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1. Einleitung

1.1 Einfiihrung

Proteine spielen eine zentrale Rolle in allen lebenden Systemen (griech. mpoteioc: das
erste,...). Sie sind an fast allen zelluldren Prozessen wie Katalyse, Transport von Energie,
Ladung und Materie, beteiligt und regeln elementare Stoffwechselvorginge (Metabolismus;
regulatorischen Wirkung zur Steuerung physiologischer Prozesse). Sie speichern Information
und sorgen fiir ihre Weitergabe [Skript zur Vorlesung]. Diese linearen Polymerketten werden
nach einem in der DNA gespeicherten Code in den Zellen aus 22 verschiedenen Amino-
sduren synthetisiert.

Die Struktur von Proteinen wird auf vier verschiedenen Ebenen charakterisiert: Man
unterscheidet die Strukturebenen der Primir-, der Sekundir-, der Tertidr- und der Quartir-
Struktur. Die Sequenz der Aminosduren stellt die Primirstruktur des Proteins dar. In der
nichsten Ebene ist diese Kette raumlich zur Sekundérstruktur angeordnet. Beispiele hierfiir
sind a-helikale oder B-Faltblattstrukturen. Als Tertidrstruktur bezeichnet man die rdumliche
Beziehung zwischen allen Aminosduren einer Peptidkette; hier kommen Aminosduren in
rdumlichen Kontakt, die beziiglich ihrer linearen Sequenz weit voneinander entfernt liegen
konnen. Diese Struktur-Ebene entspricht der vollstindigen dreidimensionalen Anordnung.
Gruppierungen aus mehreren spezifischen Polypeptidketten werden als Untereinheiten eines
groBBeren Protein-Komplexes angeordnet und definieren als weitere Strukturebene die
Quartérstruktur. Faltung der Peptid-Kette und Anordnung der Untereinheiten sind eindeutig
festgelegt, denn es gibt nur eine biologisch aktive Form des Proteins, die seiner Funktion
gerecht werden kann.

An der Grenze zwischen belebter und unbelebter Materie gehorchen diese Molekiile
einerseits den Gesetzen der Chemie und Physik, andererseits sind aber auch
Strukturdnderungen bzw. -fluktuationen erforderlich, damit ein solches Protein seine
Funktion erfiillen kann [Haustein 2000]. Aus der Aminosiduresequenz allein kann bisher
weder auf die dreidimensionale Struktur noch auf die Funktion eines Proteins geschlossen
werden. Selbst aus dem raumlichen Aufbau allein ist die Funktionsweise noch nicht ableitbar

(da u. a. wihrend der Funktion im allgemeinen Zwischenzustinde angenommen werden).

Eine der Aufgaben der molekularen Biophysik ist es, eine Korrelation zwischen der gege-

benenfalls bekannten statischen Struktur von Proteinen und deren Funktion und Dynamik




herzustellen und entsprechende Methoden zu deren Untersuchung zu entwickeln oder zu

verfeinern.

Um den Energiebedarf einer Zelle zu decken, haben sich im Laufe der Evolution vor allem
zwei Haupt-Mechanismen entwickelt: Energiegewinnung durch FEinfangen von Licht
(phototrop) und durch Oxidation von Nihrstoffen (chemotrop). Ein Teil dieser dabei
gewonnenen Energie, die durch einen elektrochemischen Gradienten iiber einer Membran
entsteht, wird in eine spezielle Form umgewandelt, bevor sie u. a. zur Biosynthese genutzt
wird. Der Tridger dieser freien Energie ist hauptsdchlich das Adenosintriphospat (ATP)
[Stryer 1994].

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit geht es um ein Protein, dessen Funktion die
katalytische Reduktion des Sauerstoffs zu Wasser bei gleichzeitigem Aufbau eines
Protonengradienten ist. Dieses, 1924 von Otto Warburg entdeckte und als ,,Atmungsferment
bezeichnete Enzym, ist die Cytochrom ¢ Oxidase und bildet als integrales Membranprotein
den letzten Schritt in der Zellatmung.

Fir eine Reihe von Cytochrom Oxidasen liegen inzwischen vollstindige rontgen-
kristallographische Strukturanalysen vor. Aufgrund der Kenntnis der Architektur und der
grundlegenden Funktion des Enzyms (enzymatische Téatigkeit: Reduktion von Sauerstoff,
Aufbau eines Protonengradienten iiber die Zellmembran) versucht man spektroskopisch,
Einblicke in die Dynamik dieses Prozesses zu erhalten und aufzuklidren, inwiefern
strukturelle Anderungen innerhalb des Proteins damit zusammenhzngen.

Um gezielt den Einflul und die Relevanz bestimmter Aminoséduren fiir den enzymatischen
Prozel zu kldren, werden unter anderem Aminosdure-Seitenketten molekularbiologisch
mittels Mutation durch andere Seitengruppen ersetzt. Entsprechende Verdnderungen im
jeweiligen Experiment lassen sich nun eindeutig einer bestimmten Aminosdure zuordnen.
Auch Untersuchungen iiber (zeitliche) Verdnderungen bestimmter spektraler Bandenmuster,
die mit definierten Aminosiduren korreliert werden konnen, lassen Riickschliisse auf die
Struktur-Funktions-Beziehung zu.

Trotz groBer Fortschritte im Verstdndnis des Mechanismus bleiben noch viele Fragen offen
und verschiedene Experimente fiihrten diesbzgl. zu unterschiedlichen SchluBfolgerungen. So
ist bisher auf molekularer Ebene noch nicht eindeutig entschieden (es existieren mehrere
Modelle), wie die Sauerstoffreduktion mit dem Transport von Protonen und Elektronen

verkniipft ist und welche Rolle die Kofaktoren beim katalytischen Prozef3 itibernehmen.




Prinzipielle Eigenschaften sowohl struktureller als auch funktioneller Natur im und in der

Nihe des binuklearen Reaktions-Zentrums stehen hierbei zur Diskussion.

Aus dem Verstindnis von bakteriellen Oxidasen erhofft man, durch Analogieschliisse
Modelle fiir mitochondriale Systeme zu erhalten, insbesondere um das Prinzip des
Protonenpumpens aufzukldren. Ein Vorteil der bakteriellen Systeme ist die Moglichkeit der
Mutagenese an definierten Stellen innerhalb des Proteins. Diese Methode ist im mitochon-

drialen Pendant nicht anwendbar.

Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, mit Hilfe der zeitaufgelosten FT-IR Spektroskopie die
Ligandendynamik an verschiedenen Oxidasen zu untersuchen. Als Ligand dient hierbei
Kohlenmonoxid, das als spektroskopische Sonde die Bindung von Sauerstoff an das
Reaktionszentrum nachahmt. Uber das Bindungsverhalten bei verschiedenen Temperaturen
erhdlt man sowohl Information {iiber Energiebarrierenhohen als auch {iiber Protein-
Reorganisationen in der unmittelbaren Umgebung der Reaktion.

Durch photolytisch initiierte Reduktion konnen Elektronentransferprozesse im gesamten
Protein untersucht und mit den Ergebnissen der Ligandenbindung am Reaktionszentrum
verglichen werden.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt im Vergleich verschiedener Cytochrom Oxidasen
untereinander: sie haben alle eine identische Funktion, weisen jedoch geringe Sequenz-
homologie auf. Es stellt sich die Frage, inwiefern diese Unterschiede Auswirkung auf das
Reaktionszentrum selbst haben, bzw. in wie weit diese relevant sind.

Ferner wurden im speziellen Fall der Paracoccus denitrificans Cytochrom c¢ Oxidase
verschiedene Mutanten untersucht, die auf ihre Beteiligung an der katalytischen Funktion
Hinweis geben sollten.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung dienen als wichtige Grundlage und Interpretationshilfe

bei Analogieschliissen der verschiedenen Oxidasen.




1.1.1 Die mitochondriale Atmungskette

Die mitochondriale Atmungskette besteht aus fiinf Proteinkomplexen, die in der
Mitochondrienmembran lokalisiert sind. Ihre Funktion besteht darin, Elektronen von NADH
(Nicotinamid Adenin Dinucleotid) und FADH, (Flavin Adenin Dinucleotid) aus den
verschiedenen Stoffwechselkreisldufen iiber mehrere Stufen auf molekularen Sauerstoff zu
iibertragen und diesen zu Wasser zu reduzieren. Ziel dieser Reaktion ist der Aufbau eines
Protonengradienten iiber die Membran. In Abbildung 1-1 ist dieser Proze3 mit den einzelnen

beteiligten Protein-Komplexen schematisch dargestellt.

INTERMEMBRAN

Abbildung 1-1: Aufbau der Atmungskette in der Mitochondrienmembran (schematisch) und der
Verlauf des Elektronentransfers (schwarzer Pfeil). Die von Komplex I, Il und IV gepumpten
Protonen erzeugen einen Protonengradienten iiber die Membran [Abbildung nach Follmann 1998].

Durch die Oxidation von NADH zu NAD" unter Entstehung eines Protons treten Elektronen
iber die NADH Oxidoreduktase (Komplex I) in die Atmungskette ein. Dort werden sie auf
den sogenannten ,,Elektronencarrier Ubichinon weitergegeben. Auch iiber die Succinat-
Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex II) gelangen Elektronen zum Ubichinon. Von dort
erfolgt die Ubertragung der Elektronen auf Komplex III (dem Cytochrom bc Komplex). Der
weitere Transfer geht iber membranassoziiertes Cytochrom ¢ (befindet sich ungebunden im
Intermembranraum) zur Cytochrom ¢ Oxidase (Komplex IV), dem Endglied der
Atmungskette. Dort erfolgt die Reaktion zusammen mit Protonen und Sauerstoff zu Wasser.
In der Elektronentransportkette wird die Redoxenergie stufenweise vermindert und

die freiwerdende Energie in den Komplexen I, Il und IV dazu benutzt, Protonen von der




Matrixseite der Innenmembran durch die Membran zu pumpen [Mitchell 1966; Follmann
1998]. Der entstehende Protonengradient fiithrt zu einem elektrochemischen Potential iiber
die Membran [Mitchell 1966; Wikstrom and Saraste 1984]. Die Energie dieses Gradienten
wird fiir die Synthese von ATP genutzt.

Die Enzymkomplexe befinden sich bei Eukaryoten in der inneren Membran der
Mitochondrien, welche die Matrix (Innenseite) vom Intermembranraum (Auflenseite) trennt.
In Prokaryoten, die keine Mitochondrien besitzen, befinden sich die Komponenten der
Atmungskette in der Zellmembran [John und Whatley 1995], weisen aber ansonsten dieselbe
Anordnung und Funktion wie in Mitochondrien auf.

Wihrend unter aeroben Bedingungen Sauerstoff zu Wasser katalysiert wird, kann z. B. bei
denitrifizierenden Bakterien (Paracoccus denitrificans) unter anaeroben Bedingungen mit
bestimmten Voraussetzungen eine Nitratatmung einsetzen [Schlegel 1985]. Hierbei werden
die Enzymkomplexe Nitratreductase A und Nitritreductase ausgebildet, die die Reduktion
von Nitrat iiber Nitrit zu Distickstoffoxid und Stickstoff iibernehmen. Nitrat ist hier

terminaler Wasserstoffakzeptor.

Him-Kupfer Oxidasen

Die drei Hauptkategorien der terminalen Enzyme der Atmungskette sind aufgrund ihrer
Eigenschaften der Kern-Untereinheiten definiert, die durch drei Hauptlinien der Evolution
begriindet werden: Typ A (mitochondrial-artige, unterteilt in zwei Unterarten), Typ B (bas-
artige, kanonische Aminosiuren” der Protonenkanile nicht konserviert) und Typ C (cbbs-
artige) — Oxidasen (siehe aktuelle Einteilung nach [Pereira et al. 2001]). Unterschieden wer-
den diese Oxidasen nach Sequenzhomologie, konservierten Protonenwegen u. a.. Gemein-
same wichtige Eigenschaften dieser Proteine sind ihre zwei katalytischen Untereinheiten
(Subunits) SU I und SU II. Thre Definition erfolgt in bezug auf Abweichungen der

Protonenwege.

AusschlieBlich SU I ist allen Him-Kupfer Oxidasen gemeinsam. Dies riihrt daher, dal} sie das
katalytische Zentrum beinhaltet: das H@m-Kupfer binukleare Zentrum und dessen
Elektronendonor, ein low-spin Him. Im binuklearen Zentrum findet die Sauerstoffreduktion

zu Wasser statt. In prokaryotischen Oxidasen kommen drei verschiedene Him-Typen a, b

* . . .
siehe auch Glossar: kanonische Oxidasen




und o vor, die sich durch unterschiedliche Seitenketten (Hydroxyethlfarnesylgruppe,
Formylgruppe, Methylgruppe, etc.) am Hdm-Grundgeriist voneinander unterscheiden (vgl.
Abb. 1-2 und Tabelle 1-1). In der Porphyrinbiosynthese entstehen Him o und Him a durch
diese Modifizierungen des Him b.

In Chinoloxidasen koppelt diese Untereinheit mit dem Substrat, das in vielen

Prokaryoten membrangebundenes Ubichinol oder Menachinol ist.

coo- coo-
3 i
CH; CH, Methyl ersetzt durch
\ d Formyl Gruppe (-CHO) in Him a
CH, CHy __ o —

HoC o :—\GHJ ,

Hydroxyethylfarnesyl ersetzt durch
HC Vinyl Gruppe in Him b

H.C .- Hc—OH CH, T~
. tH ]ECH CH=C — CH -}H '
2 z - 2 31*‘i

Abbildung 1-2: Porphyringeriist des Hdm o, gezeigt mit alternativen Substituenten fiir Hdam a und
Hdm b. Allen gemeinsam sind die beiden Propionat-Seitengruppen.
[Quelle: www.life.uiuc.edu/crofis/bioph354/cyt _ox.html]

Substituenten am Him
Porphyrinring
Restx ist ersetzt durch Rest y
Him g Formyl Farnesyl
Him b Eormyl — Methyl Earnesyl — Vinyl
Hémo Eormyl — Methyl

Tabelle 1-1 zeigt eine Ubersicht iiber verschiedene Hcmgruppen, und welche Seitengruppe durch
welche Reste ersetzt sind.

In der SU II findet die Wechselwirkung mit dem Elektronendonor statt. Sie enthilt bei Typ A
und Typ B Oxidasen ein Di-Kupferzentrum (Cua) mit zwei iiber Cysteine verbriickten
Kupferatomen als ersten Elektronenakzeptor von Cytochrom ¢ (Abb. 1-3).

Im Gegensatz dazu gibt es in Chinoloxidasen kein Cup Zentrum und auch keine Cytochrom ¢

Andockstelle [Garcia-Horsman et al. 1994; Wilmanns et al. 1995].




Abweichend hiervon sind auch Oxidasen vom caa;s oder cbbs Typ: hier ist das Cytochrom c
in der Nihe des Cup in diese Untereinheit ,fusioniert, d. h. kovalent an sie gebunden.
Cytochrome vom c¢-Typ bilden Cystein-Sulfthydrylgruppen, die an die Vinylgruppen
gekoppelt und — im Gegensatz zu Hdam a, b oder o - kovalent ans Protein gebunden sind.

In Abbildung 1-3 ist einer der drei Hauptzweige der Superfamilie mit seinen

elementaren Bestandteilen anhand einiger Beispiele der sie konservierten Organismen

dargestellt.
|. Cid L"n:.- I.I-: .R. .
s, .-I . ! I-' Oxidase, Typ.A;
\ s .y Vorkommen in:
N -:-I Rinderherz,

e . i .: .-_ ! P. denitrificans,
| R. sphaeroides

Hefe

Abbildung 1-3: Untereinheiten I und I mit Cytochrom c als Substrat der Cytochrom c Oxidase
[Quelle: http://www.life.uiuc.edu/crofis/bioph354/cyt _ox.html].

Grundsitzlich ist die katalytische Funktion durch die Untereinheiten SU I und SU II
vollstindig erfiillt. Je nach Organismus kommen noch weitere Untereinheiten in den
Oxidasen hinzu, deren Funktion sowohl mit dem Sauerstoff-Schutz als auch mit der hoheren
Lebensdauer (der mitochondrialen Systeme) zu tun hat. So finden sich fiir das Archae-
Bakterium Thermus thermophilus zwei Untereinheiten [Soulimane et al. 2000], fiir die
Oxidase aus der bakteriellen Cytoplasmamembran drei bzw. vier Untereinheiten, fiir
Sdugetiere und Fische 13 Untereinheiten [Kadenbach et al. 1983]. In Eukaryoten sind die drei

grofiten Untereinheiten homolog zu den drei Untereinheiten in Prokaryoten [Follmann 1998].

Neben den genannten Systemen gibt es auch Oxidasen, bei denen trotz Sauerstoffumsetzung
keine Energietransduktion stattfindet. Hierzu gehort die ebenfalls in dieser Arbeit behandelte
bd Chinol Oxidase, in der kein Kupfer Zentrum vorliegt und die deshalb auch nicht zur
Familie der Him-Kupfer Oxidasen gehort; weiterhin werden auch keine Protonen gepumpt.

Dieser Fall wird ausfiihrlich in Kapitel 3.4 behandelt.




1.1.2 Struktur und Aufbau der Cytochrom c Oxidasen
1.1.2.1 Cytochrom ¢ Oxidase aus dem Bakterium Paracoccus denitrificans

Nach zahlreichen Untersuchungen an Oxidasen mit diversen molekularbiologischen und
spektroskopischen Methoden [fiir Ubersichtsartikel siehe: Trumpower & Gennis 1994;
Babcock & Wikstrom 1992; Saraste 1990; Calhoun et al. 1994] wurde im Jahre 1995 tiber
Rontgenstrukturanalyse die Strukturen der Cytochrom ¢ Oxidasen aus Paracoccus denitri-
ficans [Iwata et al. 1995] und aus Rinderherz [Tsukihara et al. 1995] aufgekldrt und in den
folgenden Jahren verfeinert [Tsukihara et al. 1996; Yoshikawa et al. 1998; Ostermeier et al.
1997; Michel et al. 1998b]. Im Jahre 2000 folgten mit der ba; Oxidase aus dem Bakterium
Thermus thermophilus [Soulimane et al. 2000] und kiirzlich mit Rhodobacter sphaeroides
[Svensson-Ek et al. 2002] weitere Strukturen. Wie aus der Gen-Sequenz bekannt, zeigte ein
Vergleich fiir das Rinderherz-Enzym 13, fiir das Bodenbakterium 4 und fiir das thermophile
Bakterium nur 2 (+ IIa) Untereinheiten. Die Strukturmerkmale der zwei Untereinheiten, die
den katalytischen Kern des Enzyms bilden, sind sehr dhnlich und weichen nur in einigen
wenigen Details voneinander ab [siehe Pereira et al. 2001 fiir eine Ubersicht]. So enthilt
beispielsweise die mitochondriale Oxidase zusitzlich ein Zink-, ein Natrium- und ein
Magnesium-Atom [Tsukihara et al. 1996], die Helix in Untereinheit [la von 7. thermophilus

entspricht Helix II aus Untereinheit Il von P. denitrificans [Soulimane et al. 2000].

Die Cytochrom ¢ Oxidase von Paracoccus denitrificans

Alle in dieser Arbeit gemachten Angaben zur Struktur und Funktion beziehungsweise
Numerierung der Aminosduren folgen der Nomenklatur der Cytochrom c¢ Oxidase von
Paracoccus denitrificans.

Diese besteht aus 1329 Aminosduren, die in vier Untereinheiten angeordnet sind. Sie enthilt
drei Kupferatome, zwei Himgruppen und ein Magnesiumatom. Ihre Sekundirstruktur weist
insgesamt 22 transmembrane o-Helices auf, wie in Abb. 1-4 in der Tertidr-Struktur Dar-
stellung gezeigt ist. Thre grofte Langsausdehnung durch die Membran betrédgt 55 Angstr(im.

Im Folgenden werden die Untereinheiten, deren Aufbau und Funktion kurz erlédutert.
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Abbildung 1-4: Cytochrom ¢ Oxidase von Paracoccus denitrificans [nach Ostermeier et al. 1997,
Pdb-Code: 1AR1]. Untereinheit I ist dunkelgrau, Untereinheit Il grau dargestellt. In schwarz sind die
beiden Himgruppen a und as als auch Cuy und Cup zu sehen. Angegeben sind ferner die
Abmessungen des Enzyms, wie man sie aus der Kristallstruktur kennt. Untereinheit Il und IV wurden
zur besseren Ansicht weggelassen.

Untereinheit I

besteht aus 12 transmembranen Helices und enthélt die katalytischen Zentren Him a, Him a3
und Cug. Wie bereits ausgefiihrt, bildet sie die zentrale Untereinheit aller Oxidasen, da hier
sowohl die Sauerstoffreduktion, als auch der Protonentransfer stattfindet. Wie aus Abb. 1-5
ersichtlich, sind die Helices in der Membran zu drei Halbkreisen angeordnet, derart, dafl auf
diese Weise Kanile quer zur Membran entstehen. In je einem der Kanile ist je eine der
beiden Hiamgruppen lokalisiert. Ebenfalls in dieser Untereinheit befindet sich das Cug-

Zentrum und ein Magnesiumatom (siehe auch Abb. 1-6).




nicht konserviert in
baz und caas; Oxidase

Abbildung 1-5: Struktur der Untereinheit I [nach Iwata et al. 1995], Aufsicht. Gesondert markiert
sind die beiden Hdme und die fiir das Protonenpumpen relevanten Aminosduren. Interessanterweise
sind diese essentiellen Reste nicht generell in allen Oxidasen konserviert (vgl. Text).

Beide Hiame sind ungeféhr gleich tief im Protein lokalisiert (20 A) und an der gleichen Helix
koordiniert, jedoch nicht kovalent ans Protein gebunden. Die beiden Porphyrinebenen stehen
nahezu senkrecht zur Membran und schlie3en einen Winkel von 108° ein. Die Eisen-Zentren
sind 13,2 A voneinander entfernt und der kiirzeste Abstand zwischen den Him-Propionaten

betrigt 4,5 A.
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Abbildung 1-6: Binukleares Zentrum (Hdm as; und Cug) mit Kofaktoren. Dargestellt ist ferner das
Wasserstoff-verbriickte Netzwerk zwischen den Hdmgruppen [aus Ostermeier et al. 1997].
Schematisch angedeutet die beiden Protonenkandle (Erlduterung in Kap. 1.1.3.1).

In Abb. 1-6 sind die zentralen Elemente in Untereinheit I und II im Detail dargestellt. Als

Kofaktoren agieren hier

« ein low spin Him a, dessen Eisen seine 5. Koordination an His 94 in Helix II und die 6.
Koordination an His 413 in Helix X hat. Die Formylgruppe ist Wasserstoff-verbriickt zu
Arg 54. Die Funktion dieses Hims besteht im Ubertragen von Elektronen zwischen Cuya
und dem sogenannten binuklearen Zentrum Ham a3 und Cug.

- im Falle der ba; Oxidase ein low spin Him b anstatt Him a

11



« ein high spin Him a3, dessen Eisen seine 5. Koordination an His 411 in Helix X hat.
Seine 6. Koordinationsstelle ist unbesetzt und zeigt in Richtung Cug, von dem es 5,2 A
entfernt ist. Im reduzierten Zustand ist es die Bindungsstelle von Sauerstoff oder
Kohlenmonoxid.

« ein Cug Atom, koordiniert an His 276, His 325 und His 326 als Liganden. Im oxidierten
Zustand des Enzyms wird hier OH™ oder Wasser als 4. Koordination vermutet.

. ein Mg Atom an der Schnittstelle zu Untereinheit II und 15 A vom binuklearen Zentrum
entfernt, das wahrscheinlich den ,,Abtransport” des bei der Reduktion von Sauerstoff
entstehenden Wassers regelt und somit die Umkehrung des katalytischen Prozesses

verhindert [vgl. dazu: Florens et al. 2001].

Untereinheit 11

Diese Untereinheit enthélt zwei transmembrane Helices und iiber dem cytosolischen Teil der
Untereinheit I eine groB3e extramembrane Doméne, die aus zehn -Faltbléttern besteht. Ferner
beinhaltet sie das Cua-Zentrum, das als primirer Elektronenakzeptor in diesem Enzym
arbeitet. Durch die Aufkldrung der Struktur konnten spektroskopische Untersuchungen
bestitigt werden, dafl dieses Zentrum aus zwei Kupferatomen besteht, die iiber Thiolate
durch die Seitenketten von Cys 216 und Cys 220 miteinader verbriickt sind. Sie liegen in der
gemischt-valenten Form vor: Cux*'’/Cu,*'® [Steffens et al. 1993] und sind 2,6 A
voneinander entfernt. Eine Andockstelle fiir den Elektronendonor Cytochrom ¢ ist

inzwischen bekannt [Drosou et al. 2002].

Untereinheit I11

besteht aus sieben transmembranen Helices. Die Funktion dieser Untereinheit ist noch nicht
geklirt, da ohne sie die vollstindige katalytische Reaktion des Enzyms erhalten bleibt [Solioz
et al. 1982; Haltia et al. 1989]. Eine mogliche Stabilisierung des Enzymkomplexes wird

diskutiert, ebenso eine Funktion als Sauerstoff-Zubringer [Bratton et al. 1999].

Untereinheit I'V
besteht aus nur einer transmembranen Helix. Thre Funktion ist vermutlich ebenso

stabilisierender Art.
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1.1.2.2 Cytochrom c Oxidasen aus dem Bakterium Thermus thermophilus

Das thermophile, Gram-negative  Eubakterium 7. thermophilus exprimiert bei 75 °C zwei

unterschiedliche Oxidasen: einen bas; — Typ unter niedriger Sauerstoffkonzentration und

einen caas — Typ bei hoher Sauerstoffkonzentration [Fee et al. 1980; Zimmermann et al.

1988].

« Die ba; Oxidase ist die kleinste bekannte Cytochrom ¢ Oxidase und besteht aus nur zwei
Untereinheiten [Bresser et al. 1993], welche gut mit den Untereinheiten I und II der
anderen Oxidasen iibereinstimmen [Keightley et al. 1995]. Im Jahre 2000 wurde von
Soulimane et al. (2000) zusitzlich eine Untereinheit Ila in der Kristallstruktur gesehen,
die der Helix II aus Untereinheit II der P. denitrificans Oxidase entspricht. Ferner enthélt
Untereinheit I statt des low spin Him a ein low spin Him b und der Farnesylrest des Him
a3 ist durch eine Geranylgeranyl-Seitenkette ersetzt [Zimmermann et al. 1988].

« In der caa; Oxidase ist der Elektronen-Donor Cytochrom ¢ kovalent an Untereinheit II

gebunden. Eine Rontgenstruktur liegt bisher noch nicht vor.

Neben diesen strukturellen Unterschieden gibt es auch Abweichungen in der Funktion und im
Protonenpumpen, da essentielle Aminosduren, die in diesem Prozefl involviert zu sein

scheinen, nicht konserviert sind (siehe ndchstes Kapitel).

* . .
siehe auch Glossar: gram-negativ
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1.1.3 Funktion und Katalysezyklus der Oxidase
1.1.3.1 Funktion am Beispiel der aa; Oxidase von Paracoccus denitrificans

Sauerstoff - Umsetzung

Die Cytochrom ¢ Oxidase iibertrdgt als terminales Enzym der Zellatmung vier Elektronen
von Cytochrom c¢ auf Sauerstoff, der mit vier Protonen aus der Matrix zu Wasser reduziert
wird. Bei diesem Prozel werden zusitzlich vier Protonen iiber die Membran gepumpt

[Wikstrom et al. 1981], entsprechend der Gleichung
4 cyt-c** + (4+mH* + 0, > 4 cyt-c + nHy' + 2H,0 Gin. 1.1

wobei H;" und Hy" die Protonen der inneren und #uBeren Seite der Membran und # die Zahl
der gepumpten Protonen bedeuten (fiir ,, kanonische” Cytochrom ¢ Oxidasen” wie beispiels-
weise P. denitrificans aaz-Oxidase ist n = 4; hiervon abweichend kennt man bisher nur 7.
thermophilus bas-Oxidase mit n = 2 [Kannt et al. 1998]). Der resultierende Protonengradient
steuert die ATP Synthese aus ADP und P; [von Jagow und Engel 1980] (siehe Einleitung).
Bei den umgesetzten Protonen unterscheidet man zwischen gepumpten (vektoriellen) und den

fiir die Wasserbildung verwendeten (skalaren) Protonen.

Elektronentransferwege

Elektronendonor ist das frei bewegliche Substrat Cytochrom ¢, das Ladungen auf das Cua —
Zentrum in Untereinheit II tibertrdgt. Dies ist der primire Elektronenakzeptor der Oxidase.
Von dort werden Elektronen iiber eine Distanz von 19,5 A auf das Him a ibertragen. Der
Transfer erfolgt wahrscheinlich iiber eine Kette von kovalenten Bindungen und
Wasserstoffbriicken [Hill 1994a]. Der nichste Weg fiihrt moglicherweise iiber die beiden
Héampropionate von Him a zu Him a3. An dieser Stelle betrdgt der Abstand nur 4,5 A, was
zusammen mit dem delokalisierten n-Elektronensystem des Porphyrinringes einen schnellen
Transfer der Elektronen gewihrleistet. Von dort gelangt die Ladung zum binuklearen

Zentrum, wo die Sauerstoffreduktion stattfindet.

* . . .
siehe auch Glossar: kanonische Oxidasen

14



Protonentransferwege

Wie oben (und in GlIn. 1.1) beschrieben, werden beim katalytischen Prozell zweierlei ,,Arten*
von Protonen unterschieden: Skalare Protonen, die bei der O, Reduktion konsumiert werden,
und vektorielle Protonen, die tiber die Membran gepumpt werden.

Uber den Vergleich der Gensequenz verschiedener Oxidasen wurde auf die Relevanz
bestimmter Aminosduren geschlossen. Durch ortsgerichtete Mutagenese und spektros-
kopische Methoden wurden diese hochkonservierten Gruppen zwei Protonentransferpfaden
zugeordnet, je nachdem, welche Funktion der Oxidase durch die Mutationen gestort wurde

[Gennis 1998].

Der K-Weg ist benannt nach der Aminosédure Lys (K) 354 auf der cytoplasmatischen Seite
und galt bisher als der ,,Eingang® fiir Protonen. Er verlduft iiber die Aminosiduren Thr 351
und Tyr 280, das kovalent an His 276, einem Liganden des Cug, gebunden ist [Iwata et al.
1995]. Als neuer Teil des Eingangs wurde vor kurzem Glu 78 in SU II zur Diskussion gestellt
[Ma et al. 1999].

Der D-Weg beginnt mit Asn (D) 124 und fiihrt iiber Asn 199, 113 und 131 iiber Tyr 35 zu Ser
134 und 193. Von dort fiihrt der Weg iiber mehrere Wassermolekiile und iiber Glu 278
entweder zum binuklearen Zentrum, oder die Protonen werden iiber Asp 399 nach ,,auB3en*
gepumpt. Ein 1994 von Wikstrom vorgeschlagener ,,Shuttle-Mechanismus® {iber einen
Konformationswechsel von His 325 [Wikstrom et al. 1994] konnte nicht bestétigt werden
[Harrenga und Michel 1999]. In der Rinderherzoxidase fehlen die letzten beiden Anbin-
dungen zum binuklearen Zentrum; der Pfad fiihrt iiber polare Gruppen direkt zur
Intermembranseite [Yoshikawa et al. 1998] und scheint ausschlieBlich fiir das Protonen-

pumpen zustindig zu sein.

Katalysezyklus

Fiir die komplexe Reaktion von O, zu H,O sind in den letzten 20 Jahren eine Vielzahl von
Modellen kontrovers diskutiert worden. Zur Zeit steht eine direkte Diskussion zwischen zwei
Lagern im Mittelpunkt des Geschehens:

Neben dem Modell nach Wikstrom [Wikstrém 2000] gibt es aufgrund neuester Experimente
[Ruitenberg et al. 2002] ein iiberarbeitetes Modell, das im folgenden schematisch dargestellt

wird.
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Die prinzipiellen Fragestellungen und Kontroversen betreffen den Mechanismus der
Sauerstoffreduktion und den damit gekoppelten Transport von Protonen sowohl zum
Reaktionszentrum als auch iiber die Membran hinweg und deren Status bei den jeweiligen
Redoxvorgingen. In Abbildung 1-7 ist der Katalysezyklus schematisch (/inks) und mit den

jeweiligen Redoxzustidnden der beteiligten Kofaktoren (rechts) vereinfacht dargestellt.

F oWy '“:r [{=]} o "
- - N+ ) 1]
z. o
\ # | H il P - . Iy
-I'-L‘- e 3 ] o = N
['. L H .-': .-_é [Tha} Iy TE
i L e o W | 1
! LR * | Fa  Fa=0) tu PR
0 A ) S ' v
& i | e 0--H0 G (E} W= ¥ @ peess
i, ] : 1 . :
#_ll B - p. . o _
- RS &
e I-. " __.'l_'. P i Lo . . o -
LY Fre ] 0 wl L o L il i
l.I I " 1 .
b - H, 1) i peTe Frr Fomil [} ._
Abbildung  1-7:  Modell  fiir —den = TthE  fs (R _ )
Katalysezyklus der Cytochrom ¢ Oxidase; ™ = “ B
oben: Elektron- und Protonentransfer in S| men 4 @ ew B iH)
den  verschiedenen  Phasen  [nach - So. : - O
Ruitenberg et al. 2000, 2002]; einfache . ) ) o
Pfeile  bezeichnen  Elektronen- —und ™ ™% two (A} e g pemed
Protonenaufnahme,  doppelte  Pfeile “ S ; 4
Protonenpumpen. _ iy Fe  Fa-D  Du (00
rechts: die Redoxzustinde der Kofakto- & 2
ren, Okxidationszustand und Protonie- | aml Do (P .

rungsgrad des Sauerstoffs [nach Michel
1998a]. Erkldrung siehe Text.

