminossu-
re B278"° beteiligt ist. Es bleibt allerdings die Frage offen, ob — wie bei Wikstrom
beschrieben — der D-Kanal erst durch eine Verschiebung eines Wassermolekiils akti-
viert werden muss, oder ob er bereits — wie bei Sigurdson beschrieben — zugiinglich
fiir das bZ ist. Diese Frage lasst sich nicht mit Blitzlichtfotolyse-Experimenten der

halbreduzierten CcO kisren, da der erste Elektronentransfer in das bZ nicht beobach-
tet werden kann.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die zeitaufgelsten Experimente gezeigt
haben, dass die AS E286 eine Schliisselfunktion einnimmt. Sowohl bei der Bindung
von CO (O,-Analogon) als auch beim Elektronentransfer ist eine Beteiligung dieser
AS und damit auch des D-Kanals nachweisbar,

Der grofie Vorteil der Transmissions-Spektroskopie, dass die Proben in einer abge-
schlossenen Kiivette unter konstanten Bedingungen gemessen werden konnen, ist
gleichzeitig auch limitierend fiir einige Experimente. Aus diesem Grund wurden Ver-
suche mit der ATR-Technik begonnen. Im Kapitel 3.3 konnte durch Untersuchungen
im UV/Vis und im IR zweifelsfrei gezeigt werden, dass die Rekonstitution der CcO in
Proteoliposomen keinen negativen Einfluss auf die Integritit des binuklearen Zen-
trums und der Himgruppen sowie deren Funktion hat.

0 p, denitrificans Nummerierung entspricht E286 bei R. sphaeroides.
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Durch die Analyse von Ry — O Differenzspektren des WT und einiger Mutanten (Ka-
pitel 3.4.1) konnte das beschriebene Bandenmuster bei (-)1745/(+)1735 cm™ fiir die
CcO von R. sphaeroides eindeutig auf eine Umgebungsinderung der AS E286 zu-
riickgefilhrt werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass man mit Hilfe der ATR-
Spektroskopie Aussagen liber einzelne AS im Protein treffen kann. vorschlagen

Der letzte Schritt bestand nun darin, ein durch die UV/Vis Spektroskopie charakteri-
siertes Intermediat des Funktionszyklus im IR zu untersuchen (Kapitel 3.4.4). Die
Analyse der Messungen ergab, dass im F — O Differenzspektrum Banden zu erkennen
sind, die der Deprotonierung eines Tyrosins zugeordnet werden konnen.

Durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid zur oxidierten CcO bilden sich die Inter-
mediate P und F. Die Variation des pH-Werts und der Wasserstoffperoxidkonzentra-
tion ermdglicht die Erzeugung des reinen Intermediats F. Wihrend des Funktionszy-
klus werden vier Elektronen beim Ubergang vom Intermediat A in den Zustand P auf
den gebundenen Sauerstoff iibertragen. Zwei der Elektronen stellt Him a; zur Verfii-
gung, ein Elektron kommt vom Cug. Die Quelle des vierten Elektrons ist bis heute
nicht eindeutig nachgewiesen und somit Gegenstand der Diskussion. Vorgeschlagen
wird, dass Tyrosin 288 bei der CcO als Elektronendonor fungiert. Proshlyakov et al.
(Proshlyakov et al., 2000) zeigten, dass Y244 (Rinderherz-Nummerierung), welches
kovalent an ein Histidin gebunden ist, wihrend des Funktionszyklus ein Radikal bil-
det. EPR-Messungen von McMillan et al. (MacMillan et al., 1999) liefern ebenfalls
Hinweise darauf, dass es sich um ein Tyrosin handelt, welches im Zustand P ein Ra-
dikal bildet. Y288 bildet keine kovalente Bindung mit einem benachbarten Histidin
bei der CcO von R. sphaeroides (Svenson Ek, eingereicht). Trotz dieses strukturellen
Unterschieds zur Rinderherzoxidase konnte Y288 dennoch der Ursprung des vierten
Elektrons sein. Untersuchungen am Photosystem II haben dariiber hinaus gezeigt,
dass dort gleichfalls ein Tyrosin wihrend des Funktionszyklus ein Radikal bilden
kann (Berthomieu et al., 1998; Hienerwadel et al., 1997) und somit in der Lage ist,
sowohl ein Elektron als auch ein Proton zur Verfiigung zu stellen. Erzeugt man den
Zustand F, wie in unseren Versuchen durchgefiihrt, mit einem Uberschuss an Wasser-
stoffperoxid (bei pH 8), so bildet sich der Zustand P nur transient (Pecoraro et al.,
2001). Durch die Oxidation eines zweiten Wasserstoffperoxidmolekiils bildet sich der
Zustand F. Da das bei dieser Reaktion frei werdende Elektron vermutlich auf das
Radikal tibertragen wird, sollte im Zustand F nur noch die deprotonierte Form vorlie-

