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Zusammenfassung

Azotobacter vinelandii ist ein den Luftstickstoff bindendes Bodenbakterium, das sich von anderen Stick-
stofffixierern dadurch unterscheidet, dass es Molybdén in einem speziellen Protein speichert und da-
durch seine Féhigkeit zur Mo-abhéngigen Stickstoffbindung auch bei extremem Mo-Mangel aufrecht-
erhalten kann. Mit einem auf friher veréffentlichten Methoden beruhenden, verbesserten Anreiche-
rungsverfahren wurde dieses Mo-Speicherprotein isoliert als o,,-Oktamer mit Untereinheiten von
28,2 bzw. 29,2 kg/mol und einer Gesamtmolmasse von 230 kg/mol. Die Gene fir die Untereinhei-
ten konnten identifiziert werden, die daraus Ubersetzte Aminosduresequenz zeigt, dass einerseits das
Mo-Speicherprotein mit keinem anderen bekannten Mo-Protein verwandt ist, andererseits jedoch in
Rhodopseudomonas palustris vermutlich ebenfalls ein bisher unerkanntes, gleichartiges Mo-
Speicherprotein vorliegt. Anhand der Aminoséduresequenz wurden mutmaBliche Merkmale der dreidi-
mensionalen Struktur abgeleitet. Mittels Réntgen-Kleinwinkelstreuung wurde die Guflere Form des Pro-

teinmolekils bestimmt.

Die Speicherkapazitat betrdgt mindestens 90 Mo-Atome je Proteinmolekil. Réntgenabsorptions-
Feinstruktur-Spektroskopie (EXAFS) zeigte, dass im Protein ein mit Heptamolybdat strukturell verwand-
ter Molybdén-Sauerstoff-Cluster vorliegt. Sowohl von seiner Aminosduresequenz als auch von der
Struktur der Mo-Komponente her stellt das Mo-Speicherprotein einen véllig neuen Typ von Molyb-

doprotein dar.

Die Arbeit wird ergénzt durch einen theoretischen Teil, in dem ein Uberblick tber die mit dem Thema
am engsten verknipften Wissenschaftsbereiche gegeben wird. Im Vordergrund stehen dabei die bio-
logische Speicherung von Metallen, die Eigenschaften von Molybdat(Vl) bindenden Proteinen, sowie

die Chemie von Molybdat(Vl) in wéssrigen Lésungen.



Abstract

Azotobacter vinelandii is a diazotrophic soil-dwelling bacterium distinguished from other diazotrophs
by its capability of storing Mo in a special storage protein which ensures Mo-dependent nitrogen fixa-
tion even under conditions of extreme Mo scarcity. By an improved purification protocol based on
methods from earlier publications, this storage protein was isolated as an o,f,-octamer with subunit
masses of 28.2 and 29.2 kg/mol and a total molecular mass of 230 kg/mol. The genes of the o and
B subunits were identified, their amino acid sequences reveal that the Mo storage protein is not re-
lated to any other known molybdoprotein. On the other hand it is likely that a similar hitherto unrec-
ognised storage protein occurs in Rhodopseudomonas palustris. Putative features of the three-
dimensional structure were deduced from the amino acid sequence. The protein shape was deter-

mined by small-angle X-ray scattering.

Each protein molecule can store at least 90 Mo atoms. Extended X-ray absorption fine structure spec-
troscopy identified a heptamolybdate-related molybdenum-oxygen cluster bound to the Mo storage
protein. According to its amino acid sequence as well as to the structure of its Mo component the Mo

storage protein represents a novel type of molybdoprotein.

The experimental results are put into context by a brief review of the most closely related fields of sci-
ence, focussed on biological metal storage, characteristics of molybdate(Vl)-binding proteins, and the

chemistry of molybdate(VI) in aqueous solutions.
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1 Einleitung

1.1 Stickstoff und Molybddn

Stickstoff ist vermutlich der gréfite Faulpelz unter den chemischen Elementen. Am liebsten [immelt er
sich als Gas in elementarer Form herum, je zwei Atome durch eine Dreifachbindung innig aneinander
gebunden und fur nahezu alle GuBeren Einflisse unzugénglich, eine Form, in der er vollkommen nutz-
los ist. Wann immer er auf andere Weise, chemisch an andere Elemente gebunden und dadurch fior
allerlei Aufgaben aktiviert vorliegt, fihlt er sich unwohl und nutzt die erste bei einer chemischen Reak-
tion sich bietende Gelegenheit, um sich seiner lastigen Pflichten zu entledigen und als elementares

Gas zu entfleuchen.