Nach aktuellem Stand [Ruitenberg et al. 2002] sei hier der Katalysezyklus stichpunktartig

skizziert:

1. Ausgangspunkt der Beschreibung des Katalysezyklus ist das volloxidierte Enzym
(Zustand O); aufgrund der Rontgenstrukturanalyse vermutet man H,O oder OH im
Reaktionszentrum.

2. Der Zyklus beginnt mit dem Elektronentransfer von Cytochrom c¢ iiber Cuy zu Him a;
Ein Proton wird dabei durch den K-Kanal aufgenommen [Ruitenberg et al. 2000]. Das

Enzym befindet sich nun im einfach reduzierten Zwischenzustand (E).

16



10.

Nun gelangt ein zweites Elektron zu Him a. Um die Ladungen im inneren des Proteins
zu kompensieren [Mitchell und Rich 1994] erfolgt zugleich eine Protonenaufnahme,
wieder iiber den K-Kanal [Thomas et al. 1993]; nun wird das erste Proton iiber den D-
Kanal gepumpt [Michel 1999]; das binukleare Zentrum ist nun im vollreduzierten
Zustand (R).

Sauerstoff bindet transient an Cug und anschliefend an das Hiam-Eisen; zwei Wasser-
molekiile werden dabei aus dem Zentrum ,,verdringt; dann wird Zustand (A) erreicht.
Durch Elektronenumverteilung im binuklearen Zentrum beginnt die Sauerstoffreduktion:
erster Zwischenzustand ist hierbei ein gemischtvalenter Peroxy-Zwischenzustand Pyy;
Nach Aufnahme des dritten Elektrons und des dritten Protons wird ein zweites Proton
gepumpt; danach wird die Sauerstoffbindung gespalten. Metallionen des binuklearen
Zentrums konnen fiir diesen ProzeB drei Elektronen liefern, fur die Reduktion des
Sauerstoffs zu H,O braucht es aber insgesamt vier; dieses eine konnte durch Bildung
eines Radikals geliefert werden: lange stand Tyr 280 zur Debatte, da es kovalent mit His
276 verkniipft und somit als Quelle des vierten Elektrons dienen konnte [Fabian et al.
1999; Buse et al. 1999].

Das nichste Intermediat im Katalysezyklus ist die um ein weiteres Elektron reduzierte
Peroxy-Form (Pg); als alternative Moglichkeit kann dieses Elektron auch am binuklearen
Zentrum lokalisiert sein (Tyr oder H,O); Nach Reorganisation der Ladungen und
Ubertragung eines Elektrons auf Cug wird ein drittes Proton gepumpt; dies bringt das
Enzym in die sogenannnte Oxo-Ferrylform F.

Mit Aufnahme eines vierten Elektrons und dessen Transfer von Cuy tiber Him a3 zu Cup
sowie einer Protonenaufnahme iiber den D-Kanal werden in diesem Schritt zwei
Protonen zum Sauerstoffatom gebracht, das zu Wasser reduziert wird (02' — H,0),
dieses verbleibt im Zentrum bis zum nédchsten Katalysezyklus (und wird bei Punkt 4
verdringt);

Der aktuelle Redoxzustand der Oxidase wird jetzt als Hydroxy-Form H bezeichnet.
Infolge einer gekoppelten Protonenaufnahme ist der Schritt zu H pH-abhéngig.

Nach Aufnahme eines vierten Protons wird schlieBlich noch ein Proton iiber die
Membran gepumpt [Ruitenberg et al. 2002]; im Zentrum bildet sich das zweite H,O—
Molekiil

Nach Durchlaufen des vollstindigen Zyklus befindet sich die Oxidase nun wieder im

Ausgangszustand der volloxidierten Form (O).
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Historische Fufinote zur Entwicklung eines Modells fiir den Katalysezyklus:
Verschiedene Arten von Experimenten fiihrten in den vergangenen Jahren zu sich
widersprechenden SchluBfolgerungen; auch werden immer neue Intermediate und
elektrostatisch agierende Aminosiduregruppen zur Erlduterung des detaillierten Mechanismus
ins Feld gefiihrt.
Wikstrom hatte 1989 aufgrund experimenteller Ergebnisse geschlossen, daB3 nur die
Uberginge vom P- in den F- und von F- in den oxidierten Ausgangszustand O an das
Pumpen von (jeweils zwei) Protonen gekoppelt sind. Als Folge davon wurde ein sogenannter
Histidin-Zyklus fiir den Mechanismus des Protonenpumpens postuliert [Wikstrom et al.
1994], da Histidin die einzige Aminoséure ist, die durch Wechseln zwischen der Imidazolat-
form und der Imidazoliumform des Seitenkettenimidazols in der Lage ist, zwei Protonen
aufzunehmen und wieder abzugeben. Iwata et al. (1995) diskutierte ebenfalls aufgrund der
Rontgenstrukturanalyse diesen Mechanismus. Dieses Ergebnis lieB sich jedoch spiter weder
fiir das oxidierte noch fiir das reduzierte Enzym bestitigen [Harrenga und Michel 1999].
Nach neueren Experimenten werden nun nach Wikstrom [Ebec 2002, Vortrag;
Verkhovsky et al.1999] bei der Re-Reduktion zwei Protonen gepumpt, wovon eines davon
nach Michel von E — R, das andere jedoch bei F — O gepumpt wird (fiir die Uberlegung,
da in der reduktiven Phase schon gepumpt werden muf, siehe: [Michel 1998a; Michel
1999a)).

Durch zahlreiche Experimente, die in Kombination mit ortsgerichteter Mutagenese

durchgefiihrt wurden, wurden folgende Protonenkanile als relevant fiir die jeweiligen

Schritte ermittelt:

o Der K-Kanal ist involviert in den Reaktionsschritten von O — E [Ruitenberg et al. 2000]
und von E — R;

« Beim Ubergang von R — P erfolgt keine Protonenaufnahme;

o Der D-Kanal ist beteiligt an Reaktionen von Pg — O [Adelroth et al. 1997; Brzezinski
und Adelroth 1998] und von F — O [Konstantinov et al. 1997]

d. h. dal} der D-Kanal sowohl fiir ,,chemische* als auch fiir ,,gepumpte‘* Protonen zustindig

ist [Gennis 1998], wihrend der K-Kanal nur in die Protonenaufnahme involviert ist.
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1.1.3.2 Strukturelle Besonderheiten der Oxidasen aus dem Bakterium 7hermus

thermophilus

Fiir beide - sowohl bas; als auch caas Oxidase aus 7. thermophilus - sind Aminosduren, die in
anderen Oxidasen den K- oder D-,,Weg* definieren, wie K 354, D 124 und E 278 (P. denitri-
ficans Numerierung), nicht konserviert. Diese Aminosiduren werden jedoch als fiir die
Enzym-Aktivitit essentiell angenommen (vgl. aa; Oxidase). Beide Oxidase-Typen zeigen
dennoch Protonenpumpaktivitit [Gennis 1984; Pereira et al. 2001].

Neben der geringen Sequenz-Identitdt der Aminosduren im Vergleich mit anderen Oxidasen
[Castresana et al. 1995] zeigt die Thermus thermophilus bas Oxidase nicht nur Unterschiede
bzgl. der Protonen-Kanile [Soulimane et al. 2000], sondern auch Abweichungen in ihrer
Funktion: Im Gegensatz zur caas oder aas Oxidase betrdgt die Protonenpumpaktivitit fiir die
bas Oxidase nur 50 % (fiir O, Reduktion: Umsatz von 1 H/e” und Pumpen von 0.4 — 0.5
H'/e” [Kannt et al. 1998]).

In der caas Oxidase, von der bisher noch keine Struktur vorliegt, kommt man aufgrund von
Sequenzhomologie-Vergleichen zur Arbeitshypothese, dal ein Tyr-Ser — Paar das Glu 278

im Protonenkanal funktionell ersetzt [Pereira et al. 2001].
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1.2  Ligandenbindung und Experimente an Cytochrom c Oxidasen
1.2.1 Bindung von CO

Wie Myoglobin oder Hamoglobin ist auch die Cytochrom ¢ Oxidase in der Lage, neben dem
natiirlichen Bindungspartner Sauerstoff andere Liganden wie CO oder NO zu binden. Diese
Liganden werden an das reduzierte Eisen (Fe**) der Him a3 — Gruppe kovalent gebunden.
Liegt dieses Eisen in oxidierter Form (Fe**) vor, kann kein CO binden. In Abbildung 1-8 ist
das binukleare Zentrum in oxidierter und reduziert-ligandierter Form dargestellt, wie es

rontgen-kristallographisch ermittelt wurde [Tsukihara et al. 1996; Yoshikawa et al. 1998].

.~ . "a" H 240
2 & ‘"’{i
. H219l

a) b)

Abbildung 1-8: Rontgen-Kristall-Struktur der oxidierten, unligandierten Rinderherz-Oxidase
(a) und der vollreduzierten, CO gebundenen Form (b) [pdb-Code: 10CC; 10CO)].

Die Anregung des Hams mit Licht im sichtbaren oder im UV-Bereich fiihrt zur Photolyse:
CO dissoziiert vom H@m a3 und bindet an Cug. Fiir Temperaturen unter 140 K ist eine
Riickbindung ausgeschlossen und CO bleibt dort gebunden [Alben et al. 1981]. Bei hoheren
Temperaturen erfolgt eine Riickbindung zum Hém a3 mit einer fiir das jeweilige Enzym fiir
eine bestimmte Temperatur definierten Zeitkonstanten. Um die Umgebung des binuklearen
Zentrums zu untersuchen, werden in dieser Arbeit die Schwingungsbanden der voll-
reduzierten, CO vergifteten Oxidase vor und nach der Photolyse von 7. thermophilus und P.
denitrificans mittels FT-IR Differenz-Spektroskopie charakterisiert und miteinander

verglichen.
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1.2.2 Energielandschaft und Konformationssubzustinde

Da die zwischenmolekularen Wechselwirkungen, die die drei-dimensionale Struktur stabili-

sieren, relativ schwach sind, gibt es fiir ein gefaltetes Protein keinen eindeutigen Zustand der

kleinsten freien Energie. Der Grundzustand ist hoch entartet, so da das Enzym in jeder

Konformation auch in einer groen Anzahl Iso-energetischer Strukturen existiert, die man

Konformations-Subzustinde nennt [Frauenfelder et al. 1979; Nienhaus 1996]. Diese konnen

als Minima in einer multidimensionalen Konformations-Energie-Oberfliche dargestellt

werden.
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Abbildung 1-9: Hierar-

chische

Energieland-

schaft [Frauenfelder et.
al. 1991]; Schema aus

Haustein (2000).

Die Energielandschaft stellt die potentielle Energie des Proteins
als Funktion sogenannter Konformations-Koordinaten dar. Sie
zeigt Strukturen iiber viele Skalen, wobei die Konformations-
subzustinde hierarchisch angeordnet werden konnen. In Abb. 1-
9 ist diese Aufspaltung des Minimums der potentiellen Energie
(Parabel) angedeutet. CO gebundene Oxidase zeigt im
Infrarotspektrum verschiedene Schwingungsbanden, die auf
solch eine Komplexitit hindeuten. Jede Mode kann somit einem
bestimmten Subzustand zugeordnet werden, die hier mit o, 3
und y bezeichnet sind. Trotz gleicher Aminosduresequenz
weisen sie leichte strukturelle Unterschiede auf, die zum Teil
durch Protonierung bestimmter Seitengruppen hervorgerufen
werden [Frauenfelder et al. 1991; vgl. Haustein 2000].

Als Ergebnis von Ligandenbindungs-Experimenten lieBen sich
schon Myoglobinstrukturen in ein hierarchisches Schema
einordnen. Dieses ist beispielsweise charakterisiert durch
verschiedenen Arten von Strukturiibergingen und durch die

Hohe der Barrieren zwischen zwei lokalen Minima [Frauen-

felder et al. 1991].
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1.2.3 Blitzphotolyse

Durch Photolyse (kurzer Laserblitz,
Cc Cy typischerweise 532 nm) absorbiert

CJ

Sed—— A die Hamgruppe ein Photon und ein

N

Elektron aus dem m-Elektronen-

system wird in einen antibindenden

Membran/ % & @ Membran/ Zustand angeregt: die Bindung des
Detergenz AN Detergenz Liganden zum Eisen bricht auf. Der
K
3

Wirkungsgrad  (Quantenausbeute)

dieses Prozesses betrigt fiir CO als

Liganden fast 100%. Damit ver-

bunden sind Absorptionsidnderungen

Abbildung 1-10: schematische Darstellung eines Blitz- einmal des Liganden selbst und der

Photolyse — Experimentes.
Hédm-Bindungsstelle, und anderer-

seits der Umgebung dieses Reaktionszentrums. Das Prinzip der Messung besteht nun darin,
a) den Unterschied zwischen gebundenem und photolysiertem Liganden iiber den gesamten
Spektralbereich, in dem das Enzym absorbiert, einzelnen Molekiilgruppen zuzuordnen und b)
den zeitlichen Verlauf der Anderung im Spektrum und der damit verbundenen
Ligandenriickbindung an das Hdm a3 nach dem Laserblitz zu verfolgen und aus diesen
beiden Methoden Aussagen iiber die Dynamik des Proteins, insbesondere des Reaktions-
zentrums zu machen. CO dient auf diese Weise als Sonde und ahmt die Bindung des O, an
das binukleare Zentrum nach.

In Abbildung 1-10 sind mogliche Zustinde nach der Photolyse im Protein schematisch
dargestellt, die in Abbildung 1-11 zu einem Reaktionsschema abstrahiert werden. Kj
beschreibt den Transfer an die Cug Bindungsstelle; von dort aus kann der Ligand unterhalb
140 K nicht an das Hdam zuriickbinden, wie an der Rinderherz Oxidase gezeigt wurde [Alben
et al. 1981]. Bei hoheren Temperaturen ist dieser Zustand nur ein Zwischenschritt dazu, daf}

der Ligand das Protein verldBt und ins Losungsmittel gelangt (K;).
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Abbildung 1-11 zeigt schematisch nach Einarsdéttir et al. (1993) die Photolyse, transiente
Zustinde und die Riickbindung von CO an die Oxidase: Nach Anregung des Ham-Eisen (II)
mit einem Laser (4v) bricht die Bindung zum CO auf und es erfolgt eine Umlagerung (K3)
des Liganden vom Hidm a3 zum Cug (I). Von dort aus kann CO bei hoheren Temperaturen ins
Losungsmittel gelangen (K;). Danach erfolgt die Riickbindung des CO aus dem Losungs-
mittel zuriick zum Cug (I) und von dort zum Hidm a3 — Eisen (II). Die Geschwindigkeit der
letzten beiden Schritte ist stark von der CO-Konzentration im Losungsmittel abhédngig. Die
Reaktionsraten K ergeben sich als Resultierende aus dem thermodynamischen Gleichgewicht

von ,,Hin- (k_)*“ und ,,Riickreaktion (k,)“.

K K. |
(O) (1) (11)
(O) k; k,
Fe,s?*, Cup® + CO g Feyy®t, Cuy’-CO = Fe,¥"-CO, Cuyg’

K.y

Kgr

Y
Fe_.%* (CD), Cug*
al ’ B

(I

Abbildung 1-11: Reaktionsschema der CO-Photolyse nach Einarsdottir et al. (1993).

Kinetische Experimente zur Bestimmung von K werden durch zeitabhingige
Absorptionsmessungen der CO Streck-Schwingung realisiert (siehe dazu Kap. 2.5 ).

Typische Absorptionen fiir CO im infraroten Spektralbereich ergeben sich fiir

- freies, gasformiges CO bei 2143,3 cm™ [Handbook of Chemistry and Physics, 1996]

- in wissriger Losung: ~ 2140 cm™ (als breite Bande)

- am Him-Zentrum gebunden: 1937 bis 1984 cm™ [Ray et al. 1994]; die Verschiebung

erfolgt hier zu kleineren Wellenzahlen hin, da die C=0O Bindung geschwicht wird.
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1.2.4 Ligandenriickbindung und Energiebarriere

Eine andere Darstellung fiir diese verschiedenen Zustinde kann in Form einer
Potentialbarriere in Abhéngigkeit vom Reaktionszustand des Liganden gewihlt werden. In
Abbildung 1-12 ist ein solches Modell nach Steinbach et al. (1992) dargestellt. Es beinhaltet
ein Dreizustandsmodell der Form

A & B < S

wobei A hier den Zustand bezeichnet,
o bei dem das CO an das Himeisen
gebunden ist. Im Zustand B befindet
sich der Ligand am Cug und in S im
Losungsmittel. Die Zustinde sind
durch Energiebarrieren AH vonein-

ander getrennt.

Unterhalb des Glasiibergangs ist das

Protein ausgefroren und der Ligand

Readtions-Hoordinads . . B .
kann nicht ins LOsungsmittel ge-

. , , . langen; beziiglich der Reaktions-
Abbildung 1-12: Reaktionsenergie in
Abhdingigkeit vom Reaktionszustand [Steinbach et zustdnde liegt dann ein vereinfachtes

1. 1992]. .
“ / Zweizustands-System vor.

1.2.5 Kinetik und Ratenverteilung

In Kapitel 1.2.2 wurde bereits angesprochen, daf fiir die Konformation von Proteinen kein
globales Energieminimum existiert, sondern daf} diesbzgl. mehrere Subzustinde dquivalenter
Energie vorkommen. Dies hat zur Folge, da3 die Aktivierungsenergie eines bestimmten
Prozesses fiir jeden dieser Subzustinde geringfiigig anders ist [Beece et al. 1980]. Somit
zeigen auch die Geschwindigkeitskonstanten von beteiligten Reaktionen eine Verteilung. Als
Beispiel fiir eine solche Verteilung von Kinetiken sind in Abbildung 1-13 CO Blitzlicht-
Photolyse-Experimente am Pottwal-Myoglobin dargestellt [siehe Haustein 2000].
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————— Die  A-(Sub-)Zustinde zeigen nicht nur

ol -

l ﬂ‘“x ““:....a, | unterschiedliche Spektrallinien, sie weisen auch
% 1 - "'-. e o |i unterschiedliche Riickbindungs-Kinetiken auf. Wie
P m.%l. i zu sehen, ist der Verlauf jedoch im allgemeinen

i N I', _' _ JI deutlich nicht-exponentiell.
. : j ! g iZatis " . " " In der unteren Graphik sind die zugehorigen
- "":'II.-'-.:I:e M _ (temperaturunabhingigen)  Verteilungen  der
éu.-:- I .'I II". . _ | Barrierenhohen dargestellt. Diese beschreiben die
Eﬂm I|I Iul ' I"f’f H“:i | unterschiedlichen  Energiebarrieren  fiir  die
i .'I A, -.'H M‘H | Ligandenriickbindung der Konformere (vgl. Abb.
l]n. ; e L’fﬁ;;m,iu: I.“ﬁluhnﬂ asa "JI'J 1-12). Man erhilt sie durch globale mathematische

Anpassung aus den Riickbindungskinetiken in
Abbildung 1-13: allgemeine Form von L .
Riickbindungskinetiken (Myoglobin, 120K), Abhingigkeit von der Temperatur tiber

nach Haustein (2000) N(t) _ J' g( H,, ) RGN dH ,, Gln. 1.2

wobei die Reaktionsrate kg gegeben ist durch
T _im
Kyy=Apy-—-e ™ Gin. 1.3
TO

Fiir die Bezugstemperatur Ty wird 100 K gewéhlt [Johnson et al. 1996].

In der Eyringtheorie der chemischen Reaktionen [Atkins 1988] steht der praexponentielle

Faktor Aga der Arrheniusgleichung in folgendem Zusammenhang:

T T
A, = kl;l exp(S/R)= kBTNBA /N, Gin. 1.4

mit der Boltzmannkonstante kp, der Planckkonstante h, der Besetzungszahl des B-Zustandes
Ng und der Besetzungszahl des Ubergangszustandes Nga [Gerthsen 1993]. Der Term kgT/h
repriasentiert dabei die StoBfrequenz und der Term exp(S/R) die Aktivierungsentropie der

Reaktion.
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1.3 Photoinduzierte Reduktion an Cytochrom ¢ Oxidasen

Eine weitere Moglichkeit - neben CO Photolyse - experimentell das Verhalten des Proteins
nach Auslosung einer Reaktion spektroskopisch zu verfolgen, stellt der Einsatz von
photoaktivierbaren Reaktanden dar, oft auch als ,,caged compounds® bezeichnet. Diese
»gebundenen Substanzen werden durch einen Lichtblitz freigesetzt und veranlassen
darauthin das Enzym, dem mit diesen Komponenten gekoppelten Prozess nachzugehen.
Neben beispielsweise ,caged oxygen‘ oder ,caged proton‘, mit denen man O,- oder pH-
Spriinge induzieren kann, gibt es das sogenannte ,caged electron‘, mit dem man
redoxgekoppelte Vorginge auslosen kann.
Zur Reduktion von Oxidasen wurden neben Riboflavin-Derivaten [Ahmad et al. 1982] auch
schon Rutheniumverbindungen [Nilsson 1992; Zaslavsky et al. 1993] verwendet.

In dieser Arbeit wurde Tris(2,2°-Bipyridin)-ruthenium(II)-chlorid verwendet, das bei
Lichtanregung sein Mittelpunktspotential verdndert und dadurch als Elektronendonor wirkt.
Der Komplex bindet kovalent an die Cytochrom ¢ Bindestelle des Proteins, wenn es direkt in

die Proteinlosung gegeben wird, was die Handhabung sehr vereinfacht.

Rull* Pox

‘»{'_h D D+

hv Ko P Rulll  Prad \'“—-"“: Rull  Pred
7 Ky

Rull FPox

Abbildung 1-14: Reaktionsschema von Ruthenium-Komplexen (Abbildung nach [Ruitenberg 2001]).

In Abbildung 1-14 ist das Prinzip der Photoreduktion schematisch dargestellt. Der kovalent
gebundene Rutheniumkomplex wird durch einen Laserblitz angeregt und wird dadurch zum
Reduktionsmittel. Nach Abgabe des Elektrons an ein oxidiertes Enzym (Po) und Riickkehr in
den Grundzustand (k;) wird die Riickreaktion (k;) durch einen zugesetzten Quencher (D)
verhindert, der den Rutheniumkomplex wieder reduziert. Als Quencher dient in diesem Fall

EDTA, das als Elektronendonor fiir den oxidierten Metallkomplex dient.

Im UV/VIS — Spektrum zeigt der Rutheniumkomplex Absorptionsbanden bei ca. 290 nm und
eine verbreiterte Linie bei 450 nm [Roundhill 1994]. In diesem Bereich wird die Reaktion

angeregt.
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2. Material und Methoden

2.1 Mefimethoden
Absorptionsspektren
Beschrieben durch das Lambert-Beer’sche Gesetz betrdgt die Intensitit einer gemessenen
Strahlung durch die Probe
I(x)=1,107* Gin. 2.1

wobei [ die eingestrahlte Intensitit, /(x) die Intensitit nach dem Weg x durch die Probe und ¢
die Konzentration der Probe mit dem Extinktionskoeffizient & bedeutet. Fiir die Absorption 4
ergibt sich hieraus bei einer bestimmten Wellenldnge

A=—log%):):8xc Gin. 2.2
Mift man die Extinktion einer Probe in Abhiéngigkeit von der Frequenz des eingestrahlten

Lichtes, so erhdlt man ein Absorptionsspektrum.

2.1.1 Messungen im sichtbaren Spektralbereich (VIS)

Mit der Spektroskopie im sichtbaren Spektralbereich mift man elektronische Ubergiinge von
Molekiilen im Bereich von ca. 400 — 900 nm. Im Rahmen dieser Arbeit wurde damit der
Oxidations- bzw. Reduktionszustand des priparierten Enzyms kontrolliert. Das verwendete
Diodenarray-Spektrometer wurde von Oliver Klein in der Arbeitsgruppe aufgebaut [Klein

1999] und weist eine spektrale Auflosung von 0,8 nm auf.

2.1.2 Fourier-Transform Infrarot Spektroskopie (FT-IR)
In der Infrarot-Spektroskopie milt man Rotations- bzw. Schwingungsiiberginge in
Molekiilen (vor allem im mittleren IR-Bereich von 2,5 — 40 um). Voraussetzung fiir eine

Absorption ist dabei die Anderung des Dipolmomentes mit der Kernbewegung.

Ein Fourierspektrometer enthilt als ,,Herzstiick* ein (Michelson-) Interferometer, wie in Abb.
2-1a) dargestellt. Die von einer breitbandigen Infrarotquelle (Globar, Nernst-Stift)
abgegebene Strahlung wird durch einen Spiegel kollimiert und trifft auf einen
halbdurchldssigen Strahlteiler. Von den Teilstrahlen trifft einer auf einen ortsfesten, der
andere auf einen beweglichen Spiegel. Nach der Reflexion und erneutem Durchgang durch
den Strahlteiler interferieren diese beiden Teilstrahlen. Dieser Strahl fillt nun durch die Probe

auf den Detektor, wo die transmittierte Intensitidt in Abhédngigkeit von der Spiegelposition des
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beweglichen Spiegels gemessen wird. Fir Ax = 0 erhdlt man maximale Intensitit
(konstruktive Interferenz fiir alle Wellenlidngen). Dieser Ort wird als WeiBlichtposition
bezeichnet. Aus der Intensitit in Abhédngigkeit vom Spiegelweg I(x) erhidlt man ein
sogenanntes Interferogramm (Abb. 2-1b), aus dem man durch Fouriertransformation das
Spektrum I(v) berechnen kann (Abb. 2-1c) [Giinzler und Heise 1996]. In Abb. 2-1 sind die

prinzipiellen Einheiten eines FT-IR-Spektrometers dargestellt.

Sraniungs- e
quelle fester Spobere|

A Stk ieie b) ik BT

A | 5

' 3

= e B E

Y bowangic b Soegehorzchub x [mmys) !

Fegel 2]

Froing | -]

c) Y

(=2 L] ] ¥ = Speidaum
a) y

Welerpahl v o

Abbildung 2-1: Schema zur Entstehung eines IR - Spektrums:

a) Spektrometer zur Erzeugung von Interferenzen (Quelle; Michelson-Interferometer: Strahlteiler,
beweglicher und fester Spiegel; Probe, Detektor)
b) Erfassung des Interferogramms

C) Berechnen des IR-Spektrums aus dem Interferogramm durch Fouriertransformation

Mathematische Grundlagen zur Fouriertransformation

[vgl. Skript zur Vorlesung; Engel 1998; Haustein 2000]

Betrachtet wird eine ebene elektromagnetische Welle mit der Frequenz v und der Wellenzahl

v =1/A. Fiir deren Amplitude am Ort x zur Zeit t gilt:
A(x,17) =4, ce!tkmen) A, 27 Gin. 2.3
Im Michelsoninterferometer interferieren die beiden Teilstrahlen
A(x,7)= 4, -7 4, (x,7) = 4, -2l Gin. 2.4
und iiberlagern sich nach Verschiebung des Spiegels aus der Nullage um Ax/2 zu
A, = 4, (x,7)+ 4, (x,7) = 4, - e ™" .e*™™ '(1 + e’VAX) Gln. 2.5

Fiir die Intensitit ergibt sich daraus
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(A%, 7) = |4y, (Ax,7) =2+ 4,7 - (1 + cos(7Ax)) Gin. 2.6

Unter Beriicksichtigung der von der Lichtquelle nach der Absorption durch die Probe
transmittierten Intensitit S(v ) erhdlt man fiir die gemessene Gesamtintensitit, nachdem man

fiir polychromatisches Licht tiber alle Wellenzahlen v integriert:

o0

1(ax) = [I(ax, 7)-S(7)d¥ Gin. 2.7
I(Ax)=2- O]AOZ SW)dv +2- 4, - chos(znmx)- S()dv

0
%—/
1 ; < Spekirums
4 (()) FT des Spektrums

Gin. 2.8

Der linke Term reprisentiert die Weilllichtposition, d. h., wenn die Teilwellenziige keinen
Gangunterschied haben, der rechte Term stellt ein Fourierintegral dar. Das Spektrum kann

somit durch Fourier-Riicktransformation erhalten werden,

S(7) = const - [[21(ax) 1(0)]- cos(27 Ax)a(ax) Gin. 2.9

In der Praxis kann der obere Grenzwert des Integrals nicht gemessen werden. Dadurch wird

die Auflosung des Systems begrenzt. Man definiert als die maximale Auflosung, wenn zwei

Linien, die um oV auseinander liegen, noch getrennt werden konnen, wenn sie die
Bedingung

P

2-Ax

\%

Gln. 2.10

erfiillen, wobei Ax,x die maximale Spiegelauslenkung bedeutet.

Uber geeignete Apodisierungsfunktionen (,,Abschneidefunktionen) versucht man, die
Fehler, die durch die endlichen oberen Integralgrenzen entstehen, moglichst gut zu
korrigieren; des weiteren 1idBt sich vor der Fouriertransformation das Interferogramm

mathematisch verlidngern (zero filling), was eine Verbesserung der Aufldsung ergibt.

Die FT-IR — Methode hat entschiedene Vorteile gegeniiber dispersiven Geriten:

« Alle Frequenzen der breitbandigen Quelle werden gleichzeitig gemessen (Multiplex-
Vorteil = ,,Felgett’s Vorteil*) = Zeitvorteil; das Signal/Rausch-Verhiltnis ist wesentlich
besser im Vergleich zu dispersiven Geriten, da durch den Zeitvorteil mehrere Inter-

ferogramme gemittelt werden konnen.
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« Die Intensititsausnutzung ist effektiver, da es keine den Strahl begrenzenden Elemente
(Spalte) gibt (= ,Jacquinot’s Vorteil*); die Auflosung ist nicht von der Spaltbreite,
sondern nur von der durchlaufenen Wegstrecke des Spiegels abhiingig.

« genaue Frequenzzuordnung, da die Position des beweglichen Spiegels im Michelson-
Interferometer iiber einen Referenzlaser (in der Regel ein He-Ne-Laser, A=632,8 nm)

bestimmt wird (= ,,Connes’ Vorteil®).

2.2 Zeitaufgeloste FT-IR Spektroskopie

Da viele chemische und biologische Prozesse sehr schnell ablaufen, wurden verschiedene
Optionen entwickelt, um die MefBzeit fiir Spektren zu reduzieren. Neben schnellen Fourier-
Transformations-Algorithmen (Fast-Fourier-Transform) sowie der ,Transformation nach
dem Messen‘ wurden auch neue Techniken entwickelt, die es erlauben, bis in den ms-, im
speziellen sogar bis in den ns-Bereich zu messen [Uhmann et al. 1991; Rodig et al. 1994].

Gingige Standardmethoden werden hier kurz vorgestellt [Siebert 1995].

2.2.1 Rapid - Scan Technik
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Abbildung 2-2: Mefprinzip bei der Rapid-Scan-Technik: nach Initiierung der Reaktion werden

Jjeweils bei der Vor- und Riickwdrtsbewegung des Spiegels Daten aufgenommen [Abbildung nach Rost
1999].
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Bei dieser Technik erfolgt die Datenaufnahme des Interferogramms sowohl bei der Vor- als
auch bei der Riickwirtsbewegung des Spiegels. Aufgrund der Symmetrie des
Interferogramms erhilt man bereits aus einem halben Interferogramm ein Spektrum; Uber
diese Aufspaltung 148t sich die Zeitauflosung noch einmal verdoppeln. Dabei lie3 sich mit
der in dieser Arbeit verwendeten spektralen Auflésung von 2 cm™ eine Zeitauflssung von 25
ms erzielen. Wihlt man eine geringere Auflosung (4 cm™ oder schlechter) so hat die daraus
resultierende Verkiirzung des Spiegelweges eine nochmalige Erhohung der Zeitauflosung zur
Folge. In Abb. 2-2 ist das MeBprinzip schematisch dargestellt. Die limitierenden Faktoren
dieser Technik sind die Geschwindigkeit des bewegten Spiegels, da an dessen Umkehr-
punkten hohe Beschleunigungen und Instabilititen auftreten, sowie die Datenaufnahme und

-digitalisierung.

2.2.2 Step-Scan Technik

Fiir noch hohere Zeitauflosungen im
us oder ns — Bereich wurde die Step-
Scan-Technik entwickelt. Hier wird
der bewegliche Spiegel an den
einzelnen Interferogrammpunkten x,

angehalten (sieche Abb. 2-3), die

1. Infrradifis

Reaktion initiiert und die
Zeitabhingigkeit des IR-Signals an
dieser Interferogrammposition
gemessen. Die Zeitauflosung wird

nur durch den Detektor limitiert.

ol aptacht Wipiiicren Nach der Relaxierung des Systems

geht der Scanner zur néchsten

Abbildung 2-3: Prinzip einer Step-Scan Messung
[Rammelsberg et al. 1997]. Voraussetzung ist die
Reversibilitdt des untersuchten Reaktions-Mechanismus.  erneut gestartet. Nach Messung der

Position X,.1; hier wird die Reaktion

Zeitabhédngigkeit aller Interfero-
grammpunkte werden die verschiedenen Datenpunkte entsprechend der Zeit nach der
Reaktion so umgeordnet, daB fiir jede definierte Zeiteinheit ein komplettes Interferogramm
I(ti) entsteht; dies wird dann in ein zeitabhiingiges Spektrum Fourier-transformiert [Siebert

1995].
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2.3 Infrarotspektroskopie an Proteinen

Elektromagnetische Strahlung kann mit den Schwingungen der Atome koppeln, falls sich
deren elektrisches Dipolmoment mit der Kernbewegung @ndert. Bei Biomolekiilen sind im
mittleren Infrarot-Bereich die Ubergiinge zwischen den Schwingungsniveaus zu beobachten.
In der sogenannten ,Fingerprint-Region® von 800 — 2200 cm™ sind fiir jedes Molekiil

typische Absorptionen zu sehen.