gen.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Experimente am terminalen Enzym der Atmungs-
kette — der Cytochrom-c-Oxidase — durchgefiihrt. Untersucht wurde die Rinderher-
zoxidase sowie die Oxidase des Bakteriums Rhodobacter sphaeroides. Das Ziel der
Experimente war es, molekulare Informationen zum Mechanismus des Funktionszy-
klus zu erlangen und damit den Zusammenhang zwischen Struktur und Funktion auf-
zukldren. Zu diesem Zweck kamen zeitaufgelste Transmissions-Messungen und
Gleichgewichts-Messungen mit der ATR-Technik zum Einsatz. Sowohl methodisch
als auch préparativ wurden verschiedene Strategien verfolgt:

Mit der vollreduzierten, CO gebundenen Rinderherzoxidase konnte erstmals gezeigt
werden, dass es moglich ist, mit einer Zeitaufldsung von 5 us Differenzspektren tiber
den Bereich von 2200 bis 950 cm™ aufzunehmen. Die Analyse der Daten ergibt, dass
die transiente Bindung des fotolysierten CO an Cug sowie die Strukturéinderunge
einer etwa 12 A entfernten Aminosiure kinetisch gekoppelt sind. Diese AS ist Teil
des D-Kanals und spielt vermutlich eine entscheidende Rolle beim Transport von
Protonen ins binukleare Zentrum bzw. iiber die Membran. Die Ergebnisse lassen auf
einen Mechanismus schliefien, der den Eintritt des Sauerstoffs unter Beteiligung der
Aminosdure E286 kontrolliert.

Mit Hilfe der Ergebnisse der halbreduzierten, CO gebundenen CcO konnte erstmals
nachgewiesen werden, dass der Elektronentransfer vom Him az; zum Ham a vermut-
lich an die Deprotonierung der oben schon beschricbenen AS E286 gekoppelt ist.
Folglich ist nicht nur der K-Kanal am reduktiven Teil des Funktionszyklus beteiligt,
sondern auch der D-Kanal, was gingigen Modellen der Literatur widerspricht.

Es konnte zweifelsfrei gezeigt werden, dass die Rekonstitution der CcO in Proteoli-

posomen keinen Einfluss auf das Protein hat; somit konnte die ATR-Technik fiir wei-
tere Experimente genutzt werden.

Die Auswertung der Redox-Differenzspekiren des Wildtyps und der Mutanten, auf-
genommen mit Hilfe der ATR-Technik, ergab die prézise Zuordung eines Bandenmu-

sters im Differenzspektrum. Dieses Signal konnte eindeutig der Umgebungsénderung
der AS E286 zugewiesen werden.

Zum ersten Mal konnte im IR ein Intermediatspektrum des oxidativen Teils des
Funktionszyklus aufgenommen werden. Die Interpretation des F — O Differenzspek-
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trums demonstrierte, dass ein Tyrosin beim Ubergang in den Zustand F involviert ist
und vermutlich deprotoniert vorliegt.
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6 Anhang

A Bandenzuordnung

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Licht minus Dunkel Differenzspek-
tren der vollreduzierten, CO gebundenen Rinderherzoxidase und der halbreduzierten,
CO gebundenen CcO von R. sphaeroides dargestellt. Den Maxima bzw. Minima un-
serer Messungen wurde eine mogliche Zuordnung anhand der Literatur gegeniiberge-
stellt (Behr et al., 1998; Hellwig et al., 1999; Park et al., 1996; Puustinen et al., 1997).