Das wirde nicht weiter stéren, wenn er, wie die Edelgase, zu keiner nitzlichen Arbeit féhig wére. Das
Gegenteil ist aber der Fall, der Driickeberger ist hoch begabt und in Lebewesen ebenso wie in Labor
und Technik werden seine besonderen chemischen Fahigkeiten andauernd benétigt. Daher das Para-
dox, dass die Chemie auf unserem Planeten von sténdigem Mangel an Stickstoff gepragt ist, obwohl
doch seine Atmosphére zu vier Finfteln aus eben diesem besteht. Um die Menschheit wére es heute
etwas anders bestellt, wenn sie nicht Anfang des 20. Jahrhunderts eine Methode entwickelt hétte, das
schlafmitzige Element mit gewaltigem technischen Aufwand zur Arbeit zu treiben. Das Leben auf der
Erde sdhe durftig aus, héatten nicht einige Bakterien die Fahigkeit entwickelt, auf in ihrer Art kaum we-
niger aufwandige Weise den Stickstoff in ihren Dienst und damit letztendlich in den Dienst allen Le-

bens zu zwingen.

Es ist hier nicht der Ort, ausfihrlich Uber biologische noch Gber technische Stickstofffixierung zu refe-
rieren'. Es geht in dieser Arbeit um das Metall Molybdén, mit dem jedoch der natirliche Kreislauf des
Stickstoffs im Okosystem Erde eng verbunden ist. Im Jahre 1930 wurde erstmals belegt, dass die bak-
terielle Stickstofffixierung auf Mo angewiesen ist?. Die Verbindung reicht jedoch noch weiter: in jedem
der Hauptwege des biologischen Stickstoffkreislaufes ist an irgendeiner Stelle ein Mo-abhéngiges En-
zym beteiligt (Abbildung 1.1). Dies ist vermutlich kein Zufall: als die Photosynthese freien Sauerstoff in
der Atmosphdre erscheinen lief}, ermdglichte dies erst den heutigen Stickstoffkreislauf mit seinen Re-
doxreaktionen, gleichzeitig wurde das zuvor als Molybdansulfid praktisch wasserunldsliche Mo als
leicht 18sliches Molybdat MoO,* biologisch verfugbar. Aus dem selben Grund ist Mo im natirlichen

Kreislauf des Schwefels in dhnlicher Weise beteiligt.

Die vorangegangenen Absditze sollten verdeutlichen, wie bedeutend Mo in der belebten Natur ist. Ei-

nige Chemiker und Biologen bezeichnen Mo als "nicht unverzichtbares" Bio-Metall, weil unter

1 Es liegt reichlich Literatur zu diesem Thema vor. Eine knappe, leider nicht mehr ganz aktuelle Ubersicht iiber den biologischen
Prozess geben z.B.: Erfkamp/Miller 1990. Ausfihrlicher: Stacey 1992.

2 Bortels 1930. Interessanterweise kam Bortels auf die Idee, es mit Mo zu versuchen, weil Mo bei der technischen Stickstofffixie-
rung nach Haber/Bosch als Katalysator geeignet ist.



"optimalen Wachstumsbedingungen" die von ihnen untersuchten Organismen keines der Mo-haltigen
Enzyme bendtigen. Dies ist eine Sichtweise, die meines Erachtens doch all zu sehr auf das Labor be-
zogen ist, in dem Chemikalien von Merck und Strom aus der Steckdose auf Wunsch jederzeit "optima-
le Wachstumsbedingungen" gewdhrleisten. Allerdings ergeben sich in der Tat eher selten Schwierigkei-
ten fir einen Organismus aufgrund fehlenden Molybdéns. Verglichen mit z.B. Eisen werden von Mo
nur winzige Mengen benétigt. Zu Knappheit kann es in Erdbéden besonderer Zusammensetzung
kommen, sowie bei starkem Wachstum und damit Konkurrenz von Mo-aufnehmenden Pflanzen

und/oder Mikroorganismen?®.