2.3.1 H;0 und D,O als Losungsmittel

Da Proteine vor allem in wissriger Losung vorliegen, ergibt sich hieraus die Schwierigkeit,
daB H,O gerade in dieser Region aufgrund seiner 80-H Schwingung bei 1645 cm™ stark
absorbiert. Eine Moglichkeit besteht nun darin, H,O gegen D,O auszutauschen; dies
verschiebt die Bande von 1645 nach 1215 cm™ (80-D-Schwingung). Dadurch erhilt man nun
ein ,,spektroskopisches Fenster bis ca. 1250 cm™, wie die Gegeniiberstellung in Abb. 2-4
zeigt. Der Isotopenaustausch kann jedoch auch Auswirkungen auf die Beitrdge des Proteins
selbst haben (vgl. nédchstes Kapitel). Um dies zu vermeiden, werden generell sehr diinne

Schichtdicken (bis 10 um), konzentrierte, oder dehydrierte Proben verwendet.

H,O
[
©
[72]
R
3
el
C
S
= 1D,0
T ~a—
— _—_ 1500 1000

Wellenzahl / [cm™]

Abbildung 2-4: Transmissionsspektren von H,O und D,0 (optische Wegldnge: 10 um). Deutlich zu
sehen ist das ,, spektroskopische Fenster‘ bis ca. 1250 ent’’, das sich nach Isotopenaustausch im
Fingerprint-Bereich ergibt.
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2.3.2 Absorptionsbanden von Proteinen

Generell gestaltet sich eine Bandenzuordnung bei Proteinen als schwierig: es handelt sich um
komplexe Systeme, in denen Absorptionen von Molekiilketten stark von der Umgebung und
den Wechselwirkungen mit den nichsten Nachbarn abhingen (gekoppelte Schwingungen).
Genauere Zuordnungen lassen sich nur mit Hilfe von Vergleichsmessungen (Resonanz-
Raman Daten), Modellsystemen oder Modellrechnungen treffen. Mit Isotopen markierte
Seitenketten oder ortsgerichtete Mutationen sind aufwendiger, erlauben jedoch konkrete
Aussagen iiber das untersuchte Enzymsystem. In dieser Arbeit wurden viele Zuordnungen im
Vergleich zu elektrochemisch induzierten FT-IR Messungen gemacht, die von allen hier

vermessenen Systemen vorlagen (vgl. auch Kap. 3.1.3 und [Hellwig et al. 1998 — 2002].

Peptidriickgrat

Die Absorptionen, die durch diese Protein-
Strukturelemente hervorgerufen werden, entstehen |
durch Kopplungen der Schwingungen, an die die | ”

einzelnen Aminosdure-Seitenketten gebunden sind. H & R

Die damit korrelierten Sekunddrstrukturmerkmale 4,0, ¢ 2-5: Die Bindungen des

sind o-Helices, B-Faltbldtter, Schleifen und 7© ep’i‘.”'RiJCkg” ates ?)ilden .gekoppéf’lte
Schwingungen aus, hier markiert: Amid 1

Zufallskniuel. Kopplungen; Ry entspricht einer von 22
Neben den Normalmoden der N-H Streck- Aminosduren-Seitengruppen
schwingung bei ca 3300 cm™ tritt als wichtigster Ubergang die sogenannte Amid I — Mode
auf, deren Absorption bei 1610-1690 cm™ liegt. Dieser Schwingungstyp besteht aus der
Uberlagerung von C=0, C-N Streck- und N-H Deformationsschwingungen, die in Abb. 2-5
hervorgehoben sind. Berechnungen iiber Normalkoordinatenanalyse ergeben, daff die
potentielle Energie dieser Mode von ca. 80% C=0O und ca. 10% C-N Streck- und N-H
Deformationsschwingung bestimmt wird [Arrondo et al. 1993]. Die damit korrelierten
Absorptionsbereiche sind in Abb. 2-6 zusammengestellt; die Extinktionskoeffizienten sind
jedoch nicht genau bekannt und variieren zudem stark von Struktur zu Struktur.

Die Kopplung der C-N Streck- und N-H Biegeschwingung bei 1480-1575 cm™ wird Amid II
— Bereich genannt; dessen Lage ist weitgehend von der Sekundirstruktur unabhédngig. Diese
Region umfaflit nach Berechnungen {iber Normalkoordinatenanalyse 40-60% N-H

Deformations- und 18-40% C-N Streck-Schwingungen [Arrondo et al. 1993]. Die
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angegebene prozentuale Verteilung entspricht dem berechneten Anteil an potentieller
Energie.

Diese Schwingungsfrequenzen sind stark von der Anwesenheit von Wasserstoff-
Briickenbindungen beeinflut. So wird im Falle der Amid II Bande bei Deuterierung die
Kopplung der N-H Biege- und C-N Streck-Schwingung aufgehoben, was eine starke
Verschiebung der Absorptionslinie zur Folge hat. Die C-N Streck-Schwingung verschiebt
sich in den Wellenzahlenbereich von 1490 bis 1460 cm™ und die N-D Biegeschwingung in
den Bereich unter 1100 cm™. Die Empfindlichkeit der Amid I Bande gegeniiber H/D

Austausch ist jedoch gering (die Verschiebung betriigt bis 12 cm™); (vgl. auch Abb. 2-6).
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Abbildung 2-6: Ubersicht der Amid I Schwingungen unterschiedlicher Sekunddirstrukturmerkmale in
H,0 (oben) und deren Verschiebungen in D,0 (unten); [Baymann 1995].

Aminosdurenseitenketten

Eine qualitative Zusammenstellung der Beitrdge einzelner Aminosiuren, welche im mittleren
IR absorbieren, ist in Abbildung 2-7 gezeigt: Je nach Umgebung der einzelnen Seitenkette
(Uberlappung mit Moden anderer Gruppen im Protein), Stirke der Wasserstoff-
briickenbindung (verursacht eine Verschiebung der Wellenzahl bei H,O/D,0-Austausch), in
Losung oder kristallisiert, protoniert oder geladen, etc. variieren die angegebenen Werte
sowohl in ihrer Frequenz als auch in ihrer Extinktion. Fiir in der Literatur angegebene

quantitative Ubersichten siehe [Baymann 1995; Hellwig 1998; Barth 2001].
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Abbildung 2-7: Absorptionsbanden der Aminosdureseitenketten in H,O,; die Breite der Kdstchen
veranschaulicht die Halbwertsbreite der Banden, Kreise: Halbwertsbreite nicht bekannt, gestrichelt:
Extinktionskoeffizient nicht bekannt [Abbildung aus Baymann 1995].

Schwingungen der Himgruppe

Die Lage und Intensitét der Schwingungsbanden des Porphyringeriistes (sieche Abbildung 2-8
und Tabelle 2-1) sind abhingig vom Oxidations- und Spinzustand des Zentral-Eisens.
Zusitzlich beeinflussen noch die Umgebung, in die es eingebettet ist, und die jeweiligen

Substituenten die Lage und Intensitit (vgl. Him a- b- o-Ubersicht Kap. 1.1.1).

Inzwischen gibt es zahlreiche Zuordnungen von Absorptionsbanden, sowohl iiber Resonanz-
Raman- als auch iiber IR-Spektroskopie. So findet man in der Literatur fiir Hime des Typs a
in Proteinen Angaben bei [Heibel et al. 1993; Park et al. 1996; Hellwig et al. 1998-2002]; fiir
Héam b an Modell-Systemen bei [Spiro et al. 1979; Choi et al. 1982; Berthomieu et al. 1992];

die jeweiligen Werte stimmen mit geringen Abweichungen miteinander iiberein.
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Abbildung 2-8: Struktur des Porphyringeriists (Hdm a) mit Vinylsubstituenten. Angegeben ist die
entsprechende Nomenklatur der Schwingungen nach Ogoshi et al. (1972), Choi et al. (1982) und
Heibel et al. (1993) [aus Hellwig et al. 1998].

Je nach ihrer Kopplung mit anderen Schwingungen des Hamgeriists (vgl. Abb. 2-8) wurde in

der Literatur fiir die verschiedenen Absorptionsbanden eine Nomenklatur eingefiihrt, die in

Tabelle 2-1 entsprechend angegeben ist.

Haupt- typischer Spektralbereich der
gekoppelte Schwingung Nomenklatur :
schwingung Absorption (cm™)
v(CaCm) 0(CaCmH), 3(CmX) V37 1560-1625
v(CaCm), v(NCa), v(CbX),
v(CbhCb) Vig 1535-1570
(ChX)
v(CaCm)™™ | v(NCa), v(CbCb), v(CaCm) V39 1450-1490
v(CaCb) | 3(CbX), v(NCa), d(CaCbCb) Va0 1435-1450
v(CaN) | v(CaCb), 6(CbX), d(CaChCb) Va 1360-1395
d(CmH) d(ChX), v(CaN), v(CaCb) O 1220-1270

Tabelle 2-1: Uberblick iiber IR Absorptionsbanden des Porphyringrundgeriists [nach Choi et al.
1982; Berthomieu et al. 1992; Hellwig 1998]; Nomenklatur vgl. Abb. 2-8; X: Substituent des
Porphyringeriistes; v: Streckschwingung, o: Deformationsschwingung

Je nach Him-Typ konnen neben Propionat-Seitenketten auch mogliche Schwingungs-Moden

den entsprechenden Vinyl- und Formyl- Seitenketten zugeordnet werden. Aufgrund der

starken Wechselwirkung der Seitenketten mit der Umgebung weichen Daten von Modell-
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systemen zum Teil erheblich von gemessenen Werten ab. Die Diskussion der moglichen

Bandenpositionen wird deshalb in Kap. 3.1.3 fiir den jeweiligen Fall austiihrlich behandelt.

Verschiebung von Absorptionsbanden aufgrund Isotopenmarkierung
Da die Schwingungsfrequenz von der Masse der Kerne abhingt, erhilt man eine
Verschiebung der Schwingungsfrequenzen (Isotopeneffekt), falls bestimmte Atome gegen

ihre Isotope ausgetauscht werden (z. B. BC anstatt '*C).

Isotopenverschiebungen
Betrachtet man beispielsweise das CO-Molekiil als eindimensionalen harmonischen
Oszillator, so ergibt sich nach Ubergang ins Schwerpunktsystem der beiden schwingenden
Massenpunkte m; und m; und Einfilhrung der reduzierten Masse u als Losung der
Schwingungsgleichung die Frequenz v der Schwingung (mit k als der Kraftkonstanten der
Bindung) zu

V=E- ; mit yzm Gln. 2.11

[Gerthsen 1993].

Variiert man die Masse eines der schwingenden Teilchen, so erhélt man:

viAJa =vy i Gin. 2.12

Aus diesen Abschitzungen fiir die Frequenzverschiebungen kann man beispielsweise iiber
13C—Isotopenmarkierung an definierten Stellen im Protein oder am Liganden (*CO) exakte
Banden-Identifizierung machen. Die Verschiebungen diesbzgl. fithren zu einer Erniedrigung
der Schwingungsfrequenz um den Faktor 0,9777 und liegen je nach urspriinglicher Wellen-

zahl zwischen 30 und 45 cm™ (fiir 1300 bzw. 2000 cm™).
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2.4 Proteinpriparation

2.4.1 Proteinreinigung

Paracoccus denitrificans Bakterien wurden im Arbeitskreis von Prof. B. Ludwig am
Institut fiir Biochemie, Universitidt Frankfurt/M. nach [Gerhus et al. 1990] angezogen.
Die Aufreinigung der aaz Cytochrom ¢ Oxidase erfolgte mitunter auch im Arbeitskreis
von Prof. H. Michel am Max Planck Institut fiir Biophysik, Frankfurt/M. mit Hilfe eines
Antikorper Fy-Fragments wie beschrieben in [Kleymann et al. 1995].
Thermus thermophilus baz und caaz; Oxidase wurden im Arbeitskreis von Dr. Tewfik
Soulimane (Paul Scherrer Institut, Life Sciences, Villingen, Schweiz) isoliert, vorbereitet
und zur Verfiigung gestellt. Angaben hieriiber finden sich fiir
- die baz Cytochrom ¢ Oxidase in [Soulimane et al. 2002]; entsprechend
- die caaz; Oxidase nach [Schell 2000].
Oxidase aus Escherichia coli vom bd Typ wurde vom Arbeitskreis Prof. Tatsushi Mogi
(Tokyo Institute of Technology, Yokohama, Japan) zur Verfiigung gestellt. Es handelt
sich hierbei um isoliertes, nicht membrangebundenes Enzym.
Ortsgerichtete Mutanten~ der Oxidase von Paracoccus denitrificans wurden freundlicher-
weise von den folgenden angegebenen Personen aus den Arbeitsgruppen B. Ludwig und
H. Michel bereit gestellt. Fiir Details zur Aufreinigung und Herstellung sei auf
entsprechende Stelle verwiesen:

(Aspartat) D399N (Asparagin), D399E (Glutamat) und D399L (Leucin) nach

[Pfitzner et al. 1998, 2000]

(Arginin) R473K (Lysin) und (Histidin) H403A (Alanin) nach [Behr et al. 2000]
BC Isotopenmarkierung der Hiam-Propionate an der P. denitrificans Oxidase wurde von
J. Behr, Arbeitsgruppe H. Michel, MPI fiir Biophysik, Frankfurt/M. bereitgestellt [Behr et
al. 1998].

2.4.2 Vorbereitung der Proben fiir die Messung / Probenpriparation

Umpuffern und pH-Wert-Einstellung

Um die verschiedenen Oxidasetypen untereinander vergleichen zu konnen, miissen

dquivalente Bedingungen gewihrleistet sein. So wurden ca. 3-5 ul der Enzymlosung jeweils

" siehe auch Glossar: ortsgerichtete Mutation
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vor der Messung in 200 mM Kalium-Phosphat-Puffer (K,HPO, / KH,PO,) mit dem
gewiinschten pH-Wert 6, 7 oder 8 ,,umgepuffert”. /n praxi wurde das Protein dafiir drei mal
in je 400 pl Puffer gelost und tiber Microcon Ultrafiltrations-Zellen (Mikro-Konzentrations-
zellen, Fa. Amicon) aufkonzentriert.

Fir die Proteine aus 7. thermophilus wurde der Puffer mit 1,6 mM n-decyl-B-D-
Maltopyranosid als Detergenz versetzt, fiir die anderen Oxidasen (aa; und bd sowie
Mutanten) betrug die Konzentration 3,2 mM n-decyl-B-D-Maltopyranosid.

Das Endvolumen der Enzymlosung (vor Weiterbehandlung) betrug ca. 5 ul, die Endkonzen-

tration ca. 0,5 mM.

Der in der Diskussion angegebene pH-Wert wurde iiber den verwendeten Puffer definiert.
Der tatsidchliche pH-Wert des Enzyms kann aufgrund seiner Eigenpufferung und der weiteren
Préparation (s. u.) geringfiigig davon abweichen, ist aber aufgrund des geringen Proben- und

MeBzellenvolumens technisch nicht mefBbar.

H>0 / D0 Austausch (Deuterierung)

Der H/D Austausch erfolgte analog zum Pufferwechsel in H,O. Der pD — Wert des dazu
angesetzten D,0O-Kalium-Phosphat-Puffers betrug pD = 7.4; damit ist es moglich, die Aus-
wirkungen der Deuterierung auf das Enzym mit pH = 7 gemill pD = pH + 0.4 [Glasoe und
Long 1960] zu vergleichen. Zusitzlich wurde die Probe fiir CO-Photolyse-Experimente nach
Reduktion mit Dithionit und CO Vergiftung auf dem IR-Fenster angetrocknet und mit D,0O-

Puffer re-solubilisiert, um den Austausch zu verbessern.

Reduktion der Probe, CO-Inhibierung und Befiillen der Mefizelle
Die Oxidaseproben wurden mittels einer gepufferten Natriumdithionit — Losung (Na;S;04)
reduziert, die der Enzymlosung unter Kohlenmonoxid-Atmosphidre zugesetzt wurde. Die

Reaktion erfolgt gemél der Gleichung:

82042- +4 H20 EE— 2 HSO3- +2 H30+ +2¢€ EE— 2 HSO4- +6 H+ +6¢
(Gln. 2.13)
Um eine Anderung des pH Wertes durch die entstehenden Protonen zu vermindern, wurde

praventiv ein hochkonzentrierter Puffer (200 mM Kalium-Phosphat-Puffer) verwendet.
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In der Praxis wurden zur Reduktion und CO Vergiftung 5-10 pl der umgepufferten
Enzymlosung in einem Eppendorfhiitchen ca. 1 Minute mit CO gespiilt, ca. 20 Minuten auf
Eis gelagert und dieses Verfahren 3 mal wiederholt, um einen vollstindigen Austausch der
Losung mit CO zu gewdhrleisten und den Sauerstoff zu verdringen. Dazu wurden 3-4 ul
einer 0,5 M Na,S,04-Losung gegeben, die im entsprechenden Puffer angefertigt, und mit
obigem Verfahren ebenfalls 3 mal mit CO inkubiert worden war.

Nach Zusetzung der Dithionitlosung (unter CO) wurde das Pridparat mit CO-Begasung aus
einer Spritzennadel ,,umgeriihrt” und wiederum 20-30 Minuten auf Eis gelagert, um eine
vollstdndige Reduktion zu erwirken.

Danach erfolgte die erneute Einengung mit CO auf ein Endvolumen von ca. 6-7 pl. Diese
Probe wurde nun auf ein CaF,-Fenster aufgetragen und so verteilt, daf} sie eine vorgefertigte
Lochblende aus Teflon tiberdeckte. Es erfolgte die Antrocknung und ,,Aufkonzentration des
Proteins (mit CO). Danach wurde die Abstands-Folie zur Einstellung einer definierten
Probendicke (typischerweise 10 um optische Weglinge) aufgelegt und mit einem zweiten

CaF,-Fenster die Zelle verschlossen.

Photo-Reduktion der Oxidase mit Tris(2,2‘-Bipyridin)-Ruthenium(Il)-Chlorid

Nach einer Methode von Nilsson (1992) wurde fiir die hier verwendeten Oxidasen das

Verfahren der Photoreduktion im Detail ausgearbeitet. Hierzu wurden ca. 8 ul der

umgepufferten Oxidaselosung (pH = 7) mit folgenden Losungen versetzt:

e 2 ul 5 mM Tris(2,2°-Bipyridin)-Ruthenium(II)-Chlorid in 200 mM Kalium-Phosphat-
Puffer, pH = 7 und

o 2 ul20 mM EDTA, ebenfalls in 200 mM Kalium-Phosphat-Puffer, pH =7

Diese Mischung wurde nicht mit CO, sondern mit N, eingedickt, um keine halbreduzierte

Oxidase zu kreieren, und tatsidchlich ein reduziert-minus-oxidiert-Spektrum im Experiment

zu erhalten. Die Kontrolle des Redox-Zustandes erfolgte iiber die entsprechenden

Absorptionsbanden im sichtbaren Spektralbereich.
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2.5 IR-spektroskopische Messungen bei verschiedenen Temperaturen
A) kryogene Temperaturen

Die Zelle mit der Probe (vgl. Abb. 2-10a) wurde fiir Tieftemperaturmessungen (bis 84 K)
in einem in der Arbeitsgruppe gebauten, mit fliissigem Stickstoff betriebenen Kryostaten
geladen und abgekiihlt. Dieser war so in die Messapparatur integriert, dafl, wie in Abb. 2-9
dargestellt, zur Initiierung der Reaktion (Blitzlichtphotolyse im Enzym) ein 7 ns, 532 nm, 30
mJ Laser-Puls eines frequenzverdoppelten Nd:YAG Laser-Systems (Fa. Big Sky Laser
Tech.) eingekoppelt und auf die Probe justiert werden konnte.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Messungen wurden an einem modifizierten Bruker IFS 66

FT-IR-Spektrometer iiber den gesamten mittleren-IR-Bereich (2500-1100 cm™) durchgefiihrt.

Michelson-Interferometer

fester Spiegel

beweglicher
Spiegel

Detektor

Strahl-
teiler

Strahlungs-
quelle

Kryostat mit Probe

Abbildung 2-9: Schematische Darstellung der Mefapparatur: IR-Fourierspektrometer, Kryostat mit
Probe und Photolyselaser [Engel 1998, Haustein 2000]
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a) b)
Mepzelle (Detailansicht) mit Aufbau des stickstoffgekiihlten Kryostaten. Der untere Teil mit
Enzymlosung, Abstandshalter dem Metalldorn befindet sich auf konstant 77K; die Probe
(10 um) wund IR-Fenster kann iiber eine thermisch isolierte Zufithrung separat
(CaFs) gewechselt werden und koppelt erst iiber den Metalldorn an

den gekiihlten Teil [Abbildung nach Rost 1999]. Uber den
Durchfluss von fliissigem N, kann die Temperatur geregelt
werden.

Abbildung 2-10: a) Mefizelle und b) Kryostat fiir Tiefiemperaturmessungen.

B) physiologische Temperaturen

Fiir Messungen bei Temperaturen iiber 260 K wurde die Probe mit einem handelsiiblichen

Thermostaten (Modell: Haake Fisons) gekiihlt.
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Spektrenaufnahme fiir CO-Photolyse Experimente

« Spektren iiber 220 K wurden mittels Rapid-Scan Technik im IR-Spektralbereich von
1000 cm™ bis 2500 cm™ mit einer spektralen Aufldsung von 2 cm™ aufgenommen. Je
nach Geschwindigkeit der Reaktion wurden vor der Reaktion 100 bis 200 Interferometer-
Scans als Referenz-Spektrum, nach Reaktionsstart mehrere ,,Einzel-Scans* gemessen (bis
25 ms Zeitauflosung), die gegen ldngere Reaktionszeiten hin gemittelt wurden. Da die
hier initiierte Reaktion reversibel ist, kann zur Verbesserung des Signal/Rausch —
Verhiltnisses die Messung beliebig oft wiederholt werden. Fiir die gezeigten Spektren
wurden 30-500 Einzelmessungen gemittelt.

« Fiir Temperaturen unter 180 K wurden typischerweise 1000 scans im serienméifligen
MeBBmodus je vor der Photolyse als Referenz gemessen; nach der Photolyse wurde
wahlweise je nach Temperatur und Enzym im Rapid-Scan oder im Normal-Modus
gemessen.

o Unterhalb 140 K wurden typischerweise 5 x 1000 Interferometer-Scans je vor der
Photolyse (=Dunkelspektren) und analog danach 5 x 1000 Scan Hellspektren gemessen;
die Photolyse erfolgte iiber mehrere Laserblitze. Zur thermischen Relaxation des
Liganden zuriick zur Hidmeisen-Bindungsstelle wurde die Probe auf Raumtemperatur
gebracht und anschlieBend erneut abgekiihlt. Dieses Prozedere wurde ca. 5-10 mal (und
mit verschiedenen Pridparationen) wiederholt. Diese Datensidtze wurden gegeneinander

verrechnet und gemittelt und daraus die Differenzspektren berechnet.

Spektrenaufnahme bei Photo-Reduktions-Experimenten

Nach Rost (1999) zeigt Tris(2,2°-Bipyridin)-Ruthenium(II)-Chlorid in wéssriger Losung
Absorptionsmaxima bei 245, 286 und 454 nm. Zur Photoreduktion wurde deshalb ein Xenon-
Blitz mit UV-Durchlassfilter-System verwendet, das breitbandig unterhalb 400 nm (bis 200
nm) Anregungsenergie liefert. Aufgrund der geringen Quantenausbeute des Komplexes (~3%
[Nilsson 1992]) wurde ca. 15 mal geblitzt, bis sich das resultierende Differenz-Signal nicht
mehr signifikant dnderte und die Reduktion als abgeschlossen betrachtet werden konnte.

Im Experiment wurde vor der Reaktion bei Raumtemperatur ein VIS-Spektrum der mit dem
Rutheniumkomplex vermischten (oxidierten) Proteinprobe gemessen. Anschliefend wurde
die Probe im IR-Spektrometer auf 268 K abgekiihlt und mehrere Referenzspektren
genommen. Danach wurde mit der Xe-Lampe geblitzt und im Rapid-Scan-Modus
zeitaufgelost gemessen, um eventuelle Intermediate beim Elektronentransfer festzustellen.

SchlieBlich wurden im normalen Scan-Modus weitere Spektren aufgenommen. Diese
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Prozedur wurde solange wiederholt, bis das Differenzspektrum kaum noch Anderungen
zeigte. Zur Berechnung des reduziert-minus-oxidiert-Differenzspektrums wurden all diese
Einzelmessungen addiert, um die Anderungen des gesamten Reduktionsprozesses

auszuwerten.

Differenztechnik und Datenauswertung

Die hier dargestellten Absorptionsspektren werden als Differenz bzgl. des Proteins vor (Iy)
und nach der Reaktion (I) berechnet, d. h. das Einkanalspektrum vor der Reaktion wird mit
dem Einkanalspektrum nach der Reaktion gemid dem Lambert-Beer‘schen Gesetz
(Gleichung 2.2) verrechnet. Als Reaktion gilt hier sowohl CO Blitzphotolyse als auch die
Photoreduktion der Probe. In Abbildung 2-11 ist dieser generalisierte Fall mit einer
Abbildung nach Zscherp und Barth (2001) dargestellt.

Der Vorteil der Differenztechnik besteht darin, daB3 selbst kleinste reaktionsspezifische
Verianderungen im Protein (1% relativ zur Gesamtabsorption) gut mefBbar sind. Ferner
,»,sieht” man ausschlieBlich die ,,Elemente®, die direkt an der Reaktion beteiligt sind. Der Rest
des Enzyms, an der Reaktion unbeteiligte Strukturelemente sowie H,O und Detergenz, sind

nicht sichtbar.

Die thermodynamischen Parameter (Reaktionsrate k(T), Hohe der Energiebarriere etc.)
wurden aus der Zeitentwicklung (Kinetik) der CO Rekombination mit dem Ham-Eisen nach
der Photolyse iiber die Anderung der Absorption mit einer Zeitauflésung von maximal 25 ms
verfolgt, welche als Funktion der Zeit nach dem Laser-Blitz bei unterschiedlichen
Temperaturen gemessen wurde.

Die entsprechenden Populationen fiir Cug-CO Moden und Fe-CO Moden wurden iiber die

Integration von + 2 cm’

um das Absorptions-Banden-Maximum im Differenzspektrum
berechnet (um einen Uberlapp mit anderen breiten Bandenprofilen von CO-Konformeren
auszuschlieBen, wurde nicht iiber die gesamte Moden-Fliche integriert, was zur Verfilschung
der jeweiligen Zeitkonstanten der entsprechenden Konformere gefiihrt hitte). Diese
Absorptionsbanden-Fliache wird gegen die Zeit nach der Photolyse aufgetragen, um so den
Anteil jener Proteine zu veranschaulichen, dessen Liganden bei der Temperatur T zum

Zeitpunkt t noch nicht wieder zuriickgebunden haben.
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Um verschiedene Kinetiken anschaulich miteinander zu vergleichen, wurden, wie an
entsprechender Stelle angegeben, die Fliachen auf das jeweils erste Spektrum normiert. Somit
erhilt man einen quantitativen Uberblick der prozentualen Riickbindung der entsprechenden

Population fiir verschiedene Oxidase - Typen.

1

Absorbance

h Waw.'n.un‘bérrc;'rl‘ ) \r\-'amn-un'bsf" .fc:m‘
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Difference
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T T )
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Abbildung 2-11: Mefprinzip der Differenzspektrokopie [Abbildung nach Zscherp und Barth 2001].
Zustand A beschreibt das Enzym vor der CO Photolyse, Zustand B danach. Analog bei
Photoreduktion reprdsentiert Zustand A den oxidierten, Zustand B den reduzierten Zustand.

Die IR Daten wurden mit der Spektroskopie-Software OPUS von Bruker berechnet und
ausgewertet. Die kinetischen Daten wurden iiber Origin (Microcal Software Inc.) gefittet und

dararaus die thermodynamischen Parameter ermittelt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 CO Photolyse an vollreduzierter Cytochrom ¢ Oxidase von Paracoccus denitrificans

und Thermus thermophilus; Spektrendiskussion

Die in diesem Kapitel vorgestellten Messungen wurden an der vollreduzierten Form der
Cytochrom ¢ Oxidase des jeweiligen Bakteriums gemacht. Alle Kofaktoren liegen daher im

2

reduzierten Zustand vor: CuAH/CuAlJr (und Hiam ¢”* im Falle der Cytochrom caas Oxidase),

Him «** (respektive Him 5" im Falle der Cytochrom bas Oxidase), Cug'* und Him as>*.

Am Letzteren ist das CO-Molekiil gebunden, wie in Abb. 3-1 schematisch dargestellt.

Abbildung 3-1: schematische Darstellung der CO Photolyse im binuklearen Zentrum der
vollreduzierten Cytochrom c Oxidase (Aufsicht; nach Park et al. 1996). CO bindet nach der Reaktion
an das Cug,; von dort bindet es bei tiefen Temperaturen nicht an das Hdm zuriick.

Nach Anregung der Hamgruppe durch einen Laserpuls bricht die Bindung zum CO Molekiil
auf. Schnelle kinetische Studien an Rinderherz aas; Oxidase zeigten, daf die Photo-
dissoziation von CO innerhalb 150 fs ablduft und der CuBH—CO Zustand innerhalb 1 ps
ausgebildet ist [Woodruff 1993]. Bei Raumtemperatur ist dieser Zustand transient und der
Ligand kann weiter in das Losungsmittel diffundieren. Bei tieferen Temperaturen verbleibt
das CO Molekiil innerhalb des Proteins und kann vom Cug ans Him-Fe zuriickbinden. Diese
Reaktion ist thermisch aktiviert; fiir T<140 K ist die Bindung an das Cug stabil und es findet

keine Riickbindung statt.
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3.1.1 VIS - Spektren

Im sichtbaren Spektralbereich (400 — 900 nm) kann man Absorptions-Banden der verschie-

denen Hdme beobachten, die in den unterschiedlichen Oxidasen vorkommen (vgl. Kap. 1.1.1:

a, b, ¢, o -Hime). Deren elektronische Uberginge (n — n*) werden hier angeregt [fiir Him a

und Hiam a3 siehe: Vaneste 1966; generell: Moore und Pettigrew 1990]. Sie sind spezifisch

fiir den jeweiligen Him-Typ und abhingig vom Oxidationszustand und vom Liganden. Die

Absorption der einzelnen Banden bezeichnen jeweils die in Tabelle 3-1 aufgefiihrten

elektronischen Ubergiinge.

Wellenldnge [nm] Bezeichnung Anregungszustand
415-446 Soret So— S3
550-610 a-Bande So— So

~519 B-Bande So— S,

Tabelle 3-1: VIS-Spekiralbereich fiir den Ubergang der Hiime [Moore und Pettigrew 1990]

In Abbildung 3-2 ist das VIS-Absorptionsspektrum der Paracoccus denitrificans Oxidase

(Typ a Him) im oxidierten und reduzierten Zustand dargestellt. Genauere Details fiir die hier

untersuchten Him-Typen finden sich in Tabelle 3-2.
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Abbildung3-2: Absorptionsspektrum der Cytochrom ¢ Oxidase von Paracoccus denitrificans im
oxidierten und reduzierten Zustand bei pH = 8,7, T=293 K. Die Spektren sind gegeneinander

verschoben dargestellt.
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Nach Bindung von CO veridndern sich die Eigenschaften des Hdams, je nachdem, ob es 5-
oder 6-fach koordiniert, und/oder ob es high- oder low-spin ist, was auf die Elektronen-
verteilung im Porphyrinring hinweist. Fiir die reduzierte und CO vergiftete Cytochrom ¢
Oxidase weist die Absorption der Banden die in Abb. 3-3 gezeigten Maxima fiir die hier

untersuchten Oxidasen auf.
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Abbildung 3-3: Vis-Absorptionsspektrum der vollreduzierten, CO-vergifieten Cytochrom ¢ Oxidase
von Paracoccus denitrificans (aas;) und Thermus thermophilus (bas; und caas) (293 K, H,O, pH=S).
Die Zuordnungen der Banden zu den entsprechenden Hdmen sind in Tabelle 3-2 zusammengestellt.
Die Spektren sind gegeneinander verschoben dargestellt.

Signale von Cus wurden bei 834, 808, 484 und 530 nm an isolierten Untereinheiten
nachgewiesen, sind jedoch sehr klein und von der Absorption der Hidme iiberlagert
[Lappalainen et al. 1993, 1995]. Da Cug nicht zu ,,charge-transfer*“-Komplexen wie Cuy, zéhlt
und iiber Liganden anders koordiniert ist, zeigt es im sichtbaren Spektralbereich keine
nennenswerte Absorption [Babcock 1988].