Rinderherz Zuordnung R. sphaeroides
vollreduziert halbreduziert
Dunkel | Licht Dunkel Licht
[em™] | [em™ [em™] [em™]
2062 (CuB-YCO (o) 2062
1963 (a:Fe-)' *CO 1967
1918 (asFe-)"CO
1750 v(C=0) Glu 286
1739 V(C=0) Glu 286 1745
v(C=0)Glu 101 1724
1666 Formvl vC=0 1662
1660 Formvl vC=0 1654
1627 Vinvl v(Co=CB)
1614 Vinvl v(Co=CB): v10? 1620
Vv(COYCHOQ Ham a; v37 Him a 1606
v38..Hima 1549
Ham Propionat 1537
1535 v38: CuHis
1512 v3.vll
1476 v28: Imid
1466 v28&: Imid
1459 v39: §.. CHa: 8CH-» (Ring)
1450 FeHis: v28
1444 FeHis: v28 1446
Him Propionat 1390
1376 vidi.v4 1377
1364 val.v4 1367
1356 vd
1352 v4 1352
1306 Vinvl §CH=: v21 1308
1283 v42 1281
1274 Fe/Cu:His 1375
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1265 Fe/Cu:His 1267

1234 His:FeCO Formvt vCa-CO 1234

1142 v43: FeHis 1142
1107 Fe/Cu:His; Vinyl 1107

1088 P=0 1099
1079 Vinvl §..CH»

960 "HOOP’ (hydrogen out of plane)

Tabelle A-1 Vergleich und Zuordnung der beobachteten Banden an der angegebenen Literatur.

B Funktionalitiitstest der in dieser Arbeit verwendeten Mutanten

Alle in dieser Arbeit verwendeten Mutanten wurden hinsichtlich ihres Redox-
Verhaltens im UV/Vis und im IR {iberpriift. Bei den Messungen im UV/Vis wurde
dariiber hinaus die Ligandenbindung (CO) getestet. In der folgenden Abbildung sind
vollreduzierte, CO gebundene Absolutspektren der CcO in 50 mM Phosphat und 100
mM KCl bei pH 8,5 dargestelit.

E286Q
E286D
E101D
D132N
10,2 oD
400 450 500 B30 600 650
Wellenlénge / nm

e

Abbildung B-1 Redox-Spektren der vollreduzierten, CO gebundenen CcO. Die Spektren wurden mit der
solubilisierter Oxidase in Losung aufgenommen. Versuchsbedingungen: 50 mM Phosphat, 100 mM KCl
und pH 8,5.

Die Spektren der Mutanten zeigen die typischen Absorptionsmaxima, welche in Ka-
pitel 2.4.4 bereits ausfiihrlich beschrieben sind. In der o—Region erkennt man durch
die Reduktion des Ham a eine Bande bei ~607 nm und eine Schulter bei ~590 nm, die
die Bindung von CO an das reduzierte Ham a; beschreibt. In der Soret-Region ist
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neben dem Bandenmaximum bei ~435 nm (CO gebunden an Hdm a;) eine Schulter
bei ~445 nm zu sehen (reduziertes Ham a). Leichte Verschiebungen der Absorpti-
onsmaxima kann man auf die Mutation selber zurlickfiihren. Es ist allerdings eindeu-
tig, dass die Mutanten mit dem Wildtyp vergleichbare Ergebnisse zeigen und somit in
bezug auf die Himgruppen normale Redoxreaktionen aufweisen.

Die nichste Abbildung stellt Ry — O Differenzspektren der Mutanten und vom WT
dar. Alle Differenzspektren wurden anhand eines Oxidase-Films mit der ATR-
Technik gemessen.

|E101D
|E101C
|D132N

|E286D

E286Q

11 moD
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200
Wellenzahl / cm-1

Abbildung B-2 R, — O Differenzspektren der in dieser Arbeit verwendeten Mutanten und des WT. Die
Spektren wurden mit der ATR-Technik aufgenommen. Versuchsbedingungen: 50 mM Phosphat, 100
mM KCl, pH 8,5 (plus 10 mM Dithionit im reduzierenden Puffer) bei 20 °C.

Auch bei diesen Spektren erkennt man, dass die Mutanten und WT fast identische
Differenzbanden zeigen. Kleinere Verschiebungen oder die Ausléschung einiger Si-
gnale sind auf die Mutation selber zuriickzufiihren. Da die IR-Spektroskopie nicht nur
Anderungen der Himgruppen, sondern auch Schwingungen der bei der Redoxreakti-
on beteiligten AS detektiert, kann man folgendes feststellen: die in dieser Arbeit ver-
wendeten Mutanten zeigen ein dem WT vergleichbares Redox-Verhalten und sind
folglich im Bezug auf die getestete Funktion aktiv.
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C Schwellen/Schrumpfen

Zur Untersuchung der Effekte, die unterschiedliche Tonenkonzentrationen auf einen
Oxidasefilm haben, wird folgender Versuch durchgefiihrt: Ein Oxidasefilm wird pré-
pariert und zum einen bei 50 mM Phosphat, 100 mM KCI und pH 8 sowie zum ande-
ren bei 50 mM Phosphat, 250 mM KCI und pH 8 gemessen. Die Differenz ist in der
folgenden Abbildung dargestellt und wird mit einem pH-induzierten Differenzspek-
trum der CcO (pH 10 — pH 7) verglichen.