Atmosphare
N2

Stickstofffixierung
Nitrogenase

Denitrifizierung
Dissimilatorische
Nitrat-Reduktase

Nitratassimilation
Assimilatorische
Nitrat-Reduktase

: -
Biomasse Boden und Wasser
NRs =g NOs~
Nitrifizierung
Nitrit-Oxidoreduktase
Stickstoff-Ausscheidung

Xanthin-Oxidase

Abbildung 1.1: Molybddanhaltige Enzyme im naturlichen Stickstoffkreislauf.#

1.1.1 Das Molybddn-Speicherprotein: bisheriger Forschungsstand

Zahlreiche Proteine in Azotobacter-Zellen binden Molybdén und sind in irgendeiner Weise an Auf-
nahme, Transport oder Verarbeitung von Mo, oder Regulation der entsprechenden Gene beteiligt
(Kapitel 2.3). Bei den umfangreichen, von der Erforschung der N,-Fixierung angeregten Untersuchun-
gen zur ldentifizierung und Charakterisierung dieser Proteine geriet eines irgendwie in Vergessenheit,
namlich das Molybddan-Speicherprotein, kurz auch als MoSto bezeichnet®. Dies ist um so erstaunli-
cher, als es sich um ein ungewdhnliches Protein handelt, nach bisherigem Wissensstand verfigt aufler

Azotobacter kein anderer Mikroorganismus Uber eine analoge Méglichkeit zur Speicherung von Mo-

3 Pau/Klipp/Leimkohler 1997, 1.
4 hach: Stiefel 2002, 8, modifiziert und ergénzt.
5 Die Kurzbezeichnung wurde eingefihrt in: Allen &al.1999.



lybd@n®. Zwar wird MoSto in vielen Verdffentlichungen erwdhnt, jedoch stets nur am Rande. Entspre-
chende Zitate beziehen sich nahezu ausschlief3lich auf einen Aufsatz, der bereits 1981 erschien und
als bisher einzige Arbeit die Isolierung und ansatzweise biochemische Charakterisierung des Speicher-

proteins beschreibt.”

Jene Arbeit ist eine vergleichende Untersuchung zum Molybdan-Stoffwechsel der beiden stickstofffixie-
renden Bakterien Klebsiella pneumoniae und Azotobacter vinelandii. Wéhrend Klebsiella pneumoniae
Molybdén nur dann in gréfBeren Mengen aufnimmt, wenn es fir die Stickstofffixierung benétigt wird,
ist die Aufnahme bei Azotobacter vinelandii vollkommen unabhéngig davon, ob als Stickstoffquelle die
Luft oder geléste Ammoniumsalze dienen. Wurden ohne Mo angeziichtete Zellen in ein Nédhrmedium
mit Mo gebracht, so nahmen die Zellen unabhéngig vom Angebot an gebundenem Stickstoff binnen
einer Stunde das gesamte vorhandene Molybdén auf, wihrend das stickstoffbindende Enzymsystem
seine maximale Akfivitét erst nach 2-3 Stunden erreichte (selbstredend nur bei Abwesenheit von Am-
moniumsalzen)®. Offensichtlich wurde also ein GroBteil des Molybdédns (bei den "NH,*-Zellen" alles)
nicht verbraucht, sondern mit einem speziellen Mechanismus gespeichert. A. vinelandii reicherte unter
den beschriebenen Bedingungen selbst dann Mo aus dem Néhrmedium an, wenn durch Chlo-
ramphenicol die Proteinsynthese in den Zellen blockiert wurde. Die Autoren schlossen daraus, dass
die an Transport und Speicherung beteiligten Enzyme konstitutiv gebildet werden, ihre Produktion also

nicht durch das Angebot an Mo oder gebundenem Stickstoff reguliert werde.

Das Speicherprotein wurde aus "NH,-Zellen" und "N,-Zellen" extrahiert und jeweils in drei Schritten
angereichert, mit einer Anionenaustauschchromatographie, einer Ammoniumsulfatfraktionierung und
einer Gelfiltration. In einer SDS- und einer nicht-denaturierenden Gelelekirophorese erwiesen sich
beide Préiparate als identisch. Im SDS-Gel bildete das Protein zwei gleich starke Banden, aus deren
Positionen molare Massen von 21 bzw. 24 kg/mol ermittelt wurden. Die Masse des nativen Proteins
lieB sich anhand des Elutionsprofils der Gelfiltration grob zu etwa 100 kg/mol abschétzen®. Die Ana-
lyse des gereinigten Proteins ergab einen Molybdéngehalt von 161 umol je g Protein. Aufgrund dieser
Befunde sahen die Autoren das Speicherprotein als Tetramer vom Typ o,B, an, mit einer Masse von
90 kg/mol und 15 gebundenen Mo-Atomen je Proteinmolekil. Allerdings beobachteten sie auch,
dass im Verlauf der Aufarbeitung das Protein Mo in einer niedermolekularen Form freisetzte, vermut-
lich als Molybdat. Demnach dirfte das natirliche Protein in der Zelle mehr als jene 15 Atome Mo
enthalten. Durch einfache Inkubation mit 1 mM Molybdat lie sich der Mo-Gehalt des isolierten Pro-