Fir die Absorption der Hime in den jeweiligen Oxidasen gibt folgende Tabelle einen

Uberblick:
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Soret o Soret o

a a a;s a;z
Rinderherz aa;
ox (a**) 428¢ ox (a3 418°
red (a™*) 444° | 605° | red (a;™") 445° 610°
(,")-CO | (a™)-CO
430° 590°

Paracoccus denitrificans aas

ox (a™*) 425 ox (as") 414*
red (a2+) 444* | 604 | red (a32+) 446° 588+609?
(2,")-CO | (a,")-CO

430° ~590°
Thermus thermophilus baj
Soret o Soret o B
as a;z b b b
OX a3 h h ox b 408°
e e e, g e
a,-CO 427* a;-gczg
Thermus thermophilus caa;
Soret | o Soret o B
a+a; c c c
ox 422 oX C 403"
517"+
red 442" | red 603"" | redc | 415' 547",
549'

Tabelle 3-2: Bandenmaxima fiir die Cytochrom c Oxidasen bei verschiedenen Oxidations- und
Bindungszustinden der Hdme.

Quellen: “ Hellwig et al. 1999a; b Hill 1994b: ¢ Rost 1999; ¢ Dodson et al. 1996 ¢ Hellwig et al.
1999b: 7 Hellwig et al. 2002, ¢ Koutsoupakis et al. 2002, h Oertling et al. 1994, "Fee et al. 1993.

In Abb. 3-3 sind vor allem im Soret-Bereich kleinere Abweichungen gegeniiber den
Literaturwerten in Tabelle 3-2 festzustellen. Diese entstehen durch Uberlagerung der Banden
fiir reduziertes Him a und reduziertes Him a3, das CO gebunden hat. Ferner konnten kleine

Unterschiede in den publizierten Daten auch geritebedingte Ursachen haben.
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3.1.2 CO Banden im Differenzspektrum bei 140 K im Vergleich

In Abbildung 3-4 ist das ,.hell iiber dunkel“ FT-IR-Differenzspektrum von aas, bas und caas
Oxidase bei 140 K dargestellt. Dabei entsprechen die negativen Banden in der IR-Region von
1950 bis 1985 ¢cm™' der Photodissoziation von Him as; die positiven Banden von 2040 bis
2080 cm™ der Bildung der Cug-CO Bindung.

Details fiir die untersuchten Oxidasen sind in Tabelle 3-3 aufgelistet.
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Abbildung 3-4: Vergleich der , hell iiber dunkel” FT-IR Differenzspektren der vollreduzierten, CO
vergifieten aas (P. denitrificans), bas; und caa; (T. thermophilus) Cytochrom ¢ Oxidase bei 140 K,
pH=8. Gezeigt ist die IR-Region, in der die C O Schwingung absorbiert. Die jeweiligen Banden sind
gegeneinander verschoben dargestellt.

Die vollreduzierte Form weist typische Ahnlichkeiten mit Banden auf, die schon friiher
mittels Tieftemperatur-Experimenten an Rinderherz Oxidase [Alben et al. 1981; Fiamingo et
al. 1982; Park et al. 1996; Kitagawa 2000], Paracoccus denitrificans [Rost et al. 1999] und
Rhodobacter sphaeroides [Mitchell et al., 1996a; 1996b] charakterisiert wurden.

Ein erster Vergleich zeigt, dal sich die CO Banden der ba; Oxidase von Thermus
thermophilus wesentlich von den anderen hier dargestellten unterscheiden, wie bereits von
Einarsdottir et al. (1989) beschrieben. Die Absorptionsbande des an das Hadm-Eisen
gebundenen CO bei 1975,5 und 1984,6 cm™' liegen energetisch signifikant hoher. AuBerdem
gibt es nur ein Cug-CO Konformer bei 2050,2 cm.
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Im Vergleich zu Einarsdéttir et al. (1989) weichen jedoch die CO Banden-Positionen fiir die

caaz Oxidase erheblich von den dort publizierten Daten ab. Die Griinde sind nicht klar. Zwei

breite Moden bei 1956 und 1973 ¢cm™' sind hier zu sehen. Ein besonderes Merkmal ist die

sehr breite Cug-CO Bande bei 2048 cm™' mit einer Halbwertsbreite (FWHM) von ~13,5 cm’™!

verglichen mit 6 bis 8 cm’' im Falle der aaz und basz Oxidase. Das weist auf eine flexible

Umgebung der Cu Seite hin, die dieses Konformer betrifft.

Oxidase aa; ba; caa;
v(C=0) Cup-CO 2077
v(C=0) Cugp-CO (o) 2063 2066
v(C=0) Cup-CO (B) 2042,6 | 2050,2 2048
v(*C=0) Cus-CO 2004
v(C=0) Hiim a;-CO 1983,2 | 1984.6
v(C=0) Hiim a3-CO 1974,6 | 1975,5 1973
v(C=0) Hiim a3-CO (a)) | 1965,6
v(C=0) Hiim a;-CO (B) | 1952,2 1956
v(®C=0) Hiim a5-CO (o) | 1921 1939 1927,3
v(®C=0) Hiim a5-CO (B) | 1907,5 1931 1910,6

> Cup-CO

> Hiim a;-CO

J

Tabelle 3-3: Ubersicht iiber die C O Streckschwingungen der unterschiedlichen Oxidasen bei 140 K.
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3.1.3 Proteinbanden bei 140 K

Wie im letzten Kapitel erortert, zeigt sich, da} die verschiedenen hier untersuchten Oxidasen
trotz gleicher Funktion und groBer Ahnlichkeit des binuklearen Zentrums erhebliche
Abweichungen der CO Banden aufweisen. Doch nicht nur am Liganden selbst zeigen sich
diese Unterschiede: die Variationen der Umgebung spiegeln sich auch in der Proteinregion
wider, in der man zusitzliche oder modifizierte Absorptionsbanden findet.

In Abbildung 3-5 reprisentieren negative Signale die Schwingungsbanden vor, und positive
Banden diejenigen nach der Photolyse des CO vom Hidm a3 bei 140 K. Der untersuchte IR-
Bereich von 1800 bis 1200 cm™ spiegelt sowohl Konformationsinderungen des Polypeptid-
Riickgrats, als auch die Reorganisation vom Him a3 und einzelnen Aminosduren-
Seitenketten bei der CO Photolyse wider.

Durch Vergleich mit fritheren Daten aus elektrochemischen und CO Blitzphotolyse FT-IR
Experimenten an entsprechenden Oxidasen, sowie mit Literaturwerten von Him Modell-
Systemen und Ergebnissen aus der Resonanz-Raman Spektroskopie werden die hier darge-
stellten Spektren diskutiert. Auf dieser Basis wird der vorldufige Versuch von Banden-

Zuordnungen unternommen und in Tabelle 3-4 zusammengefasst.

Zuordnung von Him-Moden

Bei der CO Blitzlichtphotolyse kann man nur Verdnderungen erwarten, die Him a3 und seine
direkte Umgebung betreffen. Eventuell vorkommende Beitridge der Hime a, b oder ¢ werden
hier vernachlissigt.

Fiir Him a3 kann man Beitrdge voraussetzen, die herriihren von:

« C-C, C-N Moden des Porphyrinrings

« C=0 von protonierten oder C = O von deprotonierten Propionatgruppen

« C=C Schwingungen der Vinyl-Substituenten

o (=0 Schwingungen der a3 Formyl-Gruppe

Die Him-Schwingungsmoden werden bezugnehmend auf die Nomenklatur nach Spiro and Li

(1988) zugeordnet (vgl. auch Abb. 2.8 in Kap 2.3.2).

a) Him-Propionate
Im Bereich von ca. 1704 bis ca. 1661 cm™ absorbieren U C=0) Moden von protonierten

Carboxylgruppen der Hampropionate. Hier sind signifikante Unterschiede fiir die bas

52



Oxidase zu sehen: eine starke negative Bande bei 1704 und eine positive Bande bei 1698
cm’ deuten aufgrund ihrer Form, die der Ableitung einer Absorptionsbande #hnelt, auf die

Verschiebung einer Mode bei 1701 cm’’

hin. Analoge Signale werden sowohl in
elektrochemisch induzierten FT-IR Differenzspektren bei 1708 und 1698 cm™ [Hellwig et al.
1999b], als auch bei der Photoreduktion mit dem ,,caged electron“-System Tris-(Bipyridin)-
Ruthenium-Chlorid gesehen [Rost 1999; Anhang].

Weniger ausgeprigte Signale bei 1697/1691/1687 cm™ konnen hier fiir die aa; Oxidase
ausgemacht werden. Aufgrund von H>O/D,O Austausch wurden von Rost (1999) aufgrund
threr Wellenzahl-Verschiebung bei 84 K verschiedene Linien diesen Ham-Propionsiduren
zugeordnet: dies betrifft eine Absorptionsbande bei 1690,5 cm™, die sich nach 1685,5 cm™
verschiebt und eine Bande bei 1680, die eine Verschiebung nach 1677,5 cm’! erfihrt.

Fiir die bas Oxidase gibt es ferner markante Absorptionen bei 1676, 1670 und 1661
cm’', die aufgrund ihrer asymmetrischen Form offenbar nicht miteinander gekoppelt sind.
Das Signal bei 1670 cm™ riihrt wahrscheinlich vom Him-Formylsubstituenten her. Hellwig
et al. 1999b verweisen darauf, daf} in elektrochemisch induzierten FT-IR Differenzspektren
Signale der baz Oxidase bei 1672 und 1676 cm™ sehr viel stirker sind, als vergleichbare
Signale von der aa; Oxidase von P. denitrificans. Insgesamt deutet dies auf eine
unterschiedliche Umgebung der Hdm a3 Propionate hin. Jedoch sind fiir eindeutige
Zuordnungen ortsgerichtete Mutationen oder Isotopenmarkierungen notig (fiir aaz Oxidase
vgl. Kap. 3.3).

Konsistent mit dieser Zuordnung ist der damit korrelierende Bereich der deprotonierten Form
der Propionate: die antisymmetrische Streck-Schwingung COO’)™ zeigt im Bereich von
1570 bis 1530 cm™ ein starkes positives Differenz-Signal fiir die bas; Oxidase bei 1558 cm’™
und kleinere Signale von 1546 bis 1519 cm™ (mit negativen Signalen bei 1546, 1539 und
1529 cm™). Diese zeigen analoge Bandstrukturen zur aas; Oxidase, welche kleine Moden von
1576 bis 1545 cm™ und eine starke Absorptionsbande bei 1532 cm™ aufweist.

Die Zuordnung dieser Absorptions-Bande wird unterstiitzt durch elektrochemisch induzierte
Differenzspektren von '*C-isotopenmarkierter Oxidase von P. denitrificans [Behr et al.
1998]. Die Isotopen-Substitution verursacht eine Verschiebung der Differenzbanden bei 1570

1, welche auf

cm™ fiir Him a (bei CO Photolyse nicht angesprochen) und bei 1538 cm
deprotonierte Him-Propionate hinweist. Jedoch ist hier eine Zuordnung zur vss, Schwingung
von Him a3 wahrscheinlicher, da sich bei CO Photolyse der Redoxzustand der Propionate

kaum @ndern diirfte (vgl. Kap. 3.3.1).
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Im elektrochemisch induzierten Differenzspektrum wurde die symmetrische VCOOQO)
Mode bei 1380 cm™ deprotonierten Him-Propionaten zugeordnet, welche fiir alle hier
untersuchten Oxidasen im Bereich von 1371 bis 1374 cm™ zu sehen ist. Fiir die aa; Oxidase
aus P. denitrificans konnte dies im Photolyse-Experiment bestitigt werden (Kap. 3.3.1).

Fiir die caa; Cytochrom Oxidase sind sowohl von 1663 bis 1699 cm™ als auch in der
Region von 1537 bis 1578 cm” nur kleine Differenzbanden zu schen. Auch die
aufgespaltenen Banden bei 1371/1374 cm’' fiir Schwingungen der deprotonierten

Carboxylgruppen sind sehr klein.

b) Absorption von Formyl Substituenten
Abhingig von der Wasserstoffbriicken-Bindung zu benachbarten Aminosduren kann man die
NC=0)CHO Mode des Formyl-Substituenten im Bereich zwischen 1680 bis 1606 cm’!
erwarten.
Basierend auf Resonanz-Raman Daten von Babcock (1988) wurden in elektrochemisch indu-
zierten FT-IR Differenzspektren der aas; Oxidase von P. denitrificans von Hellwig et al.
(1999a) Signale bei 1678 (oxidierte Form) und 1662 cm” (reduzierte Form) zugeordnet.
Ebenfalls im elektrochemisch induzierten FT-IR Experiment wurden Moden bei 1676
(oxidierte Form) und ein Signal bei 1668 cm’! fiir die ba; Oxidase in reduziert-minus-oxidiert
Differenz-Spektren diskutiert [Hellwig et al. 1999b], die auf der Basis von Resonanz-Raman
Spektren der 7. thermophilus bas Oxidase beruhten. Dort konnten Oertling et al. (1994)
dieser Seitengruppe eine Mode bei 1676 cm™ in der oxidierten und bei 1669 cm™ in der
reduzierten Form zuordnen.
Fiir die caaz; Oxidase wurden bei 1664 in der reduzierten und bei 1673 cm’! fiir die oxidierte
Form frither schon Signale an Hidm a3 in Resonanz-Raman Experimenten gemessen
[Gerscher et al. 1998] und, bezugnehmend dazu, wurde ein 1678 (oxidierte Form) und 1669
cm™ (reduzierte Form) Signal in FT-IR Messungen von Hellwig et al. (2002) zugeordnet.
Auf dieser Grundlage konnen hier im Photolyse-Experiment Signale bei 1667/1674
cm’! fiir aas; Oxidase und fiir a3 Oxidase bei 1676/1670 cm’! diskutiert werden, welche
jedoch auch Him-Propionat Moden entsprechen konnten; fiir die caas Oxidase entspricht dies
Absorptionsbanden bei 1664/1669 cm™. Bemerkenswert ist eine Schwingungs-Mode bei
1674 cm™ fiir die aaz Oxidase, welche nur bei pH=6 und 7 sichtbar ist, nicht jedoch bei

pH=8.
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¢) Beitrige vom Porphyrin Ring kénnen unterschiedliche Sub-Moden aufweisen: Aufgrund
von Untersuchungen an Modellsystemen kann die Schwingungsmode von CaCm (vs7) auf
den Bereich von 1586 bis 1655 cm™ eingeschriankt werden [Li et al. 1990]. Park et al. (1996)
ordnet fiir aaz Oxidase von Rinderherz bei CO Blitzphotolyse FT-IR Experimenten Signale
bei 1580/1589 und 1565 cm™ dieser Mode zu. Fiir P. denitrificans aas Oxidase findet
Hellwig et al. (1999a) in elektrochemisch induzierten FT-IR Messungen ein Differenz-Signal
bei 1588 cm™ und fiir die bas Oxidase bei 1610 cm™ [Hellwig et al. 1999b] als moglichen
Kandidaten fiir die vs; Mode. Resonanz-Raman Spektren fiir die caas; Oxidase zeigen ein
Signal bei 1584 cm™! fiir Him a3 [Gerscher et al. 1998].

Fiir alle drei hier untersuchten Oxidasen konnen entsprechende Signale von 1576 bis 1587
cm’' beobachtet werden. Sie sind jedoch ausgeprigter fiir die aas; und bas Oxidase.

Die CbCbh (v35) Schwingungsmode und deren Aufspaltung aufgrund der reduzierten
Symmetrie der Him a Porphyrine (Liganden an Him a gegeniiber Ham b) [Heibel et al.
1993; Hellwig et al. 1999a] kann fiir die v3;g, Komponente zwischen 1529 und 1535 cm’!
[Gerscher et al. 1998] und fiir vss, zwischen 1565 und 1570 cm’! angenommen werden [Li et
al. 1990]. In diesem Fall hier konnen die Moden jedoch nicht klar identifiziert werden:
mehrere iiberlappende Absorptionsbanden sind in dieser Region des Spektrums zu sehen.

Die CaN Moden (vy;) mit zugeordneten Differenz-Signalen von 1319 bis 1389 cm’
[Heibel et al. 1993; Park et al. 1996] sind schwierig zuzuordnen, da die Y COO)™™ von

deprotonierten Him-Propionaten ebenfalls in diesem Bereich absorbieren (siehe oben).

d) Die C,=Cp) Mode des Him a3 Vinyl Substituenten wird in Resonanz-Raman Spektren
bei ca. 1618 cm™ [Oertling et al. 1994] beobachtet und wurde in CO Blitz-Photolyse FT-IR
Messungen an Rinderherz Oxidase bei 1627 cm™ zugeordnet [Park et al. 1996].

Fiir die Oxidasen aus thermophilen Bakterien (Abb. 3-5) sieht man Banden zwischen 1619
und 1632 cm'l, welche von den kleinen Signalen im aas Pendant abweichen. Von Rost
(1999) wird fiir die aa; Oxidase die starke Absorption bei 1610 cm™ dieser Gruppe
zugeordnet. Dennoch ist es fraglich, ob dieser Substituent bei CO Photolyse iiberhaupt

angesprochen wird.

e) Ein klares gemeinsames Merkmal ist das negative Signal um 1237 cm™, zugehorig zur
Ring His-Fe-CO Schwingung, die sich ebenfalls bei Photolyse dndert. Wihrend dies fiir die
caaz und aaz Oxidase ein breites Signal ist, besteht es im Fall der has Oxidase aus mehreren

aufgespaltenen Linien (1237/1235 und 1227 cm™).
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Betrachtet man zusammenfassend die Him-Umgebung der hier untersuchten unterschied-
lichen Oxidasen, so kommt man zu dem Schluf}, daB3 sich besonders fiir den bas Typ Moden
nach der CO Photolyse auffillig stark dndern. Dies verweist auf ein Him, das verglichen mit
dem der aas und caas Oxidase in eine deutlich andere Umgebung eingebettet zu sein scheint.
Einen Hinweis gibt ein moglicher Briickenligand in der has Cytochrom Oxidase: basierend
auf den Daten der Rontgen-Strukturanalyse kann man im binuklearen Zentrum ein Sauer-
stoffatom (02', OH" oder H,O) annehmen [Soulimane et al. 2000], wihrend man in der
Struktur der Oxidase von P. denitrificans zwei Liganden favorisiert [Ostermeier et al. 1997].
Aufgrund dieser Abweichung kann man Unterschiede an der Sauerstoff-Bindungsseite

durchaus erwarten.

Polypeptid-Riickgrat

Aufgrund der CO Photolyse mit dem daraus resultierenden ,,Platzbedarf* des Kohlen-
monoxids sind aufgrund dieser mechanistischen Wechselwirkung auch Beitrige der
Reorganisation des Protein-Riickgrats zu erwarten.
Die Amid I — Mode (1690-1610 ¢m™) wird iiberwiegend durch Verinderung der C=O
Streck-Schwingung des Polypeptid-Riickgrats verursacht, welche schon auf kleine Stérungen
der Sekundir-Struktur-Elemente reagiert, also auch auf Reorganisationen bei CO Photolyse.
In der Umgebung von Hidm a3 zeigt die Kristallstruktur iiberwiegend a-Helices
[Ostermeier et al. 1997; Soulimane et al. 2000]. Aufgrund dessen werden Moden bei 1642,
1664 und 1658,5 cm™ von Rost (1999) a-helikalen Strukturinderungen zugeordnet; einige
kleinere Moden oberhalb 1664 cm™ koénnen eventuell mit Schwingungsmoden von p-
Faltblatt-Strukturen in der Paracoccus Oxidase assoziiert werden, die in diesem
Spektralbereich absorbieren.
Bei D,O Austausch sollten fiir diese Moden Verschiebungen in der Gré8enordnung von 2 —
10 cm™” auftreten (Arrondo et al. 1993). Hellwig et. al (1999b) fiihrt aufgrund
elektrochemisch induzierter FT-IR Messungen fiir die ba; Oxidase Banden bei 1662 und
1656 cm™ auf a-helikale Sekund:ir-Struktur-Elemente und Moden bei 1646 and 1630 cm™
auf (-Faltblitter zuriick. Analog konnen bei den hier vorgestellten Daten Absorptionen bei
1653,8 und 1660,6 cm™' beobachtet werden und Signale im Bereich von 1631,6 bis 1650

cm’! werden vermutlich von B-Faltblittern verursacht (vgl. D,O Daten in Abb. 3.5).
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Im analogen Experiment ordneten Hellwig et al. (2002) fiir die caas Oxidase aufgrund der
starken Verschiebung in D,O ein Signal bei 1660 cm™ einer ungeordneten Struktur zu. Bei
CO Photolyse ist fiir Absorptionsbanden in diesem Bereich keine Verschiebung zu sehen.

Kleinere Auswirkungen sieht man im Bereich von 1696 bis 1674 cm™ und von 1646 bis 1620

cm’', welche B-Faltblatt Sekundirstruktur-Elementen zugeordnet werden konnten.

Auch konnen in diesem Wellenzahlen-Bereich Beitrige der Formylgruppe der Hédme, von

Héam-Propionaten und von Aminosdure-Seitenketten (Arginin) erwartet werden.

Die Amid II — Absorptionsbanden (1575-1480 em™) bestehen aus gekoppelten C-N Streck-
und N-H Biegeschwingungs-Moden. Bei H/D Austausch wird die N-D Kopplung aufgehoben
und eine starke Verschiebung der davon betroffenen Banden sollte beobachtet werden.
Hellwig et. al (1999a) stellt keine oder kaum eine Verschiebung fiir die aas Oxidase fest.
Auch werden Amid II Absorptionsbanden in dieser Region fiir baz [Hellwig et al. 1999b] und
caas Oxidase [Hellwig et al. 2002] ausgeschlossen, da keine Verschiebung bei H/D
Austausch festgestellt wird. Fiir alle hier bei CO Photolyse-Experimenten untersuchten
Oxidasen gibt es keine signifikanten Signale in diesem Bereich. Entweder wird diese Gruppe
bei der CO Photolyse nicht angesprochen oder strukturelle Anderungen sind aufgrund der
tiefen Temperaturen unterbunden.

Aromatische Aminosdure-Seitengruppen, Him C=C Gruppen, antisymmetrische COO'-
Moden von Aspartat- und/oder Glutamat-Resten und Ham-Propionaten, die in der 1748/1736

cm’ Region absorbieren, konnen ebenfalls in diesem Bereich einen Beitrag liefern.
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Abbildung 3-5: IR-Differenz Spektren im Spektralbereich von 1800—1200 cm™ (gestrichelt: entspre-
chendes Enzym in D,0, pD=7,4), gleiche Bedingungen wie in Abbildung 3-4.
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Schwingungen von Aminosiure-Seitenketten

a) Aspartat- und Glutamat- Seitenketten. Die (C=0) Moden von Asparaginsduren und
Glutaminsiuren absorbieren im Bereich oberhalb 1710 cm™. Diese Moden konnen auf
Protonen-Transfer Prozesse zu/von diesen Resten oder Anderungen der lokalen Umgebung
einer schon protonierten Gruppe hinweisen. Fiir das vollreduzierte Paracoccus Enzym wird
hier tiber den ganzen Temperaturbereich kein Signal festgestellt.

Bei FT-IR Blitz-Photolyse Experimenten an der vollreduzierten Rinderherz aas Oxidase ist
ein starkes negatives Differenzsignal bei 1737 cm™ zu sehen [Kitagawa 2000]. Auch die
halbreduzierte P. denitrificans Oxidase zeigt eine Absorptionsabnahme bei 1746 cm™ [Rost
et al. 1999]. Dies ist in Ubereinstimmung mit elektrochemisch induzierten FT-IR Messungen
an P. denitrificans Oxidase von Hellwig et al. (1998), welche bei 1746/1734 cm™ ein
Differenzsignal zeigen. Mit Hilfe von ortsgerichteter Mutagenese konnte dieses Signal der
Aminosdure Glu 278 zugeordnet werden, die bei dieser Oxidase in der Néhe des binuklearen
Zentrums liegt. Das Differenzsignal wurde als ,,Protonen-Schalter* interpretiert.

Es besteht die Moglichkeit, da das dazu analoge Signal in der mitochondrialen
Oxidase eine andere Ursache hat. Dies fiihrte Kitagawa (2000) zu einer allgemeineren
SchluBfolgerung: eine COOH Gruppe von Him-Propionaten, Aspartat- oder Glutamat-
Seitenkette konvertiert in ein COO’, wenn CO vom Him a3 photodissoziiert wird. Ein
moglicher Kandidat konnte Asp 51 (Rinderherz Oxidase Numerierung) sein, welches nur in
der Rinderherz Oxidase konserviert ist. Andererseits wiederum ist diese Aminosdure zu weit
entfernt vom binuklearen Zentrum, weshalb es unwahrscheinlich ist, daB3 diese Seitenkette
bei CO Photolyse iiberhaupt angesprochen wird. Angesichts dessen ist eine prizise
Interpretation problematisch.

Anders bei der ba;z Oxidase aus 7. thermophilus: hier scheint sich entweder der
Protonierungszustand einer Aspartat- oder Glutamat- Seitenkette bei Photolyse zu &dndern,
oder eine strukturelle Umorganisation dieser Seitenkette findet statt: ein negatives Signal bei
1743,5 und eine kleine positive Bande bei 1737,7 cm™ wird beobachtet, dessen Position sich
bei DO Austausch nach 1741,7 respektive 1736,3 cm’ verschiebt. Aufgrund dieser
Anderung konnte dieses Signal zu einer Aminosiuregruppe in einer Art Kanal gehoren, da es
fiir D,O zuginglich ist. Kein entsprechendes Differenzsignal kann sowohl in elektrochemisch
induzierten FT-IR Messungen [Hellwig et al. 1999b] als auch in Photoreduktions-
Experimenten mit Tris-(bipyridin)-Ruthenium-Chlorid (sieche Anhang) beobachtet werden.
Die Sequenzanalyse zeigt, daB ein entsprechendes Glu 278 in dieser Oxidase nicht

konserviert und durch ungeladenes Asparagin und Isoleucin ersetzt ist. Folglich muf3 das
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Signal von einer anderen, in der Nihe vom Reaktionszentrum lokalisierten Asp- oder Glu-
Seitenkette herriihren.

Dieser auffillige Unterschied wird auch fiir Rinderherz Oxidase beobachtet: die vollredu-
zierte, CO gebundene Form zeigt das gleiche Differenz-Signal bei Photolyse, wihrend es bei
Photoreduktion [Heitbrink et al. 2002] oder elektrochemisch induzierten FT-IR Messungen
[Hellwig et al. 1999c] nicht auftaucht.

Ein negatives Signal, das in den anderen Oxidasen fehlt, ist bei 1714 cm™ fiir die caas
Oxidase zu beobachten, welches ebenfalls an der selben Position in elektrochemisch
induzierten FT-IR Differenz-Spektren zu sehen ist [Hellwig et al. 2002]. Aufgrund seiner
Verschiebung nach 1716 cm™ bei H/D Austausch ist die damit verbundene Gruppe fiir das
Losungsmittel zuginglich. Wie in Kapitel 1.1.3.2 erwihnt, ist auch hier das entsprechende

Glu 278 nicht konserviert; deshalb muf dieses Signal einen anderen Ursprung haben.

b) Tyrosin-Seitenketten. An isolierten Tyrosinen konnen Ringschwingungen (v;9(CC)) der
protonierten Form in IR-Experimenten bei 1516 cm™ zugeordnet werden; fiir das ionisierte
Tyrosin bei 1560 und von 1496 bis 1486 cm’ [Venyaminov et al. 1990]. Die Struktur-
auflosung der Oxidase sowohl von P. denitrificans [Ostermeier et al. 1997] als auch von
Rinderherz [Yoshikawa et al. 1998] zeigt ein Tyrosin (Tyr280), das kovalent an ein Histidin
gebunden ist, welches das Cug im binuklearen Zentrum koordiniert (siche Abb. 1.8). Diese
kovalente Verbindung wurde fiir alle hier diskutierten Oxidasen nachgewiesen [Buse et al.
1999]. Es wird angenommen, da} dieses Tyrosin als voriibergehender Elektronenspeicher im
katalytischen Prozess fungiert.

IR-Banden, die einer Tyrosin-Ring C=C Mode zugeordnet werden kdonnen, werden in
allen hier untersuchten Oxidasen im Bereich von 1511 bis 1514 cm™ und von 1558 bis 1564
cm™ beobachtet. Im letzteren Fall muB zusitzlich die Beteiligung anderer Signale (Him-
Schwingungs-Moden) in Betracht gezogen werden und die Tatsache, dal Tyrosine in Losung
ein anderes Absorptionsverhalten zeigen, als kovalent gebundene Tyrosine im Protein. Auch
ist es generell fraglich, ob die CO Dissoziation eine Veridnderung des Redoxpotentials oder
der strukturellen Umgebung dieser Aminosidure induziert.
Im speziellen Fall der caa; Oxidase nimmt man an, daf ein Tyr-Ser-Motiv anstelle der nicht
konservierten Aminosdure Glu 278 eine Rolle beim Protonenpumpen spielt [Pereira et al.
2001]. In reduziert-minus-oxidiert FT-IR Spektren konnten Hellwig et al. (2002) ein Signal
bei 1515 im reduzierten und bei 1498 cm™ im oxidierten Zustand zuordnen. Hier sind die

Absorptionsmoden nicht so deutlich ausgepriigt. Auch die v;7,(CO) und 6(COH) Schwingung
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von Tyrosin-Seitenketten bei 1265/1245 cm™ im protonierten Zustand wurden nur vorliufig
zugeordnet: hier kann die entsprechende Mode mit einem negativen Signal bei 1262,3 cm’
assoziiert werden, welches sich bei D,O Austausch nach 1263,3 cm™ verschiebt.
Nichtsdestoweniger ist diese Korrelation nur vorldaufig in Anbetracht dessen, dafl dieses
Motiv zu weit weg vom Reaktionszentrum ist und/oder keiner redox-aktiven Verdnderung

bei Photolyse unterliegt.

¢) Bei der ba; Oxidase verschwindet interessanterweise bei D,O Austausch eine Mode bei
1625 cm™, withrend bei 1612 cm™ die Intensitit eines Signals zunimmt. Infrarotspektren von
isoliertem Lysin zeigen eine Bande bei 1629 cm™ und 1527 cm™ [Venyaminov et al. 1990].
Jedoch ist hier keine zugehdrige Verschiebung in der Region um 1527 cm™ zu schen.
Deshalb ist ein Beitrag von protoniertem Histidin wahrscheinlicher, dessen Extinktions-

koeffizient in dieser Region hoher ist [Hienerwadel et al. 1997].
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Tabelle 3-4: FT-IR Banden-Positionen (cm”) aus CO Photolyse-Experimenten (schattierte Spalte) im
Vergleich mit elektrochemisch induzierten FT-IR Experimenten (weiffe Spalte).

Hellwig Hellwig Hellwig
P.d. T.th. T.th. mogliche
et. al. et. al. et. al.
aa; ba; caa;s Zuordnung
1999a 1999b 2002
1746 -1744 1744
1734 | +1738 | 1738 --
-1714 | 1714 v(C=0) Asp/Glu
1708 +1710 1708
-1699
-1702 -1703 1708
-1690
v(C=0) Him a; -Propionate
+1697 +1698 | 1698
Amid I (B-Faltblatt)
-1691 1692
+1687 1688 1688 +1686 1684
1684 +1681 1682 Amid I (B-Faltblatt, Schleifen)
-1674,4 v(C=0) Him-Propionat; v(C=0) CHO-Him aj
(nicht bei| 1676 | -1676 1678 1678
as . —
pH 8) V(CN3H5) Arg; v(C=0) Asn/Gln
+1667 -1669 — “Hs
+1670 v(C=0) CHO-Hém a3 (Formyl)
+1663 1662 1661 1668 +1664 1660
; : halilal): as
1658 1659 Amid I (a-helikal); V(CN3Hg)®™ Arg
1656/ Amid I (a-helikal)
+1652 +1653 | 1656 +1651 1650
1644 v(C=0) CHO Hém a;
1646 / Amid I (a-helikal)
-1649 1646 -1646
1636 Amid I (B-Faltblatt)

8(NH,) Asn/Gln; V(CN3H5)sym Arg
-1639 1632 -1640 1626
Amid I (B-Faltblatt)

V(CN3H3)™™ Arg; Lys/His-H
-1632 1630 +1632
Amid I (B-Faltblatt)

v(Cy=Cp) Vinyl Gruppe (Him a;)
Amid I (B-Faltblatt)

1618 -1625

-1625 His*

v19(C=C) Vinyl Gruppe; V37 Him as
1610 1618 | +1619 1610 +1610
v(C=0) CHO Him a;

1590 Ring O Tyr; His

1588 | +1587 +1586 1580 vy7 Hima;
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kD 1580 1578 v(COO")3S Him-Propionat
0 T o | 1510 | w1570 | 1562 v37 Him as; vy, Hima
= —+ 3
+1564 | 1568/ <2 37 38 ¥
1558 1564 i Ring O™ Tyr; v(COO")3S Asp/Glu
+1554 1548/ .. .
+1558 | 1554 | +1550 | 1546 (v3g), Ham a)*; (resp. v37 Ham b)*
-1549 1546
+1545 v3g, Him a3; v(COO™)@ Him-Propionat
1546 1543 v3gx Him a/az*; v(COO")? Ham-Propionat
-1532 1564 . - 1562
kS 1537 v(COO)™ Asp/Glu; v(CC) Ring O™ Tyr
1528 | -1529 1530 v3g,, Him a3; v(COO")™ Him a; Propionat
-1519 1518 -1520 1515 V9 (CC) Tyr-OH; Ring Tyr -OH
+1514 | 1512 | +1511| 1504 | +1512 Ring 0" Tyr
-1478 -1478 -1478
+1469 Vg, V29 Him a
+1466 +1465 28739 3
+1464
V39 Hiam as; 8(CH,)-Ring Ham-Propionat;
-1457 -1456
845 (CHy)
-1444 -1445 -1441 V40 Him a3; BSym (CH3)
+1434 +1435 | 1434 +1435 ‘
v(COO)™™ Asp/Glu
1424 1418 +1424
-1402 v(COO")™™ Hiam a; Propionat
+1395 +1403
+1394 v(H,C=) Vinyl Gruppe
-1374
-1371 1380 | -1374 | 1380 Him a/aa
-1371 V41 Hamaaz
ases | 0| ke +1363 V(COO")” Him-Propionat
1362
1337 1324 1333 dsym (CH,=) Vinyl G
i + wm =) Vinyl Gruppe
1326 sy 2 Y PP
-1307
+1301 -1294 +1307 6(CH=) Vinyl Gruppe
+1297
1280 | -1282 | 1280 | -1281 V(CO™)® Tyr
-1262 1265 V742 (CO) Tyr O
+1251 +1245 +1243 | 1245 V72 (CO) und §(COH) Tyr-OH
-1237 -1236 -1236 Ring His-Fe-CO

" Zuordnungen zu Him a oder Héiim b betreffen nur die elektrochemisch induzierten FT-IR Daten
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3.2 CO Banden: pH-, thermodynamische und kinetische Eigenschaften
3.2.1 CO Banden von Paracoccus denitrificans aaz; Oxidase
3.2.1.1 pH-Abhiingigkeit der CO Moden

In Abbildung 3-6 ist die pH-Abhingigkeit der verschiedenen CO Konformere der aas;
Oxidase von Paracoccus denitrificans bei 140 K dargestellt. Erstmals beschrieben wurde
diese Eigenschaft von Mitchell et al. (1996b) an der aa; Oxidase von R. sphaeroides: ein
sogenanntes o-Konformer mit der C=0 Mode bei 1965,5 / 2063 cm™' wird bei hohem pH
bevorzugt besetzt, wohingegen das p-Konformer mit der C=0O Mode bei 1952,2 / 2042,6 cm’™
bei tiefem pH dominiert. Dies ist offenbar auf eine oder mehrere protonierbare Gruppen in
der Nihe des binuklearen Zentrums zuriickzufiihren, die entweder die Orientierung des CO-

Molekiils bzgl. der Himebene oder die Umgebung selbst leicht d@ndert.