I 0,5 mOD

pH 10 minus pH 7

250 mM KCl minus 100 mM KC!

1630~

n
<t
w
-

1800 1700 1600 1500 1400
Wellenzahl / cm-1

Abbildung C-1 Dargestellt sind zwei Differenzspektren der CcO, aufgenommen mit der ATR-Technik.
Das obere Spektrum stellt ein pH-induziertes Spektrum dar. Versuchsbedingungen waren hier: 100 mM
KC1, 50 mM Phosphat und pH 10 bzw. pH 7. Das untere Spektrum verdeutlicht ein Salz-induziertes
Spektrum. Versuchsbedingungen waren: 50 mM Phosphat, pH 8 und 100 mM KCI bzw. 250 mM KCL
Alle Spektren wurden bei 20 °C aufgenommen

Bei Betrachtung des unteren Spektrums sieht man, dass mit steigender Ionenkonzen-
tration die Konzentration an Protein im Strahlengang steigt. Erkennbar wird dieses
durch die positiven Banden bei 1630 cm” (Amid I) und 1545 cm™ (Amid I0). Gleich-
zeitig wird Wasser aus dem Strahlengang verdréngt, was zu einer negativen Bande
bei 1700 cm™ fiihrt. Die Uberlagerung der negativen Wasserbande mit der positiven
Amid I Bande fiihrt zu einem relativ niedrigen Absorptionsmaximum der Amid I
Bande. Die Anderung der Proteinkonzentration im Strahlengang ist auf die bessere
Abschirmung der negativ geladenen Oberflichencarboxylate und Lipidkopfgruppen
durch die erhohte Ionenkonzentration zurtickzufithren (Schrumpfen). Beim Vergleich
des Salz-induzierten Differenzspektrums mit dem pH-induzierten Spektrum erkennt
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man, dass ein Teil der breiten Untergrundsignale im pH-induzierten Spektrum auf
eine Verinderung der Ionenkonzentration basieren.

D Abkiirzungen

ADP Adenosin 5‘diphosphat
AS Aminoséure
ATP Adenosin 5 ‘triphosphat

ATR attenuated total reflection

bZ binukleares Zentrum

CcO Cytochrom-c-Oxidase
DDM n-Dodecyl-B-D-Maltosid
FTIR Fourier Transform Infrarot
IR Infrarot
NADPH Nicotinamidadenindinucleotidohosphat
N-Seite negative Seite (Ort der Protonen Aufnahme)
P-Seite positive Seite (Ort der Protonen Abgabe)
RR Resonanz Raman
SVD singular value decomposition (Singuldrwertzerlegung)
UE Untereinheit
UV/Vis Ultraviolett/Visible

E Nomenklatur

Die Abkiirzung D132N bezeichnet eine Mutante, bei der die Aminosiure 132 — ein
Aspartat — durch ein Asparagin ausgetauscht wurde. Fiir den Fall, dass die Aminoséu-
re nicht Bestandteil der Untereinheit I ist, wurde die entsprechende Untereinheit
durch einen weiteren Index — in Form einer Romischen Ziffer — dargestellt: E101C™.

Alle angegebenen Numerierungen der Aminosduren beziehen sich auf die Numerie-
rung von R. sphaeroides. Abweichungen von dieser Regel sind im Text vermerkt.

102



Anhang

Symbole fiir Aminoséiuren

A Ala Alanin

B Asx Asparagin o. Asparaginsdure
C Cys Cystein

D Asp Asparaginsdure
E Glu Glutaminsiure
F Phe Phenylalanin

G Gly Glycin

H His Histidin

I Ile Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn Asparagin

P Pro Prolin

Q Gln Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

\Y% Val Valin

w Trp Tryptophan

Y Tyr Tyrosin

Z Glx Glutamin o. Glutaminsiure
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