teins jedoch nicht erhdhen®. Insgesamt speichert das Bakterium auf diese Weise mehr als das

s gibt allerdings Vermutungen, dass andere Organismen ebenfalls Uber Mo-Speichersysteme verfigen, siehe Grun-
den/Shanmugam 1997, 350; und Thiel/Pratte/Zahalak 2002, 53f.

7 Pienkos/Brill 1981.
8 Pienkos/Brill 1981, 745.

% 1n einigen vorhergegangenen Veréffentlichungen gaben dieselben Autoren die Molmasse allerdings als "on the order of
200,000 daltons" an. Pienkos/Shah/Brill 1980, 393.
19 Pienkos/Brill 1981, 748f.



25-fache der Molybdénmenge, die es fir maximale Nitrogenaseaktivitét benstigt'?, d.h. A. vinelandii
kann bei voll beladenem Speicher bis zu finf Generationen ohne weitere Mo-Aufnahme mit der kon-

ventionellen Nitrogenase Stickstoff fixierend wachsen.

Bereits in der Arbeit von 1981 sind Ergebnisse erwéhnt, die belegen, dass A. vinelandii ein Wolfram-
Analoges des MoSto bildet, wenn das Né&hrmedium Wolframat an Stelle von Molybdat enthélt. Einige
spatere Arbeiten bestdtigten diesen Befund'?, isoliert oder gar genau untersucht wurde dieses "WSto"
aber niemals. Hingegen bildet sich kein Vanadium-Analoges beim Wachstum von A.v. in Molybdat-

freiem, Vanadat-haltigen Medium'®.

Bei einer viel spater durchgefihrten Untersuchung zur Biosynthese des Nitrogenase-Cofactors ('Fe-
MoCo") wurden auch Informationen ber den Einbau von Mo in MoSto erhalten'. Zellfreie, durch
G25-Gelfiltration von niedermolekularen Substanzen befreiten Extrakte von A. vinelandii wurden mit
?Mo-markiertem Molybdat und verschiedenen Zusatzstoffen inkubiert und nach nicht-denaturierender
Elektrophorese die markierten Proteine im Gel autoradiografisch detektiert. Es zeigte sich, dass der
Zusatz von ADP oder ATP fir den Einbau von radioaktivem Mo in das Speicherprotein erforderlich
war, allerdings konnte nicht festgestellt werden, ob das Nukleotid fir den Einbau selbst erforderlich ist,
oder den Ausbau von bereits gebundenem Mo bzw. W erméglicht und damit Plétze zur Bindung von
Molybdén aus der Lésung schafft. Aus derselben Arbeitsgruppe stammt der paradox anmutende Be-
fund, dass die Menge des in MoSto eingebauten Molybdéns beim Ubergang zu stickstofffixierendem

Wachstum ansteigt!®.

Auch in unserem Arbeitskreis wurde dem Speicherprotein bisher nur im Rahmen vergleichender Unter-
suchungen an mehreren Organismen und verschiedenen Molybdoproteinen Aufmerksamkeit ge-
schenkt'®. Dabei wurde die Verteilung des Molybdéns innerhalb der Zellen auf verschieden Proteine
mit Mo-TDPAC-Messungen'” untersucht. Die TDPAC-Spektren von ganzen A.-vinelandii-Zellen, die
unter Nitrogenase-reprimierenden Bedingungen angezogen worden waren, sowie von zellfreien Ex-
trakten, aus denen man niedermolekulare Verbindungen mit einer G-25-Gelfiltration entfernt hatte,
wiesen Ahnlichkeit mit dem Spektrum von Heptamolybdat auf, was die Vermutung nahelegte, dass
das Molybdén im MoSto in Form eines Polyoxomolybdat-Clusters vorliegt. Der Versuch, das Ergebnis
mit Uber eine DEAE-Anionenaustauscherséule angereichertem MoSto zu reproduzieren, scheiterte. An

den Mo-haltigen Fraktionen lief sich nur das Spektrum freien Molybdats messen (siehe auch 3.2.1.2).