0,002
1975

1983 | 1966 1952

i B
0,000 - L
c : :
R 5 :
=S o
o P
(%] : N
2 sorr 2063 2043 P

13
< -0,002- c=0
y T y T y T T
2100 2050 2000 1950 1900

Wellenzahl / [cm]

Abbildung 3-6: pH-Abhdngigkeit der CO Banden von P. denitrificans aa; Oxidase (140 K): das o-
Konformer wird bei hohem pH, das [-Konformer bei tiefem pH bevorzugt populiert. Die
entsprechenden Anteile der Konformere am Hdm a; gebunden entsprechen denen am Cuy
gebundenen.

Den kleineren Banden bei 2077 cm™ (Cug-Seite) und 1983,2 bzw. 1974,6 cm™ (Hdm a;3-

Seite) ist keine pH-abhingige Systematik zuzuordnen (ihre Population kann vom
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Trocknungsgrad der Probe (vgl. Mitchell et al. 1996a) und eventuell auch von der Menge an
Reduktionsmittel abhéingig sein).

Weder fiir Rinderherz-Oxidase im Bereich von pH 6.8 bis pH 9.2 [Kitagawa 2000], noch fiir
andere, hier untersuchte Oxidasen im Bereich von pH 6 bis pH 8 (siehe folgende Kapitel) ist

solch eine pH-abhingige Population der Konformere zu beobachten.

3.2.1.2 Temperaturabhiingigkeit der CO Banden

Eine interessante Verbindung zu den pH-Abhingigkeiten findet sich in der Temperatur-

abhingigkeit der CO-Bandenpositionen wieder, wie in Abbildung 3-7 dargestellt (siehe auch
Tabelle 3-5).

0,0000 -
[
S
S .0,0005
o
(7]
o]
<
<
-0,0010 4
. : : : : : :
2100 2050 2000 1950 1900

Wellenzahl / [cm™]

Abbildung 3-7: Temperaturabhdngigkeit der CO-Banden: Es sind nur Verdnderungen bzgl. der
Bandenposition zu sehen; die relative Verteilung der Population der Konformere bleibt hingegen
nahezu unverdndert; (alle Spektren wurden mit derselben Probe aufgenommen; H,O; pH=S).

Entsprechend der Nomenklatur nach Mitchell et al. (1996b) und analogen Messungen an der
R. sphaeroides Oxidase [Mitchell et al. 1996a] werden unterschiedliche Konformere
entsprechend ihrer Population bei unterschiedlichen pH-Werten als CO a- und CO B-Form
benannt. Auch hier ist eine Korrelation zwischen diesen Konformeren und der Temperatur-

abhingigkeit ihrer Absorptionsmaxima zu sehen: wihrend das sogenannte CO (f3)-Konfor-
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mer bei ca. 1952 / 2043 cm™' eine beachtliche Temperaturverschiebung zeigt, was auf eine
flexible, bewegliche Umgebung der Bindungsstelle hinweist, bleibt das CO (o)-Konfomer
bei 1965,6 / 2063 cm™ unverindert auf der selben Banden-Position. Dies lift auf eine die

Bewegungsfreiheit des CO stark einschrinkende Umgebung schliefen.

P. denitrificans aa; Oxidase

Temperatur 140 K 268 K
v(C=0) Cup-CO 2077 --
v (C=0) Cup-CO () 2063 2063

v (C=0) Cug-CO (B) | 20426

v (C=0) Him a3-CO 1983,2

v (C=0) Hiim a3-CO 1974,6 1975,2
v (C=0) Hiim a3-CO (c) | 1965,6 1965,6
v (C=0) Hiim a3-CO (B) | 19522 19554

v (*C=0) Him a;-CO (o) | 1921

v(*C=0) Hiim a3-CO (B) | 1907.,5

Tabelle 3-5: Vergleich der verschiedenen CO Schwingungsmoden und ihre Temperaturabhdngigkeit:
fett gedruckt: (o-Konformer); temperaturstabile Bandenposition
kursiv gedruckt: (fS-Konformer); Verschiebung der Bandenposition

Rost (1999) stellt bei Untersuchungen an P. denitrificans sogar eine temperaturabhingige
Population fest, welche offenbar durch falsches Mitteln der Kinetiken herriihrt (wie in Kap.
3.2.1.3 noch dargelegt wird, zeigt das 1955 cm™'—Konformer eine sehr schnelle Riickbindung;
bei Mittelung iiber grofe Zeitintervalle werden diese Anteile relativ zum 1965 cm™ Kon-

former falsch gewichtet und erscheinen dadurch unterbesetzt).
Absorptionsbande(n) des 13CO-Isotops

Aus den Abschitzungen fiir Frequenzverschiebungen, wie sie in Kap. 2.3.2 (Gleichung 2.12)
fiir Isotopen abgeleitet wurden, kann man schlieBen, dal die Banden bei 1921 und 1907,5
cm™ der um ca. 45 cm™ verschobenem *C=0 Isotopen-Population des 1965,6 und 1952,2

cm™' Konformers entsprechen, welches zu ca. 1,1% den Anteil an natiirlichem CO bildet.
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3.2.1.3 Kinetiken der CO Riickbindung bei der P. denitrificans aa; Oxidase

Wie in Kap. 1.2.4 eigefiihrt, kann man fiir die Rekombination des Liganden unterhalb der
Glastemperatur des Losungsmittels ein vereinfachtes Zwei-Zustandsmodell annehmen, das
erst bei hoheren Temperaturen davon abweicht, wenn der Ligand ins Losungsmittel
diffundiert. Die Riickbindung von dort iiber das Kupfer zuriick zum Hidm a3 iiberlagert sich
der direkten (,,geminalen‘) Riickbindung. Fiir tiefe Temperaturen ergeben sich folgende zwei
Zustédnde:

Der Ligand ist entweder an das Hdam a3 gebunden (A-Zustinde), oder er ist am Kupfer-
Zentrum gebunden (B-Zustinde). Beide Zustinde sind durch die Enthalpiebarriere Hga
getrennt. Mit dieser ist die Reaktionsrate kz4 verbunden.

Prinzipiell sollte der zeitliche Verlust in den B-Zustinden gleich dem Zuwachs in A sein.
Man sieht jedoch deutlich, dal die Kinetiken im Falle der aas; Oxidase von Paracoccus
denitrificans davon abweichen, ja sogar die Form der Riickbindung sich mit steigender

Temperatur dndert.

Ligandenbindung unterhalb 240 K

Der Riickbindungsprozef3 wird iiber ein Zwei-Zustandsmodell beschrieben. Die Photolyse
bricht die Bindung zwischen Eisen und Liganden auf und bewegt diesen zur freien Koor-
dination des Cug (B-Zustand). Aufgrund dieser Bindungsstelle ist ein Verlassen des Proteins
fiir den Liganden bei diesen Temperaturen kaum moglich, unterhalb 180 K ausgeschlossen.
Aus diesem B-Zustand bindet der Ligand dann unter Uberwindung einer Energiebarriere

wieder an das Him-Eisen an. Die zeitliche Entwicklung der Population des A-Zustands ist

gegeben durch:
””YT(’):_N ko + =N Ok, Gin. 3.1
oder, da die Rate der Reaktion von A nach B vernachléssigbar ist, als Ndherung
dNTt(t) =-N(t)k,, . mit N()= N(t,) e Gin. 3.2
[Waschipky 2003].
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Aufgrund von Konformationsheterogenititen innerhalb eines Subzustands zeigt die zeitliche
Entwicklung einer A-Bande kein exponentielles Verhalten. Das Riickbinden eines Ensembles
von Proteinen kann deshalb in der Regel nicht mit einer einzelnen Barriere, sondern nur mit

einer Barrierenverteilung beschrieben werden [Johnson et al. 1996] (vgl. Gln. 1.2 und 1.3):

N(t)= J‘g(HBA)'eik(HM).f dH ,, Gin. 1.2

mit der Arrheniusbeziehung:

Gin. 1.3

Hierbei ist g(H) die Verteilungsfunktion der Energiebarrieren. Im allgemeinen ist diese
Verteilungsfunktion temperaturunabhingig, da mit dem Einfrieren der Proteinstrukturen auch
die fiir das Protein charakteristische Riickbindungsenergie festgehalten wird [Waschipky
2003].

Wie man aus den Riickbindungskinetiken fiir beide Him a3 — CO Konformere (1966 und
1953 cm'l) als auch fiir die Dissoziation zuriick vom Cug (2063 cm'l) aus der halb-
logarithmischen Auftragung in Abbildung 3-8 sieht, liegt im Falle der P. denitrificans
Oxidase solch ein heterogenes Ensemble vor. Jedoch zeigt sich in dieser Darstellung fiir die

ersten 30-40% der riickbindenden Population eine gute Annidherung an einen exponentiellen

Zusammenhang.

0,011 ™, —+—1966 cm’' —+—1966 cm”'
5 % S, —o—1953 cm’' 5 —a— 1955 cm”'
= ——2063cm’| S1E-34 fay - 2063 cm’’
3 3
Q Qo
< <
o 1E-34 o
19} 5}
g 2 1E-44
[o) ~ — (o))
e N g
- T T T D\ /D\Er T T T T T

0 1000 2000 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Zeit /[s] Zeit /[s]
a) 180 K b) 230 K

Abbildung 3-8: Riickbindungskinetiken der verschiedenen CO Konformere bei 180 und 230 K.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb auf eine Analyse iiber eine Barrierenhohen-
verteilung verzichtet und in erster Nidherung der Anteil der Kinetiken analysiert, der einer
Riickbindung erster Ordnung entspricht (ohne Beriicksichtigung von Ensemble-Heteroge-

nitdten und Protein-Relaxationen).
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Aus der Ausschnittvergroferung von
ay,,

Abbildung 3-8a) ist ersichtlich, dal} das S A
,,Wiederauftauchen* der CO-Fe- gj %DDD A\‘\A

? ‘ R
Bindung nicht eindeutig mit dem 3.

(O]
Verschwinden der CO-Cug Population 5]

o : : S ;
korreliert ist: die Anfangssteigungen 8 966 cm1 ~_
] ] ] £ —o—1953 cm o _
weichen klar voneinander ab. Die a4 Ny
+——2063cm_ ' . ' ]
Bande bei 2045 cm™ fiir T=140 K ist 0 200 400 600
Zeit / [s]

bei 180 K nicht detektierbar (vgl. Abb. . . )
Abbildung 3-9: Ausschnittvergrofierung von Abb.
3-7). Um eine sehr schnelle Riick- 3-8a): Riickbindung der CO Konformere fiir 180 K

bindung dieses Konformers auszu-

schlieen bzw. einzuschrinken wurde ein ,,hell-liber-dunkel* — Spektrum (mit den gegebenen
experimentellen Moglichkeiten) mit der Photolyse bei 20 Hz Blitzfrequenz gemessen. Da es
auch unter dieser Bedingung nicht auftrat, liegt die Annahme nahe, dal diese Population
entweder die Cug-Seite innerhalb 50 ms verlidf3t, ohne sofort an das Him a3 zuriickzubinden,
oder daB sich das Absorptionsmaximum dieser Population bei hoherer Temperatur verschiebt
und zu einem verbreiterten 2061 cm™ Konformer wird, wie Abbildung 3-7 andeutungsweise
zeigt. So konnte man jene zwei auf der Him Seite auftauchenden Konformere als Uber-
lappung oder Superposition zwischen einem ,.dissoziierenden® 2061 cm'-CO-Anteil und
einer 2045 cm’! Population interpretieren, welche entweder ,,unterwegs vom Cu zum Him®,
oder mit der 2061 cm™ Bande gekoppelt ist. Dies konnte auch eine Erklirung dafiir sein,
warum das Auftauchen der Fe-CO 1953 cm™ um so viel schneller ist: sie ist nicht direkt an
das gemessene Cug-CO Verschwinden gekoppelt.

DaB3 der Mechanismus der Riickbindung unabhéngig von der Temperatur ist, sicht man in
Abbildung 3-10: die Form der CO Riickbindungskinetik zeigt iiber alle Temperaturen keine

wesentliche Abweichung.
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Abbildung 3-10: CO Riickbindungskinetiken fiir das 1965 cm'—Konformer bei verschiedenen
Temperaturen. Die Normierung erfolgte bzgl. des ersten gemessenen Spektrums.

Der Glasiibergang des verwendeten Losungsmittels liegt im Bereich von 180 K. In diesem
Temperaturbereich miissten Veridnderungen der Kinetiken beobachtet werden, da das Protein
nicht mehr eingefroren ist, sondern der Ligand dieses auch verlassen kann.

Ferner kann das Enzym nach der Photolyse relaxieren und einen energetisch giinstigeren
Zustand annehmen. Damit dndert sich aber auch gleichzeitig die Energiebarriere fiir die
Ligandenriickbindung, so daf} hier nicht ldnger von einer temperaturunabhéngigen Barrieren-

hohenverteilung ausgegangen werden kann.

Ligandenbindung oberhalb 240 K

Bei Temperaturen, die oberhalb der Glastemperatur liegen, setzt normalerweise auch der
Losungsmittelprozel ein. Fluktuationen des Proteins lassen zu, daBl der Ligand ins
Losungsmittel entweicht. Dadurch miif3te eine Abweichung in den Riickbindungskinetiken zu
verzeichnen sein, die auf ein 3-Zustandsmodell hindeuten [Steinbach et al. 1991].

Wie aus der doppeltlogarithmischen Darstellung ersichtlich, ergeben sich bei Temperaturen

tiber 240 K deutlich sichtbare Abweichungen in der Form der Kinetik. Dies ist jedoch in
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erster Linie auf die ungeniigende Zeitauflosung des Spektrometers zuriickzufiihren, da die
Riickbindung bei hohen Temperaturen nicht mehr schnell genug gemessen werden kann. Das
macht auch eine Normierung unmdoglich, da man nicht 100% photolysiertes CO messen kann,
sondern die Datenaufnahme erst dann beginnt, wenn schon ein Teil des CO zuriickgebunden
hat. Eine Verdnderung der Energiebarriere kann somit nicht quantifiziert werden. Die
Enthalpie-Barrierenverteilung miite bei hoheren Temperaturen in eine Delta-Funktion
tibergehen, da energetisch eine Wechselwirkung zwischen den verschiedenen Sub-Zustdnden
moglich wird und das gesamte Proteinensemble schnell genug relaxieren kann. In der Kinetik

sieht man infolgedessen nur eine Uberlagerung dieser ,,Eigenschaften®.

Arrhenius-Darstellung

Dem schnellen exponentiellen Prozel zu Anfang der Kinetiken entspricht jener Anteil CO-
Molekiile, deren Energiebarriere fiir die Riickbindung am niedrigsten ist. Sie konnen direkt
vom Kupfer-Zentrum zuriickbinden, ohne von Relaxationen des Proteins selbst beeinflufit zu
werden.

In der logarithmischen Darstellung kann man diesen Anteil separieren und mathematisch
anpassen. Fiir Temperaturen iiber 230 K wird aufgrund der fehlenden Zeitauflosung dieser
exponentielle Anteil sehr klein. Dies sieht man deutlich an der Abweichung der Arrhenius-
Auftragung fiir hohe Temperaturen.

Fiir die Reaktionsrate gilt nach dem Arrheniusgesetz:

H
k=A-e ®
=N 1nk=1nA—i=1nA—£~l Gln 3.3
= RT =~ R T n. 3.
—

Somit entspricht der Achsenabschnitt der Regressionsgeraden dem Logarithmus des
Arrheniusvorfaktors und aus der Steigung 146t sich bei entsprechender Auftragung die

Barrierenhohe berechnen.

71



5 -
= 1965cm’
8 L -1
0 " o 1953 cm
0 B \\.
=3
£
_5 -
T T T T T T
0,003 0,004 0,005 0,006

1T K]

Abbildung 3-11: Arrheniusplot mit Regressionsgeraden fiir die beiden unterschiedlich schnellen CO
Konformere bei 1953 cm™ und 1965 cm™. Die Abweichung fiir hohere Temperaturen wird verursacht
durch die limitierte Zeitauflosung der Messung

Aus der Auftragung in Abbildung 3-11 ergeben sich die in Tabelle 3-6 angegebenen Werte.
Die zwei CO Konformere mit unterschiedlicher Riickbindungsgeschwindigkeit korrelieren
mit unter-schiedlichen Barrierenhohen. Ebenfalls angegeben sind die Werte fiir das
Konformer bei 1975 cm'l, das eher mit einer Unsicherheit behaftet ist, insofern es sich um
eine Schulter der 1965 cm™ Mode handelt und nicht klar separiert werden kann. Ebenfalls
aufgefiihrt in Tabelle 3-6 sind entsprechende Parameter fiir R. sphaeroides und Rinderherz

Oxidase.

Klammert man fiir hohe Temperaturen die auftretenden MeBfehler der Ratenkonstanten in
der Arrhenius-Auftragung aus, so ergeben sich Energiebarrieren, die bis zu 8 kJ/mol hoher
sind. Dies spiegelt den Einfluf der Annahme wider, nicht mit Energiebarrierenhohen-
Verteilungen zu rechnen, sondern nur die schnellsten riickbindenden CO-Populationen zu

beriicksichtigen.
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Oxidase P. denitrificans aaz Oxidase

UC=0) 1953 cm™ 1965 cm™ 1975 cm™

In(A/s™) 159+1,2 18,5+1,2 152+1,2
H (kJ/mol) 30,4+2,1 35,7x2,2 28,8+2,1

Betrachtet man nur Kinetiken bis 240 K (hohe Temperaturen vernachldissigt):

In(A/s™) 20,9+0,9 23.8+1,0 19,1+1,5

H (kJ/mol) 38,514 44,2+1,6 35,6+2,6

Vergleichswerte anderer aa; Oxidasen

40,1% (R sp.)
H (kJ/mol) 38,5% (R. sp.) [Mitchell et al. 1996
[ref.] [Mitchell et al. 1996a]| 40,3 (Rinderherz)
[Fiamingo et al. 1982]

* berechnet mit einem angenommenen Wert von A = 10” s™' aus Rinderherz Oxidase [Fiamingo et al.
1982]

Tabelle 3-6: Arrhenius Parameter fiir CO Ligandenbindung an der Paracoccus denitrificans Oxidase
und deren Vergleich mit anderen Oxidasen.
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3.2.2 CO Banden der ba; Oxidase von Thermus thermophilus

3.2.2.1 pH-Abhiingigkeit der CO Moden

Wie in Kapitel 3.2.1.1 schon erwihnt, ist im hier untersuchten Bereich von pH 6 bis pH 8
keine pH-Abhingigkeit der CO Konformere fiir die thermophilen Oxidase-Typen festzu-
stellen. Ein auffilliges Verhalten wird jedoch bzgl. einer temperaturabhiingigen Verinderung
der Population der zwei Him a3-CO Konformere der has Oxidase beobachtet. Mit sinkender

Temperatur wird die Bande des 1985 cm™ Konformers bevorzugt populiert.

3.2.2.2 Temperaturabhiingigkeit der CO Bandenpopulationen

Die Fe-CO-Konformere der Cytochrom bas Oxidase interkonvertieren sehr schnell (bzgl. der
Zeitskala der FT-IR Messungen). Sie liegen energetisch sehr nahe beieinander, wie die Ver-
dnderung ihrer relativen Populationen zwischen 140 K und 290 K zeigt (Abb. 3-12). Die
Berechnung des thermodynamischen Parameters AH fiir die Interkonversion der zwei Him a3
Konformere ist aufgrund der Temperaturabhingigkeit der Gleichgewichtskonstanten

moglich, da dies den relativen Fldchen der Absorptionsbanden zueinander entspricht.

0,003

0,000

A Absorption

-0,003 ~

. . 1985 | .
2100 2050 2000 1950 1900

Wellenzahl / [cm]

Abbildung 3-12: Infrarot Absorptions-Differenz Spektrum (“hell-iiber-dunkel”) der vollreduzierten,
CO vergifteten ba; Oxidase als Funktion der Temperatur.

74



Die Berechnung fiihrt zu einem Wert fiir AH von 0,4+0,2 kcal/mol (1,7+0,7 kJ/mol) und
liegt damit in der Groenordnung wie der von Einarsdottir et al. (1989) ermittelte Wert von
0,3 kcal/mol, bezogen auf die Konversion der 1983 cm™ — Population in das 1974 cm’
Konformer. Dies bedeutet, da} die Energiebarriere, die im Konformationsraum diese beiden
Konformere voneinander trennt, relativ niedrig ist und eine starke molekulare Wechsel-

wirkung begiinstigt.

Analog zur aas Oxidase von P. denitrificans gibt es auch hier Verschiebungen der Banden-
positionen mit der Temperatur. Diese sind in Tabelle 3-7 aufgefiihrt, konnen aber nicht
entsprechend voriger Nomenklatur ebenfalls als o/ — Konformer bezeichnet werden, da zu

grole Abweichungen gegeniiber den Bandenpositionen aus R. sphaeroides bestehen.

T. thermophilus ba; Oxidase
Temperatur 140K 268K

v(C=0) Cup-CO
v (C=0) Cup-CO ()

C=0)C CcO [') ? , 2052,2
A% up- ! ,

v (C=0) Hiim a3-CO 19846 | 19825

v (C=0) Hiim a3-CO 19755 | 1973,9

v (C=0) Him a3-CO (o)

v (C=0) Hiim a3-CO (B)
v (PC=0) Hiim a3-CO 1939
v (PC=0) Hiim a3-CO 1931

*v(BC=0)

Tabelle 3-7: Vergleich der verschiedenen CO Schwingungsmoden und ihre Temperaturabhdngigkeit:
fett gedruckt: temperatur-unabhiingige Bandenpositionen
kursiv gedruckt: temperaturabhdngiges Konformer

Aus diesen Betrachtungen kann man schlieen, dal die CO Bindung (und ihr Riickbindungs-
Mechanismus (siehe unten)) der aas Oxidasen von R. sphaeroides und P. denitrificans bzgl.

der bas Oxidase sehr unterschiedlich ist: Bei Ersteren bleibt die CO Bandenpopulation
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unbeeinflusst von der Temperatur. Daraus kann man folgern, dal eine mogliche Inter-
konversion durch eine unbekannte (strukturelle oder pH-kontrollierte) Eigenschaft unter-
bunden wird, welche in den thermophilen Systemen fehlt. Auch aus dem Spektral-Bereich, in
dem Him-Propionate absorbieren, kann man aufgrund ausgeprigter Signale auf einen
unterschiedlichen Bindungsmechanismus bzw. Abweichungen an der Bindungsstelle

schlieflen.

3.2.2.3 CO Riickbindungskinetiken an der ba; Oxidase

Die grofiten Abweichungen sieht man in der CO-Riickbindungskinetik dieser thermophilen
Oxidase in Abbildung 3-13a) bei 180 K, bei der sich das Protein im Glasiibergang befindet:
Wihrend CO bei den aas; Oxidasen von P. denitrificans (Kap. 3.2.1.3), R. sphaeroides
[Mitchell et al. 1996a] und Rinderherz [Fiamingo et al. 1982] in endlicher Zeit zuriickbinden,
ist der photolysierte Zustand hier stabil.

AMSMAAAAAAAAAA A A A A A A A AAAAAAAAAAAAA

C [
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= .| 21ES3

g 0,01 i —o— 1975 cm g
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g g —o—1974 cm’”

£ k= ; N
wmjljDDDDDI:ID|:||:|‘D—D—D’DfD—D—D—D—D‘D*D*D7D-D—D—D7D*D*D*D x_ 2052 me . —
0 1000 2000 3000 0 5 10 15

Zeit / [s] Zeit / [s]
a) 180 K b) 268K

Abbildung 3-13: CO Riickbindungskinetiken bei der ba; Oxidase fiir entsprechende Banden-
Positionen bei jeweils angegebenen Temperaturen

Aus Abbildung 3-13b) sieht man, da3 das CO Molekiil bei 268 K vollstindig an das Cup
bindet: kein CO-Anteil verldft das Reaktionszentrum und geht ins Losungsmittel, wie aus der
Aquivalenz der Ratenkonstanten fiir Cu-CO Dissoziation und Fe-CO Rekombination
ersichtlich wird. Fir die ba; Oxidase ist dies bis 310 K der Fall.

Zwei mogliche Griinde sind denkbar:

1) Die Konzentration von an Cug-gebundenem CO ist viel kleiner als das freie CO in der

Losung, so daf} die Cu-CO Bildung thermodynamisch bevorzugt wird, oder:
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2) die Diffusion von CO aus Cu-CO in das Losungsmittel ist viel langsamer als die kinetisch
bevorzugte Bindung zuriick zum Hidm a;3. Ergebnisse von Giuffre et al. (1999) lassen den
SchluB zu, daB das Cug" als effiziente ,,Falle* fiir O, wirkt: aufgrund der physiologischen
Umgebung des thermophilen Bakteriums - die geringe Loslichkeit von Gas bei hoheren
Temperaturen — muf} eine stirkere Sauerstoff-Affinitit den Mangel an ,,Katalyse-Edukten®
ausgleichen. Ein Analogieschluf bzgl. erhohter Affinitéit gegeniiber Liganden im allgemeinen

und CO im besonderen ist evident.

Arrhenius-Darstellung

Fiir verschiedene Temperaturen wurden die Riickbindungskinetiken gemessen und die
Riickbindungsrate k& bestimmt. Dies ist hier einfacher als im Falle der aa; Oxidase aus P.
denitrificans, da — wie aus Abb. 3-13 ersichtlich - die Riickbindung iiber den ganzen
Zeitbereich und fiir alle Temperaturen streng exponentiell erfolgt. Fiir das Protein heifit das,
daB der Ligand vom Kupfer direkt an das Himeisen zuriickbindet und die Energielandschaft
im Konformationsraum des Reaktionszentrum sehr homogen ist. Lediglich eine schnelle
Interkonversion zwischen den zwei Him-CO Konformeren findet statt, charakterisiert durch

deren dquivalente Riickbindungsrate.

5 = 1983, 1973, 2053 cm”

In (k)

'1 O T T T T T T T T
0,0030 0,0035 0,0040 0,0045 0,0050

1T K]

Abbildung 3-14: Arrheniusplot mit Regressionsgeraden fiir die CO Konformere der bas; Oxidase: alle
Konformere zeigen die selbe Reaktionsrate, was auf eine schnelle Interkonversion zwischen den Hdm-
CO Populationen hinweist.
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Aus der Regressionsgeraden in Abbildung 3-14 ergeben sich die in Tabelle 3-8 angegebenen
Werte. Ebenfalls angegeben sind die aus bereits publizierten Experimenten ermittelten Werte,

die in guter Ubereinstimmung mit den hier ermittelten liegen.

Oxidase T. thermophilus ba;
Moden 1984, 1974, 2053 cm’'
In(A/s™) 243+1,0
H (kJ/mol) 56,3+2.2
H (kJ/mol) 62,4 [Einarsdoéttir et al. 1989]
[ref.] 53,2+2,5 [Giuffre et al. 1999]

Tabelle 3-8: Arrhenius-Parameter fiir die CO Riickbindung an die ba; Oxidase.
Vergleich mit friiher publizierten Ergebnissen.
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3.2.3 CO Banden der caas Oxidase von Thermus thermophilus

3.2.3.1 pH-Abhiingigkeit der CO Moden

Wie schon im vorhergehenden Kapitel an der bas Oxidase festgestellt, ist auch im Falle der
caaz Oxidase aus 7. thermophilus keine pH-Abhingigkeit im Bereich von pH 6 bis pH 8
auszumachen. Dies scheint fiir Oxidasen dieses thermophilen Systems eine spezifische

Eigenschaft zu sein.

3.2.3.2 Temperaturabhiingigkeit der CO Bandenpopulation

Auch fiir die caa; Oxidase kann man eine temperaturabhédngige Population der Absorptions-
banden feststellen (Abb. 3-15), wenn auch nicht so ausgeprigt wie bei der baz Oxidase: Die
Population des 1972 cm™ Konformers nimmt mit der Temperatur geringfiigig zu, die des

1957 cm™ Konformers wird weniger dominant.

0,000 4 ------~ T V4 N/ ——

2067 ~2048

A Absorption

~oeneee 280 K
:0,002{——240 K
------ 210 K
---------- 180 k
1—— 140K 1957
2100 2050 2000 1950 1900

Wellenzahl / [cm™]

Abbildung 3-15: Infrarot Differenzspektren (,, hell-iiber-dunkel ) der vollreduzierten, CO vergifteten
caa; Oxidase als Funktion der Temperatur. (alle Spektren wurden mit derselben Probe
aufgenommen,; H,O; pH=S)
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Die Energiebarriere, die iiberwunden werden muf3, um vom 1957 cm™' Konformer in das
1972 cm™ Konformer zu konvertieren, wird wie in Kap. 3.2.2.2 iiber deren relative Banden-
Flachen ermittelt und liegt bei AH = 7,2+4,3 kJ/mol, ist also bedeutend hoher als im Fall der
baz Oxidase; deshalb ist dieser Effekt vermutlich auch nicht so ausgeprigt, wenngleich auch
eine Interkonversion auf schnellen Zeitskalen moglich ist (siehe unten: CO Riickbindungs-
kinetik).

Die Schluf3folgerungen entsprechen denen zur baz Oxidase: Der CO Bindungsmechanismus
ist verschieden von dem der aa; Oxidasen aus R. sphaeroides und P. denitrificans. Die
Verteilung der Konformere hat ein Gleichgewicht bei einer bestimmten Temperatur und
deren Interkonversion wird durch keine strukturellen oder protonierbaren ,,Eigenschaften®

behindert.

Analog zu den anderen hier untersuchten Oxidasen gibt es auch hier Verschiebungen der
Bandenpositionen mit der Temperatur, welche auf eine flexible bzw. starre (temperatur-
unabhéngige) Umgebung der Bindungsstelle schlieBen lassen. Diese sind in Tabelle 3-9
aufgefiihrt und werden entsprechend der Nomenklatur ebenfalls als o/f — Konformer
bezeichnet, soweit diese mit analogen Wellenzahlen der CO Konformere aus R. sphaeroides

ubereinstimmen.

T. thermophilus caa; Oxidase

Temperatur 140K 268K

v(C=0) Cup-CO

v (C=0) Cup-CO () 2066 2068,8

v (C=0) Cup-CO (B) 2048 2058,7

v (C=0) Him a3-CO

v (C=0) Hiim a3-CO 1973 1972

v (C=0) Him a3-CO (o)

v (C=0) Him a3-CO (B) | 1956 1958,2

v (*C=0) Hiim a3-CO 1927,3

v(*C=0) Hiim a3-CO (B) | 1910,6

Tabelle 3-9: Vergleich der verschiedenen CO Schwingungsmoden und ihre Temperaturabhcdngigkeit:
fett gedruckt: temperatur-stabile Konformere
kursiv gedruckt: temperaturabhdngige Konformere
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3.2.3.3 CO Riickbindungskinetiken an der caa; Oxidase

Wie in den bisher untersuchten Fillen, kann man auch hier ein vereinfachtes Zwei-
Zustandsmodell annehmen und auf langen Zeitskalen den Losungsmittelprozess (auch bei
Temperaturen oberhalb 180 K) aufler Acht lassen.

Vergleicht man das Binden des Liganden auf der Him as-Seite und das Dissoziieren von der

Cug-Seite, so stellt man eine direkte Riickbindung fest, die mogliche Zwischenzustinde

ausschlief3t.
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Abbildung 3-16: CO Riickbindungskinetiken an die caa; Oxidase.

Abbildung 3-16a) zeigt, daB im Gegensatz zur ba; Oxidase die Riickbindung bei der
Glastemperatur von ca. 180 K in endlicher Zeit ablduft. Die caas Oxidase dhnelt darin der aa;
Oxidase von P. denitrificans. Eine weitere Ubereinstimmung ist bei 268 K zu sehen, bei der
fiir beide Enyme 97 % der Riickbindung des Liganden innerhalb der ersten zwei Sekunden
erfolgen. Aus der unterschiedlichen Form der Kurven ist ein unterschiedlicher Mechanismus
anzunehmen. Fiir tiefere Temperaturen sind diese Abweichungen stérker.

Fir die ,ersten 90% ist ein exponentielles Verhalten sichtbar, das erst auf lidngeren
Zeitskalen davon abweicht. Entweder bindet hier der Ligand aus dem Losungsmittel zuriick,
oder interne Protein Ubergangs-Zustinde und/oder konformelle Reorganisationen finden
statt. Eine schwach ausgeprigte Heterogenitidt des Protein-Ensembles konnte ebenfalls eine
Ursache fiir die Abweichung von einer Reaktion 1. Ordnung sein.

Durch die dquivalenten Riickbindungsraten der verschiedenen Konformere jeweils
von basz und caas Oxidase kann auf eine schnelle Interkonversion bzgl. der Zeitskala der FT-
IR-Messung geschlossen werden, die sich in einer konstanten Relation der Population der
Konformere duBlert [Einarsdéttir et al. 1989]. Im Gegensatz dazu wird kein Austausch der

aas3-CO Konformere beobachtet. Diese sind iiber den ganzen hier untersuchten Temperatur-
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bereich (140-293 K) streng voneinander getrennt und jeder von ihnen zeigt seine spezifischen

Aktivierungs-Parameter.

Arrhenius-Darstellung

Da alle CO Moden dieselbe Riickbindungsgeschwindigkeit zeigen, konnen sie im Arrhenius-
Plot zusammengefal3t werden. Zur Analyse und Bestimmung der thermodynamischen
Parameter wurde das exponentielle Verhalten ausgewertet und die iibrigen, sich {iber-

lappenden Prozesse fiir “lange Zeiten” vernachlissigt.

3] ,1958, 1972,
¥ 2058, 2068 cm”’

0 .
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Abbildung 3-17: Arrheniusplot fiir CO Riickbindung an die caa; Oxidase. Alle aufiretenden CO-
Konformere, sowohl von der Hdm as-Seite als auch von der Cug-Seite, zeigen die jeweils fiir eine
Temperatur spezifische Reaktionsrate k und konnen deshalb zusammengefasst werden.

Aus dem Arrheniusplot ergeben sich durch Anpassung mit einer Regressionsgeraden die in
Tabelle 3-10 zusammengestellten Parameter. Im Moment sind noch keine aus der Literatur

verdffentlichten Vergleichswerte verfiigbar.

Oxidase T. thermophilus caa;
Moden 1958, 1972, 2058, 2068 cm’'
In(A/s™) 18,8+1,7

H (kJ/mol) 38,9+3,2

Tabelle 3-10: Arrhenius-Parameter fiir CO Ligandenbindung. (Bisher liegen noch keine
Literaturwerte vor)
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3.2.4 Vergleichende Betrachtung der verschiedenen Oxidasen und Resiimee

Abgesehen von strukturellen Ahnlichkeiten und funktioneller Ubereinstimmung, wie z. B.
beziiglich der Eigenschaft des Protonenpumpens, zeigten die hier untersuchten Cytochrom c
Oxidasen von Thermus thermophilus und Paracoccus denitrificans sowohl Unterschiede im
Reaktionszentrum als auch Abweichungen, die die dynamischen Aspekte des Liganden
betrafen.

Da bei der Photolyse des Liganden nur Strukturen in unmittelbarer Umgebung des Reaktions-
zentrums angesprochen werden, konnten so Informationen iiber das Him a3 und die Umge-
bung, in die es eingebettet ist, erhalten werden. Weitere strukturelle Korrelationen, die die
Umgebung des Reaktions-Zentrums betreffen, konnten bestimmt werden. Der Vergleich mit
elektrochemisch induzierten FT-IR Messungen und verdffentlichten Daten aus der Resonanz-
Raman Spektroskopie erlaubte Zuordnungen zu (de-)protonierten Amino-Sduren wie
Aspartat- oder Glutamat- Seitenketten, Him a3 und dessen Propionatgruppen sowie des
Polypeptid-Riickgrats. Die Auswirkungen des Protonierungsgrades auf das Reaktionszentrum
und somit auf den Liganden, Temperaturabhingigkeiten der verschiedenen CO
Schwingungsbanden, und die Riickbindungseigenschaften des Liganden nach der Photolyse
wurden miteinander verglichen.

Bei Temperaturen oberhalb von 180 K konnten thermodynamische Grolen wie Enthalpie-
Barrieren und Arrhenius-Vorfaktoren bestimmt werden. Aus dem Verlauf der Riickbindungs-

kinetik lieBen sich Riickschliisse auf die Konformations-Heterogenitét ziehen.

Vergleich von CO Moden und Banden im Protein-Bereich

Fiir die untersuchte bas und caas; Cytochrom ¢ Oxidase aus 7. thermophilus zeigte sich, daf3
eine Anderung des externen pH-Wertes keine Auswirkung auf die Protonierung von
Aminosduren in der Nihe des binuklearen Zentrums hatte, ganz im Gegensatz zu den aas
Oxidasen aus P. denitrificans oder R. sphaeroides (letztere hier nicht untersucht). Dort
dnderten sich die relativen Populationen von verschiedenen Liganden-Konformationen, was
den EinfluB} einer protonierbaren Gruppe nahelegt. Titrationen an R. sphaeroides zeigten
anhand einer Henderson-Hasselbalch Analyse (siehe Abb. 3-18), daBl es sich sogar um
mehrere protonierbare Gruppen handeln muf, die miteinander wechselwirken [Mitchell et al.

1996b].
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Abbildung 3-18: a) Einfaches (Henderson-Hasselbalch) Modell fiir die Protonenaufnahme einer
protonierbaren Gruppe infolge einer pK-Verschiebung (pK 7 — pK* 9). Die pH-abhdngige Protonen-

aufnahme der Gruppe wird durch die Kurve beschrieben, welche die schraffierte Fldche begrenzt
[Abb. aus Hienerwadel 1993].

b) Die Angleichung der Mefidaten des CO-a-Konformers aus R. sphaeroides an das Modell fiir nur
eine protonierbare Gruppe ist unzureichend [Mitchell et al. 1996b]. Dargestellt sind hier Daten fiir
Wildtyp und diverse Mutanten.

Bei verschiedenen Temperaturen blieb das Verhiltnis der Konformer-Populationen der aas
Cytochrom ¢ Oxidase von P. denitrificans konstant. Frithere Messungen an R. sphaeroides
fithrten zu einem gleichen Resultat [Mitchell et al. 1996a]. Offenbar 146t eine Energiebarriere
keine Wechselwirkung zwischen diesen moglichen (strukturellen) Zustidnden zu.

Bei Oxidasen des thermophilen Systems dnderte sich die Population der vorkommenden CO
Konformere iiber den hier untersuchten Temperaturbereich. Es scheint, dal das Enzym
(sowohl im bajs als auch im caa; Oxidase System) eine Gleichverteilung der Besetzungs-
zustdnde der Konformere bei hoheren Temperaturen anstrebt. Bei tieferen Temperaturen

(<300K) wird ein ungleiches Besetzungsverhiltnis thermodynamisch bevorzugt.

Kinetik

Die Riickbindungskinetiken der Oxidasen aus Thermus thermophilus zeigten in beiden Fillen
ein Arrhenius-Verhalten mit einer Riickbindung erster Ordnung. Alle Konformere banden bei
definierter Temperatur mit gleicher Geschwindigkeit zuriick. Dieses Verhalten galt bei allen
Temperaturen. Eine mogliche Ursache ist ein schneller Konformationsaustausch zwischen
den vorkommenden Populationen, der das Enzym (thermodynamisch) zwingt, ein bestimmtes
Verhiltnis dieser Anteile aufrechtzuerhalten, bzw. verhindert, dall diese zwei Populationen
getrennt voneinander ,,agieren‘.

Im Konformationsraum des Reaktionszentrums kann dies durch zwei Zustinde veran-
schaulicht werden, die durch eine niedrige Potentialschwelle voneinander getrennt sind und

einen Austausch erlauben. Die mono-exponentielle Riickbindung weist ferner auf zwei
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globale Minima dieser Konformations-Subzustinde hin, die ein sehr homogen verteiltes
Protein-Ensemble reprédsentieren und die stark miteinander interagieren, da das Riick-
bindungsverhalten der gesamten photolysierten Liganden iiber den gemessenen Zeitbereich

dquivalent war (siehe Abb. 3-19).
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w £ Riickbindung
(1. Ordnung)
AH
einheitliche
Barrierenhéhen
Ham a, - CO
Konformations-Subzustand Zeit

Abbildung 3-19: schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen Energiebarrieren-
hohen/Konformations-Zustdnden und Riickbindung/Zeit fiir thermophile Oxidasen.

Die nicht-exponentielle Riickbindungskinetik fiir die aas; Oxidase von Paracoccus
denitrificans komplizierte die Interpretation des Riickbindungsprozesses, wie es bereits vom
Myoglobin und seinen Ubergangs-Zustinden bekannt ist [Frauenfelder et al. 1989]. Mogliche
Erklarungen dafiir sind die Liganden-Riickbindung in einen nicht relaxierten
Konformationsraum des Proteins bzw. die Betrachtung eines Protein-Ensembles, welches

inhomogen verteilt ist [Nienhaus et al. 1994].
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Abbildung 3-20: schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen Energiebarrieren-

hohen/Konformations-Zustdnden und Riickbindung/Zeit fiir ,, kanonische ©“ Oxidasen.
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Auffallend war ferner, dafl alle vorkommenden CO-Konformere unterschiedlich schnell
zuriickbanden. Hier war keine Interkonversion festzustellen und qualitativ blieb dieses
Verhalten iiber den gesamten Temperaturbereich erhalten.

Diese Ergebnisse deuten auf eine ,,rauhe Energieoberflache® im Konformationsraum hin, der
durch eine hohe Potentialbarriere die Konformere getrennt hilt (vgl. Abb. 3-20). Diese
besetzen jedoch nur ,lokale Minima“ im Konformationsraum, dessen Rauhigkeit eine
energetische Verteilung (und damit eine Verteilung der Reaktionsraten) innerhalb des

jeweiligen Konformers zulaBt.

Die thermodynamischen Parameter fiir aaz, basz und caas; Cytochrom ¢ Oxidasen sind sehr
verschieden voneinander und hédngen eventuell mit ihren jeweiligen ,,Wachstums-
bedingungen* zusammen. Die Energiebarrieren der thermophilen Systeme mit 38,9 kJ/mol
(caas) und 56,3 kJ/mol (bas) sind wesentlich hoher als diejenige fiir P. denitrificans mit ~30-
36 kJ/mol, welches bei niedrigeren Temperaturen ,,arbeitet. Dies kann auch eine stirkere

Bindung an Cup widerspiegeln.

Resiimee

Die temperaturunabhiingige Verteilung der CO-Konformere in Zusammenhang mit den
unterschiedlichen Riickbindungs-Raten der vorkommenden CO-Konformere in der P.
denitrificans Oxidase verweist auf strukturelle Eigenschaften in der Nédhe des binuklearen
Zentrums, die den Populationsaustausch unterbinden. Eine pH-Abhéngigkeit dieser Oxidase
deutet ferner auf eine oder mehrere protonierbare Gruppen hin, welche die unterschiedlichen
Konformere in einer definierten Position innerhalb des binuklearen Zentrums fixieren. So
konnten beispielsweise verschobene Ladungen oder strukturelle Verdnderungen der
Umgebung die Bindung des Liganden beeinflussen. Diese strukturell involvierten oder (de-)
protonierbaren Aminosduren scheint es in der entsprechenden thermophilen ba; und caas

Oxidase nicht zu geben.

Die ungewohnlichen Eigenschaften der baz Oxidase von 7. thermophilus konnten eine
phylogenetisch bedingte urspriingliche Adaption des Organismus an extreme Umwelt-
bedingungen wie hohe Temperaturen und niedrige Sauerstoff-Konzentrationen
widerspiegeln, die sich heute als weiterfilhrende Evolution von Energie-Erhaltenden

Mechanismen darstellt [Kannt et al. 1998].
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3.3 Messungen an Mutanten der Cytochrom ¢ Oxidase von Paracoccus denitrificans und

BC-isotopenmarkierten Him-Propionaten

Wie die Rontgenstrukturanalyse der Cytochrom ¢ Oxidase von Paracoccus denitrificans
zeigte [Iwata et al. 1995; Ostermeier et al. 1997], liegen die vier Hdm-Propionate in
Untereinheit I im Wasserstoff-Briickenbindungs-Abstand zu den Aminosiuren-Seitenketten
von W87, W164, D399, H403, Y406, R473 und R474 und zu drei Wassermolekiilen (siche
Abbildung 3-21). In Tabelle 3-11 sind die Donor-Akzeptor-Abstinde der moglichen

Wasserstoffbriicken zu den Him a3 — Propionaten angegeben.

Abbildug 3-21: Die vier Hdm-Propionate und deren mogliche Wasserstoffbriickenbindungen zu den
sie umgebenden Aminosduren-Resten und (drei) Wassermolekiilen [Behr et al. 2000].

Um in CO Photolyseexperimenten Absorptionsbanden eindeutig diesen Gruppen zuordnen zu
konnen, wurden verschiedene Strategien angewandt: in bakteriellen Systemen bieten die
ortsgerichtete Mutagenese und die Isotopenmarkierung die Methoden der Wahl, um
Anderungen im Differenzspektrum diesbeziiglich zu analysieren und zuzuordnen.

Bei Ersatz einer Aminosiureseitenkette verschwinden deren Beitrige im Spektrum

und konnen deshalb auf diese Gruppe zuriickgefiihrt werden. Jedoch tritt dabei die
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Problematik auf, da3 a) die eingefiihrte Aminosdure wiederum zu Absorptionsbanden fiihrt
und daB b) aufgrund der Wechselwirkung mit der Umgebung grofere strukturelle
Anderungen auftreten konnen, so daB sich nicht nur Beitrige dieser Aminosiure im FT-IR
Spektrum ausmachen lassen, sondern zusitzliche Absorptionsbanden auftreten, deren
Ursache in Konformationsinderungen oder bei geladenen Aminosdureresten sogar in
elektrostatischen Veridnderungen des Proteins zu suchen sind”.

Die Isotopenmarkierung verdndert hingegen die biochemischen Eigenschaften des Enzyms
bzw. die Umgebung einer Aminosiure nicht; je nach Wellenzahl und Isotop fiihrt die Markie-
rung zu einer Verschiebung der jeweiligen Banden, da sich die reduzierte Masse p der
beteiligten Atome und damit die Schwingungsfrequenz v dndert (Kap. 2.3.2, GIn. 2.11 &
2.12).

Da man in guter Ndherung davon ausgehen kann, da} bei diesem Experiment nur Him a3
angesprochen wird, wurden nur Messungen an Mutanten vorgenommen, die mit diesem Him
in Zusammenhang stehen. Das Enzym mit isotopenmarkierten Ham-Propionaten sowie die
Mutanten R473K und H403A wurden von J. Behr, Arbeitskreis Hartmut Michel, Max-
Planck-Institut fiir Biophysik, zur Verfiigung gestellt. Die Mutationen an D399 stammen von
Dr. Ute Pfitzner, Arbeitskreis Bernd Ludwig, Institut fiir Biochemie, Universitit
Frankfurt/Main.

Ham-Propionat von Him a3 | Aminosidure-Rest / Wasser-Molekiil Abstand (A)

Ring A (O1) D399 (051) 3.1

D399 (052) 2,7

H403 (No1) 2,89

Ring A (02) H,O 3,09

H,0 2,65

Ring D (O1) W164 (Nel) 3,04

R473 (NH2) 2,91

Ring D (02) R473 (NH1) 3,09

H,O 3,09

Tabelle 3-11: Abstinde der moglichen Wasserstoffbriicken-Bindung zwischen Hdm a; - Propionaten
und umgebende Gruppen (Tabelle aus [Behr et al.2000]).

" siehe auch Glossar: ortsgerichtete Mutation
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Um die Ham-Propionate im IR-Spektrum zuzuordnen, wurden CO-Blitzphotolyse-Experi-
mente (bei 140K, pH=7) an Paracoccus denitrificans Cytochrom ¢ Oxidase mit isotopen-
markierten Propionaten sowie Mutationen von R473, H403 und D399 durchgefiihrt. Die

erhaltenen Differenzspektren wurden mit denen des Wildtyps verglichen.

3.3.1 Vergleich der Differenzspektren nach CO Photolyse an der vollreduzierten

Cytochrom c Oxidase vom ,, Wildtyp* und dem 1:’C-isotopenmarkierten Enzym

Wie in Kap. 2.3.2 dargelegt, ergibt sich bei Verdnderung einer Masse eines schwingenden
Systems eine Frequenzverschiebung fiir die entsprechende Absorptionsbande: eine Erhéhung
der reduzierten Masse fiihrt zu einer Verringerung der Schwingungsfrequenz. Diese Eigen-
schaft wurde dazu benutzt, um iiber eine Anderung des Absorptionsverhaltens der Be-
isotopenmarkierten Himpropionate auf eine Bandenzuordnung im IR-Spektrum des Wildtyp-
Enyms zuriickzuschlieen.

Die Hidmpropionate sind mogliche Kandidaten, um bei Reduktion des binuklearen Zentrums
protoniert zu werden bzw. Protonen zu iibertragen und sind damit unter Umstidnden wichtige
Elemente des Protonenwegs. In elektrochemisch induzierten FT-IR Differenzspektren mit
Be- isotopenmarkierten Paracoccus-Enzym konnte schon gezeigt werden, dal mindestens

zwel der vier Propionat-Reste redox-abhingige Verdnderungen zeigen [Behr et al. 1998].

Die Differenzspektren nach CO Photolyse des vollreduzierten Enzyms bei 140K und pH=7
sind in Abbildung 3-22a) fiir die ,unmarkierte* (,,Wildtyp*) und fiir die BC-markierte
Cytochrom ¢ Oxidase dargestellt. In Abbildung 3-22b) ist das Doppeldifferenzspektrum (WT
minus “C-markiertes Enzym) fiir ausgewihlte Bereiche gezeigt, in denen mit
Verschiebungen von Absorptionsbanden durch Isotopenmodifikation der Him-Propionate zu
rechnen ist. Wie bereits erwihnt, ist bei diesem Experiment aufgrund der CO-Bindung

tiberwiegend mit Verdnderungen der Ham as-korrelierten (zwei) Him-Propionate zu rechnen.
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Abbildung 3-22a): FT-IR Differenzspektrum der “C markierten und der Wildtyp-Oxidase von
Paracoccus denitrificans bei Photolyse von CO, pH=7, T=140K.
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Abbildung 3-22b): Doppeldifferenzspektren (WT minus >C-markiertes Enzym) von a).

Fiir einen Austausch von “COO" zu "COO lapt sich im spektralen Bereich der v, eine Ver-
schiebung der Signale um 34-40 cm’' zu niedrigeren Wellenzahlen berechnen; es sind
verschiedene Uberlagerungen moglich und mit gestrichelten Pfeilen angedeutet. So kénnten sich
Absorptionsbanden von 1577 nach 1544 em? (Av=33 cm"), von 1561 nach 1521 em™ (Av=40
cm™) und von 1544 nach 1506 cm™ (Av=38 cm™) verschieben.

Im spektralen Bereich der v, betragen die Verschiebungen ca. 25 respektive 22 cm’. Theoretisch
ergibt sich ein Wert von Av=31 cm’. Hierbei sind jedoch Wechselwirkungen mit der Umgebung
nicht beriicksichtig, die aber innerhalb eines Enzymkomplexes nicht vernachlcissigbar sind.
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Die Differenzbildung in Abb. 3-22b) (und fiir alle folgenden Doppeldifferenzspektren (3-23b,
3-24b)) erfolgte nach Normierung auf die Absorptionsbanden bei 1610 und 1687 cm™. Im
Fall der symmetrischen COO™ - Schwingung (Absorption im Bereich von 1420 — 1310 cm™)
ist eine deutliche Verkleinerung der Signale bei 1408 und 1371 cm™ zu sehen, die im
Doppeldifferenzspektrum mit einer Zunahme der Moden bei 1434 und 1394 cm™ korrelieren.
Die beobachteten Verschiebungen aufgrund des schwereren Isotops liegen bei 25 respektive
22 cm™ (aus Gln. 2.12 ergibt sich theoretisch ein Wert von Av~31 cm™'. Hierbei sind jedoch
Wechselwirkungen mit der Umgebung nicht beriicksichtig, die aber innerhalb eines
Enzymkomplexes nicht vernachldssigbar sind).

Fiir den Bereich der antisymmetrischen Schwingung deprotonierter Propionate sind im
Bereich 1610 bis 1530 cm™ ebenfalls Verinderungen sichtbar. Diese korrelieren jedoch nicht
mit den Verschiebungen der zwei symmetrischen Schwingungen. Moglicherweise ver-
schieben sich hier mehrere Linien ineinander und konnen so nicht separat zugeordnet
werden. Da sich fiir einen Austausch von *COO™ zu *COO’ in diesem spektralen Bereich
eine Verschiebung der Signale um 34-40 cm™ zu niedrigeren Wellenzahlen berechnen Lift
[Herzberg 1962], sind in Abb. 3-22b) verschiedene Kombinationen moglich und mit

gestrichelten Pfeilen angedeutet.

Absorptionsbanden fiir die protonierte Form der Himpropionate (C=0O — Mode der COOH
Schwingung) zwischen 1710 und 1693 cm™ konnten nicht niher analysiert werden. Die
Schwankungen der Basislinie waren im Bereich der Wasserbande zu stark und iiberlagerten
eventuell vorkommende schwache Moden der Himpropionate (Im reduzierten Zustand
miilten alle Hampropionate protoniert sein und diirften diesen Redox-Zustand bei CO

Photolyse auch nicht dndern).
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3.3.2 Vergleich der Differenzspektren nach CO Photolyse an der vollreduzierten
Cytochrom c Oxidase vom ,,Wildtyp* und der Mutante Arg473Lys (R473K)"

Aufgrund von Gen-Sequenz-Vergleichen stellte man fest, da3 Arginin 473 (und 474) inner-
halb der Familie der Him/Kupfer-Oxidasen hoch konserviert ist. Eine mogliche Beteiligung
am Elektronentransport vom Cu, zum Hdm a wird noch diskutiert. Die Mutation von Arginin
zu Lysin an dieser Gruppe (Arg473Lys) zeigte jedoch weder einen Einfluf} auf die Oxidase-
Aktivitdt noch auf das Pumpen von Protonen [Behr et al. 2000]. Vermutlich kann eine

Ausbildung der Wasserstoff-Briicke auch durch den Lysinrest erfolgen.

In Abbildung 3-23a) ist das FT-IR Differenzspektrum nach CO Photolyse bei 140K der
R473K Mutante im Vergleich mit dem Spektrum des Wildtyp-Enzyms dargestellt. Mehrere
Bereiche, in denen Hampropionate absorbieren, weisen deutliche Verdnderungen auf: Signale
bei 1553, 1545 und 1515 cm™ zeigen eine Abnahme der Intensitit. Da Arginine bei ca. 1673
und 1633 c¢cm™ und Lysinseitenketten bei 1629 und 1526 cm’! absorbieren, kann die
Substitution des Argininrestes nicht die Ursache fiir die spektralen Veridnderungen sein. Eine
starke molekulare Wechselwirkung des Lysins mit dem Himpropionat konnte eine mogliche
Interpretation sein. In elektrochemisch induzierten FT-IR Differenzspektren wurde analoges
Verhalten beobachtet [Behr et al. 2000]. Die Zuordnung erfolgte hier entsprechend zu einem
Ring D Propionat von Him a;.

Im Doppeldifferenzspektrum (Abb.3-23b) sind Verschiebungen fiir die antisymmetrische
Streck-Schwingung der COO’-Gruppe analog zum BC-markierten Enzym vorhanden, die
eher auf eine Veridnderung des Himpropionats hindeuten. Eine Storung der Struktur in der
Umgebung ist angesichts der enzymatischen Aktivitit unwahrscheinlich.

Symmetrische Schwingungen der COO™-Gruppe absorbieren im spektralen Bereich von 1420
bis 1300 cm™; dort sind ebenfalls Anderungen auszumachen: Eine Absorptionsbande bei
1383 cm™ (WT) verschiebt sich nach 1378 cm’' und nimmt an Intensitit zu, wihrend sich
eine Bande von 1364 nach 1363 cm™ und von 1371 nach 1370 cm™ verschiebt. Im
Doppeldifferenzspektrum taucht dies als steile Absorptionsbanden-Kante auf (1366/1373
cm” und 1377/1383 cm™). Es sei hier hervorgehoben, daB im Gegensatz zur oben (Kap.
3.3.1) besprochenen *C-isotopenmarkierten Variante, bei der die Doppel-Differenzsignale an
dhnlicher Stelle zu finden sind, dort die Banden nicht aufgrund einer Verschiebung entstehen,

sondern einer tatsichlichen Populations-Anderung entsprechen!

* siche auch Glossar: Mutanten
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Abbildung 3-23a): FT-IR Differenzspektrum der R473K Mutante und der Wildtyp-Oxidase von
Paracoccus denitrificans bei Photolyse von CO, pH=7, T=140K.
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Abbildung 3-23b): Doppeldifferenzspektren (WT minus R473K Mutante) von a). Dargestellt sind
ausgewdbhlte Bereiche der deprotonierten Hdam-Propionat-Schwingungen.
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3.3.3 Vergleich der Differenzspektren nach CQO Photolyse an der vollreduzierten
Cytochrom c Oxidase vom ,,Wildtyp* und der Mutante His403Ala (H403A)"

Eine Substitution von Histidin 403 durch ein Alanin zeigte bei Aktivitdts-Messungen an der
Cytochrom ¢ Oxidase eine enzymatische Aktivitit von 59 %, aber eine unveridnderte
Effizienz des Protonenpumpens. His 403 scheint also fiir den Mechanismus des Protonen-
transfers nicht essentiell zu sein [Behr et al. 2000].
Das FT-IR Differenzspektrum nach CO Photolyse bei 140K ist fiir das Wildtyp-Enzym und
die H403A Mutante aus Paracoccus denitrificans in Abbildung 3-24a) dargestellt.
Verinderun-gen der Signale bei 1532 cm™ und 1515 cm™ (WT) sind ersichtlich und werden
im Doppeldifferenzspektrum verdeutlicht (Abb. 3-24b). Fiir Himpropionat-Moden sind diese
Absorptionen jedoch zu niederfrequent: Vielmehr deuten diese Banden auf Verdnderungen
der Him-Moden selbst hin. Eine Verschiebung der Bande bei 1522 cm™ um 7 cm™ konnte
zusitzlich auf eine starke strukturelle Storung der gesamten Umgebung des Hams hindeuten.
Ebenfalls groe Unterschiede sind fiir den Bereich der symmetrischen COO -Streck-
Schwingung zu sehen: Hier konnte ein Verschiebung der Bande bei 1408 cm™ nach 1395
cm™” (um 13 cm™) auf eine gestorte, vielleicht aufgebrochene Wasserstoffbriickenbindung
hinweisen, ebenso das Auftauchen von zwei Doppeldifferenz-Banden bei 1372 und 1365
cm™, die aufgrund der “Form einer Ableitung einer Absorptionsbande” von der Verschiebung

einer Mode bei 1369 cm™ um 3-4 cm™ herriihren konnten.

* siche auch Glossar: Mutanten
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Abbildung 3-24a): FT-IR Differenzspektrum nach CO Photolyse bei 140K, pH=7. Vergleich von

Wildtyp mit der His403Ala Mutante
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Abbildung 3-24b): Doppeldifferenzspektrum von den in a) dargestellten Spektren.

1320

herriihren konnten.

Vis: Verdnderungen bei 1529 und 1515 cm™ deuten hier auf Storungen der Hiim-Moden selbst hin.
Die Interpretation einer Verschiebung einer Absorptionsbande bei 1522 cm um 7 cm™ kinnte
zusdtzlich auf eine strukturelle Storung der gesamten Umgebung des Hdms hindeuten.

v,- Die Verschiebung der Bande bei 1408 cm™ nach 1395 c¢cm™ um 13 cm’' weist auf eine
aufgebrochene Wasserstoffbriickenbindung hin, ebenso zwei Doppeldifferenz-Banden bei 1372 und
1365 cm’, die aufgrund ihrer Form von der Verschiebung einer Mode bei 1369 cm™ um 3-4 cm’
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3.3.4 Mutanten an der Aminosiure Aspartat 399"
FT-IR Differenzspektren nach CO Photolyse

Die Aminosduren Aspartat und Glutamat sind in isolierter Form bei pH=7 negativ geladen.
Innerhalb von Proteinen konnen sie als Zwischenakzeptoren fiir Protonen dienen und
besetzen auch im Falle der Cytochrom ¢ Oxidase von Paracoccus denitrificans
Schliisselpositionen im Protonen-Kanal (vgl. Kap. 1.1.3.1). Die Aminosdure Asp 399 (P.
denitrificans Numerierung) befindet sich sowohl im Wasserstoff-Bindungsabstand zum Ring
A Propionat von Hdam a3, als auch in unmittelbarer Nihe zu den Cug Liganden His 325 sowie
His 326 und an der Schnittstelle von Untereinheit I und II. Aufgrund dessen nimmt man an,
dal diese Aminosdure Teil des Ausgangs vom vermuteten Protonenkanal ist [Iwata et al.
1995]. Uber ortsgerichtete Mutagenese untersuchte man bereits die Relevanz dieser
Aminosdure fiir die katalytische Aktivitit bzw. das Protonenpumpen fiir Cytochrom c¢
Oxidasen von R. sphaeroides [Qian et al. 1997] und P. denitrificans [Pfitzner et al. 1998;
2000].

In der vorliegenden Arbeit wurde FT-IR Differenz-Spektroskopie kombiniert mit
ortsgerichteter Mutagenese benutzt, um die strukturelle Bedeutung von Asp 399 in der
Cytochrom ¢ Oxidase von P. denitrificans zu untersuchen. CO Photodissoziation (bei
Temperaturen von 140K) spiegelt ausschlieflich die Verdnderungen des katalytischen
Zentrums der Oxidase wider und war somit eine geeignete Methode, um Storungen

gegeniiber dem Wildtyp zu analysieren.

Fiir die Cytochrom ¢ Oxidase aus P. denitrificans wurden drei unterschiedliche Mutationen
an dieser Stelle untersucht: Aspartat 399 jeweils substituiert durch Asparagin, Glutamat und
Leucin. Einige Angaben zur Charakterisierung der Mutanten seien hier aufgefiihrt [Pfitzner et
al. 1998; 2000]:

Asp399Asn: Die enzymatische und die Protonenpump-Aktivitit sind voll erhalten; dies ist
auch schliissig hinsichtlich der Beobachtung, daf3 in einer Reihe von Oxidasen diese Position
durch ein Asn besetzt ist [Pereira et al. 2001].

In der Asp399Glu Mutante ist die Seitenkette verldngert und in der Asp399Leu Mutante ist
die Moglichkeit zur Wasserstoffbriickenbindung vollstindig eliminiert. Die Mutanten zeigen

einen Riickgang der Aktivitit auf 38% respektive 8% relativ zum Wildtyp.

* siche auch Glossar: Mutanten
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Wihrend bei Asp399Glu das Protonenpumpen mit der Stochiometrie des Wildtyps erhalten
bleibt, zeigt die Asp399Leu Mutante kein Protonenpumpen mehr. Somit kann gefolgert
werden, dall eine Verdnderung der Wasserstoffbriickenbindung auch die Struktur auf
signifikante Weise dndert bzw. im Fall von Asp399Leu zu einer massiven Stérung oder
Aufbrechen des Wasserstoffbriickennetzwerks im Bereich der Hidm-Propionate fiihrt

[Pfitzner et al. 2000].

FT-IR Differenzspektren im Spektralbereich von 2100-1900 cm’, induziert durch CO
Blitzlichtphotolyse

In Abbildung 3-25 ist das ,hell iiber dunkel* FT-IR Differenzspektrum bei 140 K dargestellt.
Spektren jeweils fiir pH=6 (durchgezogene Linie) und pH=8 (gepunktete Linie) sind fiir
Wildtyp, Asp399Asn, Asp399Glu und Asp399Leu -Mutanten zu sehen.