1 Pienkos/Shah/Brill 1980, 393; Shah &al. 1984, 242.
1275, Hales/ Case 1987.

13 Blanchard/Hales 1996, 476.

1% Allen &al. 1999, 15870f.

15 Rubio/Ludden 2002, 127.

16 Moller &al. 1997.

17 Bei diesem Verfahren wird zeitaufgelést die Winkelkorrelation von zwei v-Quanten erfasst, die beim B-Zerfall von Mo zu
%Tc nacheinander abgestrahlt werden. Durch Wechselwirkungen mit der Elektronenhille in der Zeit zwischen den beiden E-
missionen wird diese Winkelkorrelation beeinflusst, was vergleichende Aussagen tber die chemische Umgebung der Mo-
Atome zulésst. Detaillierte Strukturinformationen, wie Bindungsléngen und —winkel, erhélt man dabei aber nicht.



1

1.2 Ziele dieser Arbeit

Meine Aufgabe war zunéchst, die friheren Anreicherungen bzw. Anreicherungsversuche zu reprodu-
zieren und nach Méglichkeit zu verbessern, um damit méglichst einfach gréfiere Mengen intakten Mo-

Speicherproteins zu gewinnen.

Parallel zur Isolierung bzw. an dem isolierten Protein sollten dann méglichst weitgehend die biochemi-
schen Charakteristika des Proteins bestimmt werden: Elutionsverhalten in chromatographischen Ver-
fahren, elektrophoretische Mobilitét, Molmasse und Untereinheitenstruktur, und nach Méglichkeit die
Aminoséuresequenz. Im Laufe der Arbeiten ergab sich zudem die Méglichkeit, das Speicherprotein
mittels Réntgen-Kleinwinkelstreuung zu untersuchen, mit welcher grob die dreidimensionale Struktur

(der Molekilumriss) bestimmt werden kann.

Von héchstem Interesse war aber vor allem der anorganische Bestandteil des Komplexes. Dabei ging
es zundchst ganz einfach um die Anzahl der gespeicherten Mo-Atome. Letztlich war aber das Ziel, die
im Protein enthaltene Mo-Verbindung strukturell zu charakterisieren. Dazu wurde die Réntgenabsorp-

tionsspektroskopie (XAS) angewandt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen werden im Teil 2 ("Ergebnisse und Diskussion") dieser Arbeit aus-
fohrlich beschrieben. Als erstes jedoch méchte ich im theoretischen Teil der Arbeit ('Grundlagen") ei-
nige Themenbereiche der Chemie und Biologie in Form kurzer Ubersichten (ohne Anspruch auf Voll-

stéindigkeit) des derzeitigen Wissensstandes darstellen:
1. die wesentlichen Merkmale des untersuchten Organismus' Azotobacter vinelandii,

2. die bekannten Eigenschaften anderer biologischer Metall-Speichersysteme, in erster Linie natirlich

des Eisenspeicherproteins Ferritin,
3. die Eigenschaften anderer Molybdén-Proteine

4. und schlieBlich die anorganische Chemie der Molybdat-Polyanionen in wassriger Lésung, weil ein
solches Polymolybdat als Kern des Speicherproteins vermutet wird. Da es anscheinend ein Wolf-
ram-Analoges zum MoSto gibt, soll die Chemie der Polywolframate ebenfalls beschrieben wer-

den.

Es handelt sich um diejenigen vier Bereiche, denen das Thema dieser Arbeit am ehesten angehért. Da
sie aber ansonsten kaum jemals gemeinsam behandelt werden dirften, erscheint mir eine solche Dar-
stellung als sinnvolle Ergénzung, um die Einordnung und Bewertung der experimentellen Ergebnisse

zu erleichtern.
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2 Grundlageninformation zum Thema

2.1 Azotobacter vinelandii®

In dem Handbuch "The Prokaryotes" findet man die Familie Azotobacteraceae in der Kategorie
"Gram-negative nicht-sporenbildende aerobe Stébchen und Kokken"?. Sie besteht aus den Gattun-
gen Azotobacter und Azomonas, die sich vor allem darin unterscheiden, dass nur Azotobacter dick-
wandige Mikrozysten als Daverform zum Uberleben bei Trockenheit oder Nahrungsmangel bilden
kann. Es handelt sich um relativ grofie (> 2 um Durchmesser) Bakterien mit entsprechend umfangrei-
cher genetischer und enzymatischer Ausstattung, die keine besonderen organischen Wachstumsfakto-
ren benétigen, sondern sich mit einem Mineralmedium plus einer Kohlenstoff- und Energiequelle zu-

frieden geben.