Die Streckschwingungen von Hdm a3 gebundenem CO sind als negative Banden bei 1966
und 1953 cm™ fiir Wildtyp und an #hnlichen Positionen fiir die Mutanten zu finden. Die
entsprechende Streckschwingung von Cup gebundenem CO sieht man analog fiir alle
aufgefiihrten Fille bei ca. 2063 und 2043 cm™. Interessanterweise hatten die 399Glu und
399Leu — Mutanten eine wesentlich geringere Affinitit bzgl. Kohlenmonoxid, was wahr-
scheinlich durch einen Abfall des Mittelpunkts-Potentials des Him a3-Zentrums und/oder
strukturellen Anderungen in diesen Mutanten erklirt werden kann: die Reduktion mittels
Dithionit erfolgte nur unvollstindig und dadurch sank der Anteil der Bindung von CO an die
vollreduzierte Form. Die Photolyse des kleinen Anteils tatsdchlich gebundenen
Kohlenmonoxids reichte nicht aus, um im Differenzspektrum im Proteinbereich ausgeprigte
Absorptionsbanden zu verursachen. Nur der Bereich der CO-Absorptions-Banden konnte hier
verglichen werden.

Im Gegensatz zum Wildtyp und zur Asp399Asn Mutante kann das photolysierte CO in den
anderen hier gezeigten Mutanten das Protein verlassen, was man aus dem Auftauchen von
Absorptions-Banden des freien CO bei 2134 cm™ schlieBen kann (hier nicht gezeigt). Ver-
breiterte Banden weisen auf eine flexible Struktur in der Umgebung der Cug Seite hin,
besonders ausgeprigt in der Asp399Leu Mutante; auch an der Him a3 Bindungsstelle zeigen
sich erhebliche Stérungen.

Die pH-Abhingigkeit der Populationen der CO Konformere ist hier ginzlich unterbunden.

Diese Unabhingigkeit der CO Konformere bei unterschiedlichen pH-Werten weist auf eine
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Storung in der Nihe des binuklearen Zentrums hin, die durch diese Mutationen (ca. 8 A vom

Histidin-Liganden des Cug) induziert werden.
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Abbildung 3-25: FTIR Differenzspektrum bei CO Photolyse, 140 K, von Wildtyp, Asp399Asn,
Asp399Glu und Asp399Leu Mutanten der Cytochrom c Oxidase aus P. denitrificans fiir pH=6
(durchgezogene Linie) und pH=8 (gepunktete Linie). Gegeneinander verschoben dargestellt ist der
Bereich der CO-Streck-Schwingung, normiert auf die Absorption der Hdm CO-Moden der Mutanten.

Fiir weitere Betrachtungen seien hier in Tabelle 3-12 grundsitzliche Parameter der
substituierten Aminosduren einander gegeniibergestellt (siche auch Anhang).

Vergleicht man den strukturellen Parameter der H-Briicken-Bindung mit den Differenz-
spektren in Abb. 3-25, so sieht man, dal fiir Aminosduren, die die Ausbildung einer
Wasserstoffbriickenbindung gewéhrleisten, jeweils drei Moden der Ham-CO Streck-
Schwingung klar ausgebildet sind (WT; E und N — Substituent); bei der Leucin-Mutante ist
die 1975 cm™ Bande erheblich verbreitert. Fiir einen zusitzlichen Zusammenhang dieses
Konformers mit dem CO-Anteil, der das Protein verldt, bedarf es jedoch weiterer
Experimente. Das Auftauchen dieses Konformers scheint jedoch mit der Ausbildung einer H-
Briicke zum Hidm as-Propionat korreliert zu sein.

Interessanterweise ist dieses CO Konformer generell unabhingig vom pH-Wert, worauf in
Kap. 3.2.1.1 schon hingewiesen wurde. Dies ist auch in Ubereinstimmung mit der Tatsache,
dal es auch im Falle der D399N Mutante auftaucht, da das eingefiihrte Asparagin keine

geladene Seitenkette hat, die elektrostatisch mit der Umgebung wechselwirken konnte.
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Kettenldnge der eingefiihrten claden Ladung am H-Briicken
Aminosdure bzgl. Wildtyp & richtigen Ort méglich
Wildtyp (identisch) ja ja ja
D399N gleich, andere Seitenkette - - ja
D399E langer ja nein ja
D3991, “groBer” und lidnger; } } }
andere Seitenkette

Tabelle 3-12: strukturelle und elektrostatische Parameter der behandelten Mutanten (qualitativ).

Was den EinfluB auf die pH-Abhingigkeit betrifft, so konnen einige grundsitzliche Punkte
zur Diskussion gestellt werden:

Ersetzt man das geladene Aspartat im Wildtyp durch die ungeladene Aminosdure Asparagin,
so ist eine Anderung des “Protonierungsverhaltens” (px-Wert) nicht nur dieser Gruppe,
sondern auch der mit ihr wechselwirkenden Umgebung (da Wasserstoff-verbriickt!)
naheliegend (vgl. Abb. 3-18). Gleiches trifft auch auf die Glutamat-Mutation zu, die “alle
Voraussetzungen” (H-Briicke, Ladung) erfiillt; aufgrund der ldngeren Seitenkette ist diese
Ladung aber bzgl. ihrer Umgebung anders positioniert.

Der erhohte Platzbedarf der Leucin-Seitenkette gegeniiber dem Aspartat muf3 starke
strukturelle Storungen zur Folge haben, da sich sowohl die Abstidnde zueinander, als auch die
molekularen Wechselwirkungen mit den sie umgebenden Resten vollig verdndern.

Trotz der strukturellen und elektrostatischen Abweichungen dieser Mutanten vom Wildtyp ist
es dennoch erstaunlich, da3 das binukleare Zentrum und dessen Umgebung weitestgehend

intakt bleibt, da die CO-Bandenpositionen nur geringfiigig voneinander abweichen.

FT-IR Differenzspektren im Spektralbereich von 1800-1200 em’, induziert durch CO
Blitzlichtphotolyse

Abbildung 3-26 zeigt das FT-IR Differenzspektrum bei CO Photolyse fiir Wildtyp (gepunk-
tete Linie) und fiir die Asp399Asn Mutante der Cytochrom ¢ Oxidase (durchgezogene Linie)
jeweils bei pH=6 und pH=8 von 1800 bis 1200 cm™'. Absorptionsinderungen in diesem
Spektralbereich spiegeln Verdnderungen im Protein und der Himumgebung wider.

Der Vergleich der Spektren mit denen des Wildtyps zeigt einige markante Verdnderungen.
Diese betreffen vor allem den Bereich, in dem Him-Moden absorbieren (1590 — 1500 cm'l).

Aber auch Schwingungsmoden von Asparagin konnen moglicherweise beitragen.
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Ein direkter Vergleich mit Spektren an isoliertem Asparagin zeigt eine potentielle Zuordnung
bei 1668 cm™ fiir die v(C=0) Mode, bei 1615 cm" fiir die 8(NH,) Schwingung und bei 1418
cm™, die moglicherweise einer v(CN) Schwingung zugeordnet werden kann [Venyaminov

und Kalnin 1990].
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Abbildung 3-26: “hell tiber dunkel” FT-IR Differenzspktren aufgrund CO Photolyse bei 140K vom
Wildtyp (gepunktete Linie) und der Asp399A4Asn Mutante der Cytochrom ¢ Oxidase (durchgezogene
Linie) bei pH=6 und pH=S8.

Interessant ist auch das Auftauchen einer Mode bei 1746 cm™. Dieses Signal gehort offenbar
zu einem Aspartat bzw. Glutamat, das im Wildtyp nicht angesprochen wird. Durch die
Einfithrung der Mutante kann dieses nun entweder eine Anderung der Orientierung bzgl.
seiner Umgebung vornehmen, die die entsprechende Aminosiure im Wildtyp nicht ausfiihren
kann, oder es findet eine Anderung des Protonierungs-Zustandes statt. Diese Abweichungen
sind sowohl im Hinblick auf die hohe enzymatische und die Protonenpump-Aktivitit
iberraschend, als auch im Vergleich zu den eher kleinen Veridnderungen im elektrochemisch
induzierten FT-IR Differenzspektrum [Hellwig et al. 1998], wo Aminoséduren beitragen, die
durch die Redox-Reaktion beeinflut werden. Dies konnte ein Hinweis sein, daf3 nur die
strukturelle Umgebung der CO-Bindungsstelle in dieser Mutante gestort ist, was jedoch keine

Auswirkungen auf den Katalysezyklus des Enzyms hat.
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3.3.5 Schwingungsmoden von Himpropionaten und deren Zuordnung mittels Mutanten

und “C-Markierung; Schluibetrachtung

Um Schwingungsmoden der Himpropionate im IR-Differenzspektrum zuordnen zu kénnen,
wurden sowohl ortsgerichtete Mutationen in deren Umgebung als auch die Auswirkung einer
BC-markierten Variante untersucht und miteinander verglichen.

Bei CO Blitzphotolyse der vollreduzierten Form werden im Gegensatz zur elektrochemisch
induzierten Methode keine redoxaktiven Veridnderungen initiiert. Deshalb kann man davon
ausgehen, daBl die gemessenen Signale nur einer strukturellen Umordnung zuzuschreiben
sind. Diese Tatsache hat auBerdem zur Folge, dall, wenn sich alle Himpropionate im
deprotonierten Zustand befinden, sie das nach Photolyse des Liganden vermutlich auch
bleiben. Da der Bereich, in dem die C=0 Bindung der COOH Streck-Schwingung absorbiert
(v(C=0): 1695-1740 cm™), von starken Basislinien-Schwankungen {iiberlagert war, konnte
diesbzgl. keine Aussage getroffen werden.

Fiir die deprotonierte Form der Propionate konnten jedoch entsprechende Verdnderungen im
Bereich fiir die antisymmetrische Streckschwingung v, zwischen 1610 cm™ und 1550 crn'l,
sowie fiir die symmetrische Form v, von 1420 bis 1300 cm™ ausgemacht werden.

Im Falle der 13C—isotopenmalrkierten Hiampropionate wurden eindeutige Verdnderungen, die
Intensitdt von Absorptionsbanden betreffend, in diesen Spektralbereichen nachgewiesen und
konnten zugeordnet werden. Im Bereich der antisymmetrischen COO-Streckschwingung
iberlagerten sich jedoch mehrere Verschiebungen, die fiir die isotopenmarkierte Form
zwischen 34 und 40 cm™ betragen, zu einem komplizierten Muster. Prinzipiell hiitten den fiir
die symmetrische Schwingung beobachteten zwei Verschiebungen ebenfalls zwei Ver-
schiebungen im antisymmetrischen COO" Spektralbereich entsprechen miissen.

Bei den untersuchten Mutanten, die in der Umgebung der Him a3 Propionate liegen, ergaben
sich weitestgehend Verschiebungen von Banden (Bsp.: R473K), die im Falle von H403A
jedoch von deutlich groeren strukturellen Storungen iiberlagert wurden.

Die Anderungen der strukturellen oder elektrostatischen Eigenschaften an der Position von
Asp399 in der Cytochrom ¢ Oxidase von P. denitrificans fiihrten zur Inhibierung der pH-
Abhingigkeit der Population der CO Konformere. Diese Abhingigkeit, die iiber eine
protonierbare Gruppe im Wiltyp-Enzym gesteuert wird, war hier unterbunden. Aufgrund
struktureller und/oder elektrostatischer Eigenschaften der eingefithrten Mutationen ist
wahrscheinlich die Wechselwirkung der Cup Liganden His 325 oder His 326 mit dieser

Gruppe beeinfluflt, was anzeigt, da} dieser Rest protonierbar ist. Dies war interessant in
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Hinblick auf den in Kap. 1.1.3.1 angedeuteten “Histidin-Zyklus” eines vormals
vorgeschlagenen Protonenwegs basierend auf der Lokalisation protonierbarer Gruppen in der
Naihe des binuklearen Zentrums [Iwata et al. 1995]. Ferner wurde in fritheren Publikationen
die Moglichkeit diskutiert, ob eine mogliche protonierbare Gruppe in der Nihe des
Reaktionszentrums in die katalytische Funktion involviert oder ob die pH-Abhéngigkeit der
CO Konformere gar katalytisch relevant sei [Das et al. 2001]. Die vollstindig erhaltene
enzymatische und Protonenpump-Aktivitit der Asp399Asn Mutante und der Verlust der pH-
Abhingigkeit zeigten hier jedoch eindeutig, daf unterschiedliche CO Konformere als solches

keine Auswirkung auf die Funktion des Enzyms haben.

Die gewonnenen Ergebnisse zeigten, dal die Auswirkungen der CO Photolyse am Ham a3
auf die entsprechenden Hampropionate wohl eher gering, aber dennoch nachweisbar sind.
Kleine strukturelle Veridnderungen bei der Photolyse des Liganden wirken sich auch auf
deren Umgebung aus, insbesondere, da die Propionate wasserstoffverbriickt sind und mit der
Umgebung starke molekulare Wechselwirkung zeigen (was aufgrund der angenommenen
Beteiligung bei Prozessen des Ladungs-Transfers naheliegend ist).

Mit den hier vorgelegten Daten wurde letztendlich geklirt, da3 Hampropionate bei der
Liganden-Bindung angesprochen werden. Ferner konnten Zuordnungen von Absorptions-

banden in den entsprechenden Spektralbereichen gemacht werden.
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3.4 Cytochrom bd Oxidase aus Escherichia coli

Cytochrome bd Oxidase ist wie die bisher behandelten Him-Kupfer Oxidasen ebenfalls eine
terminale Oxidase in vielen Bakterien (Uberblick in [Jiinemann 1997; Mogi et al. 1998]).
Dieses Enzym katalysiert die Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser iiber
Ubichinol oder Menachinol als natiirlichen Elektronen-Donor [Poole et al. 1988; Anraku et
al. 1987; Trumpower und Gennis 1994] und zeigt keinerlei Sequenzhomologie zu Him-
Kupfer Chinol Oxidasen. Im Gegensatz zu diesen enthilt es kein Kupfer-Zentrum und pumpt
keine Protonen [Puustinen et al. 1991].

Cytochrom bd-Typ Oxidasen von Escherichia coli (oder Azotobacter vinelandii) bestehen
aus zwei Untereinheiten und beinhalten drei Eisen-Porphyrin Gruppen: ein low-spin Him
bssg, ein high-spin Him bsos und ein (Chlorin-Typ) high-spin Him d [Mogi et al. 1998]. Da
bisher keine Rontgenstruktur dieses Enzymes vorliegt, gibt es iiber die Anordnung der

redoxaktiven Gruppen nur Vermutungen.
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Abbildung 3-27: Schematische Darstellung der Cytochrom bd Oxidase. Abgebildet sind die drei
Hdme, die Chinol-Bindungsstelle und der CO-Ligand.

In Abb. 3-27 ist der schematische Aufbau dieser Oxidase dargestellt: die genaue Lage der
Hiéme ist bisher noch unklar. Him bssg ist der erste Elektronen-Akzeptor vom Chinol [Green

et al. 1986; Dueweke und Gennis 1991] und Hdm d ist involviert in die Bindung und
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Reduktion von Sauerstoff [Poole 1988]. Die Rolle von bs¢s ist noch nicht geklart. Die
wahrscheinlichste Rolle ist der Transfer von Elektronen von Him bssg zu Him d [Poole und
Williams 1987; Hata-Tanaka et al. 1987; Kobayashi et al. 1999]. Da Ham bsos jedoch
ebenfalls high-spin ist, ist es moglich, daf es ebenfalls an der O, Reduktion beteiligt ist. Es
wird angenommen, da Him bs9s und Ham d eine Art binukleares Zentrum analog zu Ham-—
Kupfer Oxidasen bilden [Rothery et al. 1987; Krasnoselskaya et al. 1993; Hill et al. 1993;
Tsubaki et al. 1995]. In diesem Fall ist zu erwarten, dal Him bs9s auch mit anderen exogenen
Liganden wie CO oder NO reagiert, so, wie es fiir die meisten high-spin Ham-Proteine
typisch ist. Noch widersprechen sich diesbeziiglich die bisher publizierten Daten. Sie beruhen
zudem auf Experimenten bei verschiedenen Temperaturen und Prédparationsmethoden und

erschweren dadurch zusitzlich einen direkten Vergleich.

3.4.1 VIS - Spektrum
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Abbildung 3-28: Absorptionsspektrum der vollreduzierten, CO vergifieten Cytochrom bd Oxidase bei
295 K (H,O, pH=7)

Abbildung 3-28 zeigt das Absorptionsspektrum der CO vergifteten bd Oxidase im sichtbaren
Spektralbereich. Deutlich zu sehen sind die von Yamazaki et al. (1999) beschriebenen
elektronischen Anregungen des reduzierten Him bssg bei 532 (B-Bande) und 561 nm (o-

Bande), sowie des reduzierten Him bso5 (ebenfalls) bei 561 nm. Ham bso5 sollte (dem Namen

104



nach) auch eine Absorption bei 595 nm haben, die aber, vermutlich aufgrund einer (in Kap.
3.4.2 diskutierten) CO-Bindung, zu 591 nm verschoben ist.

Reduziertes Him d absorbiert bei 628 nm und verschiebt sich bei CO-Bindung zu 636 nm
(Hill et al. 1994). Die Banden von 532/636 entsprechen dem Q,/Qy Band-Ubergang von Him
d [bei Borisov et al. 2001: 538/~630nm, (erstere assoziiert wohl eher mit Ham 5)]. Fiir 173 K
ordnet Borisov et al. (2001) nach CO Blitzphotolyse VIS-Differenz-Banden bei +595/-571
und +556 nm einem high-spin Him b zu, das bei dieser Temperatur den einzigen Effekt
zeigt, da die Riickbindung an Ham d zu schnell ist, als dal diesbzgl. ein Differenzsignal

mefRbar wire.

3.4.2 CO Blitzlicht Photolyse bei 84 K an der vollreduzierten bd Oxidase

Da im Gegensatz zu Hidm-Kupfer Oxidasen der zweite Bindungspartner fehlt, ist die
Geschwindigkeit der Riickbindung des abgeblitzten CO deutlich hoher; diese Tatsache ist
bereits vom Myoglobin bekannt, wo das CO in eine sogenante Him-Tasche ,,geschossen
wird, von dort aus es ,,geminal* zuriickbindet.

Die folgenden Messungen wurden bei einer Temperatur von 84 K unter quasi-
kontinuierlicher Photolyse mit Laserblitzen bei 20 Hz gemacht. Damit verschiebt man das
Gleichgewicht zwischen abgeblitzter und rekombinierter CO Population in Richtung des
photolysierten Anteils und erhilt eine ,,quasi-stationire Besetzung* des photodissoziierten
CO Anteils.

Abbildung 3-29 zeigt einen Uberblick iiber die CO Differenz-Bande bei verschiedenen pH
Werten von 6 bis 8,7. Nach der ersten Photolyse erhélt man als Differenzbanden immer zwei
Konformere: bei 1984,6 und 19644 cm™', deren Verhiltnis im untersuchten Bereich jedoch
pH unabhiingig ist. Da der zweite Bindungspartner fehlt, findet man die Streckschwingung
von CO nach der Photolyse in der Nihe der des ungebundenen CO: bei 2113,9 und 2133,1
cm™. Aus dem Verhilnis der Populationen zueinander kann man annehmen, daf3 das 1985
cm” Konformer mit dem 2133 cm™ und das 1964 cm™” mit dem 2114 cm™ Konformer
korreliert ist.

Da die Riickbindung von CO auch bei diesen Temperaturen sehr schnell ist, kann nach

Abschalten des Lasers nun ein neues Referenz-Dunkelspektrum genommen werden.
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Abbildung 3-29: CO Differenz-Banden bei 84 K. Die Spektren von pH 6 bis pH 8,7 sind gegen-

einander verschoben dargestellt.

Bei nochmaliger Photolyse zeigt sich jedoch, daB das 1964,4 cm” Konformer vollstindig
fehlt! Diese Population bindet also bei diesen Temperaturen (84 K) nicht zuriick. Die
Beobachtung legt nahe, dafl diese CO Bindung einen anderen Bindungspartner hat als das
1984,6 cm’! Konformer, von dem es aus an eine Stelle innerhalb des Proteins gelangt, von wo
es erst bei hoherer Temperatur zuriickbinden kann (wiederholt man das Experiment, indem
man die Probe auf Raumtemperatur heizt und erneut abkiihlt, so ist dieses zweite Konformer
bei der ersten Photolyse wieder zu beobachten). Was ebenfalls dafiir spricht, ist die
zugehorige Schwingung des ungebundenen CO bei 2113,9 cm’, die auf eine Koordinierung
oder Wechselwirkung dieser photolysierten Population hindeutet: freies CO wiirde im
Bereich von 2140 cm™ absorbieren. Eine weitere Moglichkeit ist, dal dieses Konformer

dieselbe Bindungsstelle besetzt, jedoch die Energiebarriere fiir die Riickbindung zu hoch ist.

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen an der vollreduzierten CO vergifteten bd Oxidase
im Bereich der Soretbande zeigen, dal CO an beide Héme, d und bs¢s bindet [Poole 1994;
Jiinemann und Wrigglesworth 1995; Borisov et al. 1999]. Die Bindung an Ham bs95 konnte
hierbei aber auch durch eine Verschiebung von unligandiertem Him bsgs herriihren, die durch

CO Interaktion mit dem nahegelegenem Ham d zustande kommt [Vos et al. 2000].
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Messungen mittels FT-IR Spektroskopie bei kryogenen Temperaturen an membran-
gebundener bd Oxidase von E. coli deuteten darauf hin, da3 CO zu ca. 15% an das Him bsos
bindet, jedoch wurde keine solche Bindung im isolierten Enzym beobachtet. Bei den FT-IR
Untersuchungen wurde eine Bande bei 1985 cm™ der Bindung an das Him d zugeschrieben;
das in der vorliegenden Arbeit gemessene 1964 cm™ Konformer wurde gar nicht beobachtet.
Allerdings wird dort eine Bande bei 1974 cm™ einer CO-Him b Schwingung zugeordnet, die
beim Riickbinden des photolysierten CO aus einer ,,Him-Tasche* transient besetzt werden
soll, bevor der Ligand zum Hdm d zuriickbindet [Hill et al. 1993]; dies kann hier nicht
verifiziert werden (vgl. unten: CO Riickbindungskinetik). Unterschiede in der Prédparation
konnten die Ursache sein. Borisov et al. (2001) schliet aus Messungen im UV/VIS bei 173
K daBl der Bruchteil von CO gebundenem H@m bsos nur ca. 5% des (isolierten) Enzyms

betrigt.

Bildet man ein Doppeldifferenzspektrum zwischen der ersten und zweiten Photolysereaktion,
so zeigt sich, wie aus Abbildung 3-30 ersichtlich, daB nicht nur das 1964 cm™ Konformer
fehlt, sondern auch ein Anteil des 1984 cm™' Konformers. Zudem zeigen die damit
korrelierten ungebundenen Moden des CO eine Verschiebung von 2 — 3 cm™, was auf
kinetisches Lochbrennen” hindeutet: das Doppeldifferenzspektrum reprisentiert somit den
Anteil der kinetisch ,,langsamen‘ Populationen, die offenbar zu einem kleinen Prozentsatz

auch die Bindungsstelle an Him d betrifft.
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Abbildung 3-30: Doppeldifferenzspektrum zwischen 1. und 2. Photolyse: Fiir beide Konformere
binden CO Anteile nicht zuriick. Ausschnitt: Moden des ungebundenen CO zeigen ebenfalls
., langsame *“ Anteile fiir beide Populationen im Doppeldifferenzspektrum.

* siche auch Glossar: kinetisches Lochbrennen
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Zur Beschreibung des CO Anteils innerhalb des b-d Zentrums gibt es zwei

Modellvorstellungen nach Borisov et al. (2001):

a) beide Hiame sind high-spin und nahe zueinander lokalisiert; das CO Molekiil ist zwischen
diesen beiden Hamen verteilt mit einer hoheren Affinitit zu Him d [Borisov et al. 1999].
Seine Messungen zeigen ein Verhiltnis von ca. 95% CO an Him d und ca. 5% an Ham b
(der Ligand verbringt ,,seine Zeit* nur zu max. 5% an Hiam b).

b) die Verteilung des Cytochrom bd Oxidase Ensembles ist heterogen derart, da ca. 95%
des Liganden ausschlieBlich an Hdm d binden, wobei die restlichen 5% mit Him bsgs
reagieren.

VIS-Messungen von Borisov et al. (2001) sind konsistent mit Modell b), da die

Rekombination mit Ham b bedeutend langsamer ist als die Rekombination mit Him d. Lige

eine Wechselwirkung vor, so wiirde eine Riickbindung an Hidm Jd ebenfalls ein

Wiederauftauchen des Liganden an Him b implizieren.

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten sprechen ebenfalls fiir SchluBfolgerung b).

Um eine Abschitzung iiber die Riickbindungsgeschwindigkeit und Anteile der jeweiligen
Konformer-Population zu erhalten, wurden die Differenzspektren von CO gebundenem bzw.
photolysiertem Enzym relativ zum ,,Jeeren* Einkanalspektrum ausgewertet (vgl. Abb. 3-31).
Die CO Absorptionsmode bei 1964/1984 cm™', die die Bindung an Him reprisentiert, muf

bei Photolyse vollkommen verschwinden.
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Abbildung 3-31: Absorptionsspektrum iiber den gesamten Messbereich des CO vergifieten Proteins.
Die Ausschnittvergriofferung zeigt den Bereich, in dem das ans Hdam (b/d) gebundene CO absorbiert.
Bei Photolyse verschwindet diese Bande an dieser Stelle nur zu 10% (Hellspektrum).
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Uber die Analyse dieser Bande wurde berechnet, daf bei einer Photolyserate von 20 Hz., d.
h. 50 ms nur 10% dieser Absorption fehlen, d. h. das Differenzspektrum repréisentiert nur
10% des gesamten ,,Ereignisses‘. Das Reaktionsgleichgewicht liegt also zu 90% auf der Seite
des bereits zuriickgebundenen CO. Uber Integration der Moden im IR ergeben sich die

Anteile des CO Konformers an Him b danach zu 2 -3 %.

3.4.3 Protein Bereich bei CO Photolyse

Bei Photolyse des CO sind sowohl Reorganisationen des gesamten Proteins beteiligt, als auch
die Protonierung/Deprotonierung von einzelnen Aminosduren. In Abbildung 3-32 sind Ver-
anderungen im Amid T Bereich (1690 — 1620 cm™) zu sehen, die dem Polypeptid Riickgrat
zuzuordnen sind. Die Amid IT Region (1570 — 1520 cm™) spiegelt gekoppelte C-N Streck-
und N-H Biege-Moden sowie Banden von aromatischen Aminosduren und Him C=C Moden
vom Porphyrin-Ring wieder. Die Him-Moden sind hier jedoch nicht so ausgeprigt wie bei
den bisher untersuchten Oxidasen.

Aufgrund fehlender Vergleichsmoglichkeiten mit Resonanz-Raman Daten sind hier genauere
Zuordnungen weitaus schwieriger, als im Falle von Paracoccus denitrificans oder Thermus
thermophilus in Kap. 3.1.3. Auffillig ist jedoch das groBe Signal bei 1754/1749 cm™, das

COOH-Moden reprisentiert. Diese werden ausfiihrlich im nichsten Kapitel diskutiert.
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Abbildung 3-32: Spektrum des Proteinbereiches bei CO Riickbindung an die vollreduzierte
Cytochrom bd Oxidase bei 84 K in H,O, pH 6 (Bedingungen wie in Abb. 3-35). Es wurde iiber einen
Zeitbereich von 50 bis 500 ms nach der Photolyse von CO gemittelt.
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3.4.4 Infrarotsignale im Bereich der -COOH Gruppen von Aspartat und Glutamat

Wie Photoreduktions-Experimente von Yamazaki et al. (1999) und elektrochemisch indu-
zierte FT-IR Daten von Zhang et al. (2002) zeigen, sind bei der Verdnderung des Redox-
Zustandes des Enzyms auch mehrere protonierbare Sduregruppen bei der Reorganisation des
Proteins involviert.

Abbildung 3-33 zeigt deutliche Signale bei 1754, 1749, 1742, 1736 cm™ und mehrere
kleinere Absorptionsbanden in diesem Bereich. Wie aus Abbildung 3-32 zu sehen ist, sind
dies die stirksten Signale iiberhaupt und trotz eines schlechten Signal/Rausch-Verhiltnisses
gut reproduzierbar. Die Messungen der Differenzbanden und deren Zuordnung erfolgte nach
der 2. Photolyse und korreliert demzufolge mit Veridnderungen in der Umgebung von Him d.
Ein Vergleich mit entsprechenden Moden nach der 1. Photolyse war nicht moglich, da dort,
wie in 3.4.2 erldutert, nur Verdnderungen von ca. 3% zu sehen sind.

Nach H/D-Austausch kann man charakteristische Verschiebungen dieser Linien von 4-10
cm™! erwarten, wie man es von anderen Systemen her kennt [Pinchas und Laulicht 1977;
Siebert et al. 1982]. Verschiebungen der Signale von 1736 cm™ nach 1727 cm™ und von
1730 cm™ nach 1718 cm™ im Differenzspektrum der Cytochrom bd Oxidase in Abb. 3-33
konnen Moden von protonierten Asp- oder Glu- Seitenketten zugeordnet werden, die

aufgrund ihrer Position tiber eine starke Wasserstoffbriicke koordiniert sind.
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Abbildung 3-33: Differenzspektren bei 20 Hz , kontinuierlicher“ CO Photolyse bei 84 K; Vergleich
des ,,quasi-stationdren" Zustandes der CO Photodissoziation jeweils in H,O und D,0O, pH=7;
pD=74.
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Interessanterweise verschieben sich die Linien bei 1754 und 1749 cm™ bei H/D Austausch
kaum. Moglicherweise reprisentieren diese Moden Asparagin- oder Glutaminséduren, welche
fir das Losungsmittel unzuginglich sind. Dies wird auch durch die Bandenposition
unterstiitzt, welche auf eine geringe Wechselwirkung der COOH Gruppe mit der Umgebung
hinweist, wie man sie fiir Sdurereste findet, die in eine hydrophobe Umgebung des Proteins

eingebettet sind.

3.4.5 CO Riickbindungs-Kinetik bei 84 K

Die Riickbindung des photolysierten CO (Bande bei 2133 cm™) an das Him d (Bande bei
1984 cm™) erfolgt direkt und ohne Zwischenschritt (im Gegensatz zu FT-IR Experimenten
von Hill et al. 1993), wie aus dem Vergleich beider Kinetiken aus Abb. 3-34 und der
Mittelung iiber den Zeitbereich der ersten 1000 ms der Differenzspektren aus Abb. 3-35
ersichtlich ist. Normiert ist die Riickbindungskinetik durch die vorangegangene Abschitzung,
daB nur noch ca 10% der anfinglichen CO Population nach dem Blitz messbar sind

(entsprechend auch der Zeitauflosung des Spektrometers).
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Abbildung 3-34: Riickbindungskinetik von CO aus der Him-Tasche (2133 cm™) zuriick zum Heim d
(1984 cm™). Die Normierung erfolgte entsprechend der Zeitauflosung des Spektrometers. Beide
Banden zeigen dquivalentes kinetisches Verhalten. (pH=6, 84 K).
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Aus der halblogarithmischen Darstellung ist ersichtlich, dal es sich um ein stark heterogenes
Ensemble handelt, da keine mono-exponentielle Beziehung vorliegt. Rein qualitativ 146t sich
sagen, dal es eine sehr groe Verteilung von Riickbindungsgeschwindigkeiten gibt. Analoge
FT-IR Experimente an Myoglobin [Johnson et al. 1996], wo der Ligand ebenfalls in eine
,Ham-Tasche* gelangt, von der aus er an das Him zuriickbindet, zeigen eine @hnlich breite
Verteilung aufgrund ihrer Heterogenitit.

Fir detailliertere Analysen iiber das Riickbindungsverhalten miiite man bei tieferen

Temperaturen bzw. mit hoherer Zeitauflosung (vgl. Kap. 2.2.2: Step-Scan Technik) messen.
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Abbildung 3-35: CO Differenzspektrum der bd Oxidase, gewonnen aus der ersten Sekunde der
Kinetik; es ist keine transiente Bindung an das Hdm b bei Rekombination auszumachen; pH=6, 84 K
(gleiche Bedingung wie Kinetik Abb. 3-34).
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3.4.6 Photoreduktion der Cytochrom bd Oxidase mittels Tris(2,2¢-Bipyridin)-
Ruthenium(II)-Chlorid

VIS - Spektrum

Das VIS — Spektrum in Abbildung 3-36 zeigt die Absorption der Hame vor (oxidiert) und
nach der Photoreduktion (reduziert). Man sieht die bekannten Banden und deren Verschie-
bung nach der Reduktion bei T=259 K. Deutlich zu sehen ist, dal sowohl Hiam d als auch
Hiam b Absorptionsidnderungen zeigen; bei 454 nm zeigt der Ruthenium-Komplex eine breite
Bande [Rost 1999]. Die Kontrollspektren wurden vor und nach dem Experiment bei 295 K

aufgenommen.
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Abbildung 3-36: VIS — Spektren der bd Oxidase, oxidiert und nach Photoreduktion, pH=7. Die
Ausschnittvergrifierung zeigt die Differenz der Spektren (reduziert minus oxidiert).

Yamazaki et al. (1999) zeigte ebenfalls FT-IR Differenz-Spektren von photoreduzierter
Cytochrom bd Oxidase von E. coli und beobachtete &dhnliche spektroskopische

Eigenschaften.
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FT-IR Differenz-Spektren bei Photoreduktion im Bereich der Asp- und Glu- COOH
Gruppen

In Abbildung 3-37 ist das reduziert-minus-oxidiert IR-Differenzspektrum der bd Oxidase
nach Photoreduktion bei 84 K und 259 K zu sehen. Gezeigt ist hier die Region oberhalb 1680
cm’, in der (de-)protonierte Aspartat- und/oder Glutamat- Aminosduren-Seitenketten absor-
bieren. Da bei der Reduktion das gesamte Protein angesprochen wird, lassen sich beim
Vergleich mit CO Photolyse Experimenten auf diese Weise Aminosduren zuordnen, die in
unmittelbarer Nihe des Reaktionszentrums liegen.

So wird die Aminosédure, die bei 1743 cm’ absorbiert, bei der Reduktion nicht angesprochen.
Sie liegt offenbar in unmittelbarer Umgebung des binuklearen Zentrums und verdndert
wahrscheinlich nur ihre Orientierung, wenn CO abgeblitzt wird. Diese Bande zeigte ebenfalls
auffilliges Verhilten bei Messung in D,O (vgl. Abb. 3-33), woraus man schlieBen kann, dal}
diese Aminosdure aufgrund der Position in einer nicht fiir das Losungsmittel zugédnglichen
Tasche liegt und stark wasserstoffverbriickt ist. Eine genauere Interpretation ist ohne

ortsgerichtete Mutation nicht méglich.
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Abbildung 3-37: Photoinduzierte Spektren bei 84 K und 259 K im Vergleich mit CO Photolyse (84
K); alle drei pH 7; Darstellung fiir Photoreduktion: reduziert-minus-oxidiert Differenzspektrum.
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Alle anderen im Enzym vorkommenden Aspartat- oder Glutamat- Seitenketten konnen
aufgrund des Vergleiches der photoreduzierten Probe mit der CO photolysierten Probe
jedoch in der Umgebung des binuklearen bd-Zentrums vermutet werden.

Interessanterweise zeigen elektrochemisch induzierte FT-IR Messungen an diesem Enzym
ein deutliches Signal bei 1761 cm’! [Zhang et al. 2002], das auch in FT-IR Photoreduktions-
Experimenten nachgewiesen wird [Yamazaki et al. 1999]. Aufgrund der guten Reproduzier-
barkeit der Daten hier und einer offensichtlichen Ubereinstimmung der Bandenstruktur bei
84 K und bei 259 K, die nur durch temperaturbedingte minimale Linienverschiebungen

gekennzeichnet ist, muf diese Abweichung priparative Ursachen haben.

3.4.7 Diskussion

Die vorliegende Arbeit an der bd Oxidase liefert einen Beitrag zur seit langem bestehenden
Kontroverse, ob und inwiefern das high-spin Him bs9s in Cytochrom bd Oxidase mit
exogenen Liganden wie CO reagiert. Die durch Photolyse von CO erhaltenen Daten mittels
FT-IR Differenzspektroskopie bei kryogenen (84 K) Temperaturen konnten, konsistent mit
Untersuchungen im sichtbaren Spektralbereich [Borisov et al. 2001] und anderen
Experimenten [Poole et al. 1981, 1983; D’mello et al. 1994, 1996], die Existenz dieses bd-
CO Komplexes bestitigen. Jedoch ist nur ein kleiner Anteil der Hame betroffen, hier ca. 3%
(Borisov et al. (2001): 2-5%), so dall es gut moglich ist, dal dieser Anteil in anderen
Préaparationen [Hill et al. 1993] oder mit anderen Methoden wie Magnetfeld-induziertem
Circular-Dichroismus [Borisov et al. 1999] nicht festgestellt werden kann.
Weiterhin ist unklar, ob sich a) der CO Ligand zwischen den beiden Hidmen verteilt, wobei
die hohere Affinitdat auf Seiten des Hiam d liegt [Borisov et al. 1999], oder ob b) die
Heterogenitit der Cytochrom bd Oxidase Population so beschaffen ist, da an 95% des
Enzyms der Ligand ausschlielich an Him d binden kann und nur 5% mit Ham b reagieren.
Aus dem Doppeldifferenzspektrum war ersichtlich, daf gleichzeitig mit den 2% an
Him b auch dieselbe CO Population an Hdm d nicht zuriickband. Ob dies mit einer
., Verteilung des Liganden* erklidrt werden kann, ist jedoch fragwiirdig.
Die Ham b assoziierten Protein-Relaxationen waren deutlich langsamer, bei diesen Tempera-
turen sogar ginzlich unterbunden, als die Differenzspektren, die mit Him d-CO korreliert
waren. Wiirde Modell a) zutreffen (CO zwischen Hdmen verteilt), so wiirde aufgrund

schneller Relaxationen das Gleichgewicht der CO — Verteilung (innerhalb der Hidm-
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Bindungs-Tasche) zwischen den Himen wieder eine 95%/5% Verteilung annehmen, so daf}
letztendlich die Riickbindungskinetik an Him d synchron zu der an Ham b wire.

Jedoch schlielen sich beide Modelle auch gegenseitig nicht aus, so lange man keine Aussage
iiber die Gleichgewichtskonstanten und deren Raten zwischen beiden Zustinden machen
kann:

[bs95s — CO ~d] [bs9s " CO —d] [Borisov et al. 2001]

=17

Fiir Raumtemperatur und kleine Zeiten Tt wire bzgl. der Messzeit Modell a) relevant, da die
Wechselwirkung schnell genug ist, um die Konformere miteinander ins Gleichgewicht zu
bringen und umgekehrt.

Es sieht jedoch so aus, als wiren beide ,,Konformere* deutlich durch eine Energiebarriere
getrennt, die eine Interkonversion, zumindest bei diesen tiefen Temperaturen, ausschlief3t.
Somit ist Modell b) der Vorschlag der Wahl. Der Ham »-CO Komplex bezeichnet in diesem
Sinne also kein ,,Konformer*, sondern eine andere Bindungsstelle.

(Nota bene: Im Falle von Cytochrom bd Oxidase von Bacillus stearothermophilus bindet bei

Raumtemperatur der Grofteil von bs¢s das CO [Sakamoto et al. 1999]).

Die Daten zeigten auch explizit, da} viele Sduregruppen sowohl bei der CO Blitzlicht-
Photolyse als auch bei Photoreduktion angesprochen werden. Verdnderungen im FT-IR
Differenz-Spektrum zeigten dabei Storungen, die von protonierten Carboxyl Gruppen sowohl
bei Photodissoziation als auch bei Reduktion herrithren (vgl. dazu auch [Yamazaki et al.
1999]). Aufgrund des Vergleiches dieser Messungen untereinander konnten spezifische
Linien der unmittelbaren Umgebung des di-Hdm-Zentrums zugeordnet und von denen

separiert werden, die “auf dem Weg des Elektrons zum Reaktionszentrum liegen*.

Tabelle 3-13 gibt zusammenfassend eine Ubersicht iiber Positionen der Absorptionsbanden

und deren Veridnderungen, die in dieser Studie relevant waren.
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pH7 pD7.4

pH7 pD7.4

pH7

pH7

Bandenposition /| [em™]

bei 2. Photolyse

Bandenposition /[cm’l]

bei 1. Photolyse

Bandenposition / [em™]

bei Photoreduktion (84K)

Bandenposition /[cm’l]

bei Photoreduktion (259K)

+2133,1 +2133,1 +2133,1 +2133,1
+2113,8 +2113,9 +2113
-1984.,6 -1984,3 -1984.6 -1984,1
-1964,4 -1965,7
(-1940) (-1940,2) (-1939) (-1940) |"cC
(-1920) (-1919) | "C
-1754 -1753 -1754 -1754 -1757 -1758
+1749 +1747 +1749 +1748 +1752/-1746 +1752/-1749
-1742 -1743 +1743 +1745/+1741
1736 +1738/ 734 -1732,9 -1734
+1734
-1730 +1727 -1730 +1726 -1724,2 -1725
+1725 +1725 +1729 +1729
-1722 -1718 1722
+1715 +1715 +1715 -1718 +1719 +1716
-1707 -1709 -1707 -1709 -1707.8 +1708
-1695 -1693
-1690 -1689 - -1691 +1690 +1689
-1674 -1674 - -1673 -1685
+1669 +1668 -

Tabelle 3-13: Ubersicht iiber die diskutierten Banden-Positionen fiir beide CO-b/d-Him
,, Konformere " und iiber den Asp/Glu-Aminosciuren-Absorptionsbereich. Die Notationen betreffen CO
Photolyse bei 84 K und die Photoreduktion mit Tris-Ruthenium-Chlorid bei 84 und 259 K.
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4. Zusammenfassung

Fourier-Transform Infrarot Differenz Spektroskopie ist eine empfindliche Methode, um kleinste
konformelle Anderungen in der Umgebung der katalytischen Stellen in Enzymen selektiv und mit
hoher Zeitauflésung zu messen.

In dieser Arbeit wurde diese Technik an vollreduzierten, CO-ligandierten Oxidasen von
Paracoccus denitrificans, Thermus thermophilus und Escherichia coli angewandt, um einen
Einblick in strukturelle und molekulare Prozesse der Bindung und Dynamik von Liganden am
binuklearen Zentrum zu erhalten. Die pH- und Temperatur-Abhingigkeit der CO Schwingungs-
moden sowie deren Verhalten nach der Photolyse konnten zeitaufgelost untersucht und
miteinander verglichen werden.

Bei kryogenen Temperaturen >180K war die Bestimmung von thermodynamischen Parametern
wie Enthalpie-Barrieren und Arrhenius-Vorfaktoren moglich. Aus dem Verlauf der Riick-
bindungskinetiken lieBen sich ferner Riickschliisse iiber die konformelle Heterogenitit der
Bindung ziehen. Fiir Temperaturen um 140K konnte das Protein im ,,quasistationdren* Zustand
vermessen werden, da Riickreaktionen des Liganden an die Bindungsstelle des Him aj;
unterbunden waren.

Die Differenzspektren der CO-Photolyse wurden mit elektrochemisch induzierten FT-IR
Differenzspektren, mit Raman- und IR- Daten aus der Literatur verglichen. Dadurch konnten
Zuordnungen von IR-Moden zu einzelnen Aminosduren-Seitenketten, zur Ham a;-Gruppe sowie
zu Sekundir-Strukturmerkmalen erhalten werden, die konformelle Anderungen wihrend der CO
Photolysereaktion widerspiegeln. Trotz der strukturellen Ahnlichkeit und analoger Funktion wie
z. B. Protonenpumpen zeigten diese typischen Oxidasen betridchtliche Unterschiede sowohl im
Reaktionszentrum als auch im kinetischen Verhalten des Liganden.

Die kinetischen Parameter fiir alle hier untersuchten Oxidasen weichen deutlich voneinander ab
und spiegeln unter anderem die Stdrke der Bindung am Cug wider. Die Temperaturabhingigkeit
der Populationen der CO-Konformere und die &quivalente Riickbindungs-Kinetik der
unterschiedlichen Konformere im thermophilen System weisen auf ein strukturelles Merkmal in
der Nihe des binuklearen Zentrums hin, das den Populations-Austausch in anderen Oxidasen
unterbindet. Aufgrund der pH-Abhéngigkeit der entsprechenden Oxidasen kann man schlie3en,
daB diese Eigenschaft durch eine oder mehrere protonierbare Gruppen bewirkt wird, die die
unterschiedlichen Konformere in bestimmten Positionen fixiert hélt.

Die Riickbindungsraten des Liganden zeigen fiir die 7. thermophilus Oxidasen eine Riickbindung
erster Ordnung, was auf eine homogene Verteilung der zwei Konformer-Populationen im Enzym

deutet. Hingegen zeigen Oxidasen aus R. sphaeroides, P. denitrificans oder Rinderherz fiir die
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Riickbindung eine Verteilung der Reaktionsraten. Ursache dafiir ist ein sehr heterogenes
Ensemble an Proteinen, das minimale strukturelle Unterschiede im Konformationsraum des

Reaktionszentrums aufweist.

Ein weiterer Aspekt der Arbeit war die Zuordnung von Absorptionsbanden der Him-Propionate
an Cytochrome ¢ Oxidase von Paracoccus denitrificans. Sowohl iiber '*C-isotopenmarkierte
Héampropionate als auch iiber ortsgerichtete Mutagenese in deren unmittelbarer Umgebung
konnten definierte Banden-Zuordnungen im IR-Differenzspektrum erhalten werden. CO
Photolyse Experimente an Asp 399 Mutanten zeigten, dafl die strukturellen Eigenschaften des
Hém a3 -Cug Zentrum im wesentlichen von dieser Verénderung nicht beeinflulit werden. Jedoch
war die pH Abhingigkeit der CO Konformere hier unterbunden, was auf deren Einfluf auf eine
Protonierbarkeit im Wildtyp-Enzym hinweist. Anhand dieser Mutante, die eine hohe
enzymatische- und Protonenpump-Aktivitit aufweist und auch in Anbetracht, daB in vielen Him-
Kupfer Oxidasen statt Aspartat Asparagin konserviert ist, zeigt der Verlust der pH-Abhingigkeit
ganz klar, daf alle unterschiedlichen CO-Konformere funktionell intakt sind. Die Substitution
von Aspartat 399 durch Leucin- oder Glutamtat- Aminosduren hingegen zeigte die Wichtigkeit
der Wasserstoff-Briickenbindung in der Hdm-Propionat Umgebung, da diese Mutationen

mafgeblich die Funktion des Enzyms beeintrichtigten.

FT-IR Messungen an der isolierten Cytochrom bd Oxidase aus E. coli zeigten bei einer
Untersuchung der CO Riickbindungs-Eigenschaften bei 84K die ausschliefliche Riickbindung an
das Ham d, der moglichen Sauerstoff-Bindungsstelle. Die Bindungsstelle an Him b, die zu ca.
5% ebenfalls CO bindet, kann bei diesen Temperaturen nicht wiederbesetzt werden. Die
Riickbindungskinetik von CO an Ham d weist zusitzlich auf eine extrem grofle Verteilung von
Subzustinden im Konformationsraum dieses Enzyms hin.

Im typischen Spektralbereich von 1680 bis 1760 cm™ konnten eindeutig die Absorptionsbanden
von protonierten Aspartat- oder Glutamat- Aminosiuren-Seitenketten identifiziert werden. Uber
einen direkten Vergleich der Spektren, die iiber Redox-Reaktion und CO Riickbindung erhalten
wurden, konnten diese Signale als klar in der direkten Umgebung des binuklearen Zentrums
lokalisiert zugeordnet werden. Eine Rolle als voriibergehender Protonen-Akzeptor/Donor auf

dem Weg zur Sauerstoff-Bindungsstelle ist naheliegend.
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Anhang A

Photoreduktion mit Tris(2,2¢-Bipyridin)-Ruthenium(II)-Chlorid

Uber die Zuordnung von Moden, die bei Photoreduktion angesprochen werden, liBt sich
feststellen, welche Strukturelemente des Enzyms bei Verdnderungen des Redox-Potentials
angesprochen werden. Dies sollte analoge Information wie bei der elektrochemisch
induzierten FT-IR Differenzspektroskopie geben, jedoch mit der Moglichkeit zur zeitauf-
gelosten Messung. Kritischer Faktor bei der Photoreduktion ist, dal aufgrund der geringen
Quantenausbeute (~3%) die Anfangs- und Endzusténde nicht ausreichend definiert sind:
Nur fiir den ersten Blitz, wo ein Elektron an die Oxidase abgeben wird, ist deren
Anfangs- und Endzustand eindeutig definiert: oxidierter und einfach-reduzierter Zustand;
im Differenzspektrum sieht man nur den einfach-reduzierten Anteil.
Fiir den néchsten Blitz kann entweder ein oxidierter in den einfach-reduzierten Zustand,
ein einfach-reduzierter in den vollreduzierten Zustand iibergehen (,,double hits*) oder
iiberhaupt keine Reduktion stattfinden (,,misses*). Werden diese undefinierten Zustdnde
gegen das vorherige Spektrum verrechnet, bekommt man im Differenzspektrum
»Mischanteile* von allen moglichen Permutationen dieser vorkommenden Zusténde.
Die Reaktion wird, wie in Kap. 1.3 eingefiihrt, photolytisch initiiert, wobei der verwendete
Rutheniumkomplex sein Mittelpunktspotential dndert und als Elektronendonor fiir die

Cytochrom ¢ Oxidase dient.

IR - Spektren

In Abbildung A-1 sind die Differenzspektren bei Reduktion der verschiedenen hier
untersuchten Cytochrom ¢ Oxidase-Typen (aas aus Paracoccus denitrificans sowie basz und
caaz aus Thermus thermophilus) dargestellt.

Die Zeitauflosung des Spektrometers erlaubte nicht, da3 man eine sukzessive Reduktion iiber
einzelne Aminosduren bis zu den Ham-Gruppen hitte zeitlich verfolgen und zuordnen
konnen. Deshalb wurden jeweils drei Spektren (2 300 Interferometer-Scans) vor (oxidierter
Zustand des Enzyms) bzw. nach dem Blitz einer Xenon-Lampe (reduzierter Zustand (?))
gemessen und daraus das Differenzspektrum reduziert-minus-oxidiert berechnet. Nach ca. 15
Blitzen zeigte sich keine merkliche Veridnderung in den Differenzspektren mehr, so daf} die
Reduktion als abgeschlossen betrachtet werden konnte. Nun wurden die einzelnen Spektren

addiert und so die spektralen Veridnderungen bei Gesamtreduktion erhalten.
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Aufgrund der Gegeniiberstellung mit Spektren aus dem CO Photolyse Experiment sollte man
nun Hinweise erhalten, welche Absorptionsbanden bei Reduktion unmittelbar der
Himumgebung zuzuordnen sind. Uber den gesamten Spektralbereich ist dieser Vergleich
jedoch sehr kritisch, da sich hier im Vergleich zur CO Photolyse die Him-Koordinierung (6-
fach auf 5-fach-koordiniert) nicht @ndert, als auch Beitridge von Gruppen iiberlappen kénnen,
die zwar Moden in einem bestimmten Spektralbereich zeigen, diese aber nichts mit

dquivalenten Banden bei CO Photolyse zu tun haben.
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Abbildung A-1: FT-IR Differenzspektren (reduziert-minus-oxidiert) der Photoreduktion der
verschiedenen Cytochrom c Oxidasen bei 268 K in H,O bei pH=7.
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Die Differenzspektren im Proteinbereich von 1800 — 1200 cm™ decken sich weitestgehend
mit den Differenzspektren, wie sie aus elektrochemisch induzierten FT-IR Messungen von
Hellwig et al. (1998, 1999a, 1999b, 1999c¢, 2002) an den ensprechenden Oxidasen erhalten
wurden. Dort findet man eine detaillierte Beschreibung der Banden, auf die auch im Rahmen
der Interpretation der Spektren aus den CO Photolyse Experimenten zuriickgegriffen wurde.
Zur Gegeniiberstellung sei hier auch auf Tabelle 3-4 (Zuordnung von Proteinbanden)
hingewiesen, in der die entsprechenden Banden aus den elektrochemischen Experimenten

angefiihrt sind. Auf eine detailierte Diskussion wird an dieser Stelle deshalb verzichtet.

Die groBten Abweichungen bemerkt man im Bereich von 1710 cm™ bis 1630 cm’, ein
Spektralbereich, in dem, wie in Kapitel 3.1.3 (Proteinbandendiskussion) ausfiihrlich
analysiert und beschrieben, hauptsichlich Sekundar-Struktur-Elemente (Amid I) als auch
Beitrige der Hidme und deren entsprechenden Seitenketten (Propionsdure, Vinyl- und

Formylgruppe) als auch einzelne Aminosaureseitenketten absorbieren.

Wegen der Irreversibilitidt des MeBverfahrens kann das Experiment an derselben Probe nur
einmal durchgefiihrt werden. Dies resultiert in einem schlechteren Signal/Rausch Verhiltnis
der Photoreduktions-Spektren. So ist im Falle der Cytochrom ¢ Oxidase von P. denitrificans
ein Differenz-Signal bei 1746/1737 cm™ nicht eindeutig nachweisbar. Dieses Signal wird
sowohl in anderen photoreduktions- oder elektrochemisch induzierten FT-IR Messungen, als
auch bei Untersuchungen an der halbreduzierten Form der Oxidase angesprochen [Hellwig,
1998; Rost 2000; Rost et al. 1999]. Es kann einer strukturellen Anderung oder (de-)
Protonierung der Aminosdure Glu 278 in der Nihe des binuklearen Zentrums zugeordnet
werden, und wurde durch entsprechende Messungen an verschiedenen Mutanten eindeutig
identifiziert.

Wahrscheinlich ist dieses Signal bei 1746/1737 cm’’ nicht sichtbar, weil nur Him a reduziert
ist. Fiir die Reduktion von Ham a3 konnten offenbar nicht mehr ausreichend Elektronen vom

Rutheniumkomplex zur Verfiigung gestellt werden.
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Anhang B

CO Photolyse an Rinderherz-Oxidase im Vergleich zu Paracoccus denitrificans

Oxidase; Differenzspektren

Neben den in Kapitel 3 untersuchten bakteriellen Oxidase Systemen wurde auch CO
Blitzphotolyse am mitochondrialen System aus dem Rinderherzen gemacht. In Abbildung B-
1 ist das Ergebnis der P. denitrificans Oxidase gegeniibergestellt. Man sieht die typischen CO
Banden: von 1951 ¢cm’! bis 1982 cm™ am Him az gebunden; nach der Photolyse: von 2043
cm” bis 2077 cm™ am Cug gebunden. Auch hier zeigen sich Unterschiede sowohl in der
Banden-Anzahl als auch in der Position. Fiir die CO Konformere aus dem Rinderherzen ist
im Bereich von pH=6 bis pH=8 kein Unterschied in der Population der CO Konformere
auszumachen.

Fiir eine genauere Diskussion vgl. die entsprechenden Kapitel zur Gegeniiberstellung der

bakteriellen Oxidasen (Kapitel 3.1 und 3.2).

0,002 | _
5 N § Rinderherz
o 3 @
NS
(V]
0,000 -
S (o] o
= N S Paracoccus
o o « .
5 « denitrificans
[%2]
a
< 0,002 -
<
-0,004 - &
»
: , : , : , :
2100 2050 2000 1950 1900

Wellenzahl /cm™

Abbildung B-1: Vergleich der ,, hell iiber dunkel” FT-IR Differenzspektren der vollreduzierten, CO
vergifieten aas; Cytochrom ¢ Oxidasen aus Rinderherz und P. denitrificans bei 140 K, pH=S8. Gezeigt
ist die IR-Region, in der die C O Schwingung absorbiert. Negative Banden reprdsentieren CO
gebunden an Hdm ajs , positive(nach der Photolyse) die Bindung an Cup
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Abbildung B-2: Vergleich der ,, hell iiber dunkel FT-IR Differenzspektren der vollreduzierten, CO
vergifieten aa; Cytochrom ¢ Oxidasen aus Rinderherz und P. denitrificans sowie ba; und caa;
Oxidase aus T. thermophilus bei 140 K, pH=8. Gezeigt ist die IR-Region, in der protonierte C=0
Moden von Aspartat- und Glutamat- Seitenketten absorbieren.

Ein interessantes Merkmal in Abb. B-2 ist ein negatives Absorptionssignal bei 1737 cm™ fiir
Rinderherz Oxidase, welche fiir andere hier untersuchte Oxidasen bei dieser Temperatur
nicht auftritt. Dieses Signal wird im charakteristischen Spektralbereich fiir C=0
Schwingungen von protonierten Asp- oder Glu- Aminosduren-Seitenketten beobachtet. Diese
Moden zeigen Protonen-Transfer-Prozesse zu/von diesen Resten oder Verdnderungen in der
unmittelbaren Umgebung einer schon protonierten Gruppe an. Hinsichtlich der Ahnlichkeiten
von P. denitrificans Oxidase und Rinderherz Oxidase ist dieser markante Unterschied
bemerkenswert.
Eine zusitzliche Mode bei 1714 cm™ fiir die caas; Oxidase aus T. thermophilus verweist
vermutlich ebenfalls auf einen solchen COOH-Rest, der entweder seine Entsprechung zum
1737 cm’ Signal aus Rinderherz hat, oder einen Aminosdurenrest repridsentiert, der in
Rinderherzoxidase nicht angesprochen wird.
Im Fall der bas Oxidase sind in diesem Bereich nur kleine Absorptionsmoden zu beobachten,
die jedoch bei Deuterierung ein Verschiebung von 1,5-2 cm™ (vgl. Kap. 3.1.3) aufweisen.

Als Schluf3folgerung ergibt sich daraus, dafl in der Nihe des Reaktionszentrums in
allen Oxidasen Asp oder Glu-Aminosduren vorkommen, die jedoch in eine deutlich

unterschiedene Umgebung eingebettet sind, bzw. sich an anderen Positionen befinden.
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Anhang C

Temperaturen, fiir die CO Riickbindungskinetiken bestimmt wurden und daraus

ermittelte Relaxationszeiten 7 fiir die Arrhenius-Darstellung der entsprechenden Oxi-

dasen

Angefiihrt sind die entsprechenden Temperaturen und die ermittelten Relaxationszeiten fiir

die CO Riickbindung an die verschiedenen hier untersuchten Cytochrom ¢ Oxidasen. Diese

Daten wurden gemif3 Gln. 3.3 aufgetragen und aus dem Arrhenius Plot die thermodyna-

mischen Parameter ermittelt.

Paracoccus denitrificans aaz Oxidase

Temperatur 1 [s] fiir 1974 cm™ 1 [s] fiir 1965 cm™ T [s] fiir 1955 ecm™
168,6 --- --- 342,78
178,5 112,31 273,77 120,32
179,9 181,77 368,88 150,46
189,2 30,77 101,96 39,30
202,3 4,29 12,51 7,45
218,9 --- 1,71 1,10
230,3 0,57 0,36 0,33
240,2 0,36 0,22 0,26
268,1 0,09 0,09 0,07
277,8 0,13 0,08 0,12
293,3 0,03 0,07 0,10

Thermus thermophilus ba; Oxidase

Temperatur 7 [s] fiir 1983 cm™ 1 [s] fiir 1974 cm™ T [s] fiir 2053 cm™
210 2385,6 2290,72 2231,71
232 113,39 116,58 113,87
263 1,27 7,86 7,54
268 4,09 4,16 4,15
280 1,22 1,23 1,21
290 0,32 0,31 0,32
300 0,14 0,13 0,14
310 0,07 0,06 0,06

Thermus thermophilus caa; Oxidase
Temperatur 7 [s] fiir 1974 cm™ 1 [s] fiir 1957 cm™ Mittelwert t [s]
180 1640,9 1566,85 1603,9
210 50,88 50,3 52,6
231 2,19 2,24 2,21
242 1,03 0,95 0,99
260 0,30 0,28 0,29
268 0,95 0,33 0,64
280 0,17 0,17 0,17
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Anhang C

Struktur verschiedener Him - Typen

[Quelle: http.//metallo.scripps.eduw/PROMISE/HAEMMAIN. himl]
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Anhang D

Aminosiuren

Die 20 (+2) Aminosduren unterscheiden sich einzig im Rest R, dessen Struktur, Grosse,
Polaritit, elektrische Ladung und damit auch Wasserloslichkeit variiert. Damit unterteilt man
Aminosduren nach den chemischen Eigenschaften der Seitenkette in fiinf Hauptklassen:

unpolare und aliphatische, aromatische, polar-ungeladene, polar-negativ geladene und polar-
positiv geladene.

Aminosauren mit wdrophoben Resten

COoH COoH CooH CiooH COoH
Hahd —tl:—H Hah —tl:—H Heh —-%: —H Hel—6—H HQN—'IG—H
oH CHp H—C—GH; CHy GHp
e’ ok o e e
He oM Lo :5
CHs
Walin Laucin Izoleucin Methionin Phe;lgéalanin
il Leu lle Met

Aminosauren mit hydrophilen Resten

[olalall] COOH CiooH COoH COoH CioH
|
HEN—é—H I-bN—c|3—H HQN_J;—H HaM—I —H H;:N—CID—H H;-_uN—(ID—H
|
(-IHJHE CHg ?'_b CHa ?HE ?HE
cI:He CHp J;—N cHa chy
PN I kS I I
. S I
. Hebl” i HiZ— N
As'g;mgm Glutarminsfure PR H ?HE TH‘-
Glu P Histidin P, (|3=NH
Hiz . MHz
Faure Aminossuren Lysin
[olals’ COoH COoH GOOH 'arg .
|
Hatl —C—H Holl—G—H  HpM—C—H Hzh—t:—H
fl?Ha (IJHE H—C —oH H—é—OH Baszizche Aminosduren
| | I
GOOH SH H CHz
Asparaginséure Cystein Sgn‘n Thre onin
D Cys & Thr GOOH COCH
Hz —-;I‘ —H HEN—<|3 —H
G '~|’»‘Ha
e
A
Meutrale & minosauren |
H
COoH
COOH L CO0H CH Tryptophan
I | | ol — G —H Tyrosin Trp
| HE"'H’\G =y | Tyt
GHz Fa H
Alarin Prolin Glycin ) N
s Fro Gly aromatische Aminosauren

Abbildung D-1: Die 20 Aminosduren
[Quelle: http://www.merian.fr.bw.schule.de/Beck/skripten/bilder/!aminoac.gif]
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Aktuelle Fufnote:

Der 1986 entdeckte und in der DNA codierte 21. EiweiB3baustein, das Selenocystein
(Abbildung D-2a), kommt zwar nur in wenigen Proteinen vor, lidsst sich aber in vielen
Organismen bis hin zu Sédugetieren finden. Bis heute sind ca. 20 eukaryotische Seleno-
proteine bekannt, bei denen Selen in Form der Aminosidure Selenocystein vorkommt. Die

Existenz weiterer Selenoproteine wird jedoch angenommen.

Gﬁ-: & (o : NHy
HM —-::: —H H"‘m. ;-’l G _OH
SH i H
SIE I\«*’ " 0
a) b)

Abbildung D-2: a) Die Aminoscduren Selenocystein und b) Pyrrolysin

Als aktuellen Neuzugang fand man das Pyrrolysin (Abbildung D-2b), das Hao et al. (2002) in
der Mikrobe Methanosarcina barkeri fand, die im Verdauungstrakt von Rindern lebt. Das

Archaebakterium zersetzt organische Verbindungen und produziert dabei Methan.
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Glossar

Chinol = Hydrochinon
Chinon

COX
Cytoplasma/cytosolisch
EDTA

Eubakterium

Eukaryot

FAD
FT-IR Spektroskopie
gram-negativ

hell iiber dunkel
Differenz-Spektrum
kanonische Oxidase

Mutante

NAD

ortsgerichtete Mutation

periplasmatische Seite
Prokaryont
prosthetische Gruppen

Kinetisches
Lochbrennen

thermophile Bakterien

VIS

stark reduzierende organische Verbindung (protoniertes Chinon)
Oxidationsprodukt aromat. Verbindungen mit Doppelbindungssystem;
Oxidationsmittel

Cytochrome ¢ Oxidase

die Seite der Zellmembran, die dem Zellkern zugewandt ist
Ethylendiamintetraessigsdure; wird hier als Quencher = Elektronendonor
verwendet

eine bestimmte Klasse von Prokaryoten (wie Archae-Bakterium)
Organismen, deren Zellen durch einen typischen Zellkern charakterisiert
sind, der die Erbinformation (DNA) enthidlt; enthdlt zusitzlich
Mitochondrien, die ebenfalls DNA besitzen

Flavin Adenin Dinucleotid

Fourier-Transform Infrarot Spektroskopie

Methode zur Charakterisierung von Bakterien. Durch Féarben und Entfirben
konnen grammegative und grampositive Bakterien unterschieden werden;
grampositiv (d.h. den Farbstoff festhaltend)

Absorptionsspektrum vor der Reaktion wird vom Absorptionsspektrum nach
der Reaktion (Photolyse) subtrahiert

bezieht sich eigentlich auf ,kanonische Aminosdure-Reste” = essentielle
Aminosduren; sind in den wichtigsten Mitgliedern der Oxidase-Familie
konserviert

Eine Mutation kann durch Angabe der nativen Aminoséure und ihre Stellung
in der Polypeptidkette, sowie durch die statt ihrer neu eingefiigten
Aminosdure genau spezifiziert werden. So wird der Ersatz der Aminosdure
Argingin an Position 473 durch Lysin als Argd473Lys oder in der
Kurzschreibweise als R473K bezeichnet.
Nikotinsdureamid-adenin-dinukleotid, Koenzym wasserstoffiibertragender
Enzyme des Energiestoffwechsels z.B. der Atmungskette und der Glykolyse
ein Eingriff in ein Enzym an einer definierten Aminosédure, die durch eine
andere Aminosiure ersetzt wird:

Je nach Forschungsgebiet mit dem Ziel, Einflu3 zu nehmen

auf die Struktur — Proteinfaltung,

auf die Funktion (Molekularbiologie, Biochemie) — Aktivititsmessungen

als Marker (Infrarotspektroskopie) — keine Storung

die Seite der Zellmembran, die auf der vom Zellkern abgewandten Seite liegt
(,,Auflen)

Organismen, deren Zellen keinen durch eine Membran getrennten Zellkern
aufweisen. Die DNA schwimmt frei im ,,Inneren‘

werden in Proteine eingebaut, sind nicht aus Aminosiduren zusammengesetzt
und nicht in der DNA codiert; z. B. Hime

Die  Absorptionsbande  fiir ein  Protein-Ensemble  ist  durch
Strukturheterogenitit inhomogen verbreitert; nach Anregung mit Laserlicht
binden die Uberginge mit den kleinen Barrierenh6hen schneller zuriick.
diese Bakterien wachsen bevorzugt bei hohen, eigentlich unphysiologischen
Temperaturen (~75 °C)

,,visible® = Spektrum im sichtbaren Spektralbereich
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