Zur Gattung Azotobacter zéhlt man derzeit 6 Arten, teils peritrich begeiBelt, teils unbeweglich?®, die
sich weltweit verbreitet im Boden, in Gewdssern oder auch auf Pflanzenbléttern finden. Alle Azotobac-
teraceae sind in der Lage, den Luftstickstoff chemisch zu binden, sie sind oft eng vergesellschaftet mit
Pflanzen, die héchstwahrscheinlich eine lockere symbiontische Beziehung mit den Stickstofffixierern
eingehen. Anscheinend ist aber nur A. paspali mit dem Gras Paspalum notatum auf einen bestimmten

Partner spezialisiert.

Unter den zur Stickstoffbindung beféhigten Bakterien nimmt Azotobacter insofern eine Sonderstellung
ein, als es sich um obligat aerobe Organismen handelt. Das Stickstoff-bindende Enzymsystem, die Ni-
trogenase, wird durch Sauerstoff irreversibel inaktiviert. Bei den meisten Organismen kann daher nur
bei Abwesenheit von Sauerstoff N, gebunden werden, so dass die Zellen wéhrenddessen ihre Energie
anaerob gewinnen missen. Azotobacter ist dazu nicht in der Lage, kann aber durch besonders wirk-
same Enzyme der Zellatmung den unentbehrlichen Sauerstoff effektiv verbrauchen, so dass die jeweils

in der Zelle vorliegende Konzentration an freiem O, die Dinitrogenase nicht gefahrdet?'. Zudem

18 soweit nicht anders angegeben, nach Becking 1992.

19 Diese Einordnung findet sich bereits in [Bergey's Manual 1974, 253.]. Daneben steht ein zweite, neuere Schule der systema-
tischen Bakteriologie, die Azotobacter mit Gber einem Dutzend weiterer Gattungen zur Familie Pseudomonadaceae rechnet,
welche wiederum in die "Gamma-Gruppe" der Profeobacteria eingeordnet ist. [Brands, Sheila J. (comp.) 1989-2004. Syste-
ma Naturae 2000. Amsterdam, The Netherlands. (http://sn2000.taxonomy.nl)], siehe auch [Garrity, G.M.; Winters, M.; Se-
arles, D.B.: Taxonomic outline of the procaryotic genera. Bergey's Manual® of Systematic Bacteriology, Second Edition. Re-

lease 1.0, April 2001].

20 Begeifielt: A. chroococcum (die haufigste Art), A. vinelandii, A. paspali, A. armeniacus. Ohne Geifeln sind A. beijerinckii und
A. nigricans.
Die Zahl der Arten wird verschieden angegeben, eine in [Becking 1992] nicht enthaltene Art ist z.B. Azotobacter salinestris
[Page, W. J.; Shivprasad, S.: Azotobacter salinestris sp. nov., a sodium-dependent, microaerophilic, and aeroadaptive nitro-
gen-fixing bacterium. Int. J. Syst. Bacteriol. 41 (1991) 369-376.]. Die DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH) fohrt zusétzlich noch eine Art namens A. macrocytogenes, sowie zwei Unterarten von A. nigricans, also
insgesamt neun Spezies. Das Mikrobiologie-Lehrbuch von Madigan gibt die Zahl der Azotobacter-Arten ebenfalls mit 9 an
[Madigan, Michael T.: Mikrobiologie. Berlin 2001. S. 529.]. Systema Naturae 2000 weist hingegen bisher nur vier Arten aus
[Brands 1989-2004 (wie in FuBinote 19). (http://sn2000.taxonomy.nl/Main/Classification/429.htm)].

21 [in Nebeneffekt ist, dass Azotobacter dadurch auch bei niedrigem Sauerstoffdruck noch wachsen kann.



verfigen Azotobacter-Spezies Uber ein Schutzprotein, das bei hohem Sauerstoff-Druck an die Nitroge-

nase bindet, das aktive Zentrum abschirmt und so vor Schadigung bewahrt.

Eine weitere Besonderheit ist, dass zu der erwdhnten umfangreichen enzymatischen Ausstattung zwei
Mo-unabhéngige alternative Nitrogenasen gehéren. Andere N,-fixierende Organismen verfigen,
wenn Uberhaupt, neben der Mo-abhéngigen Nitrogenase nur Uber entweder eine Vanadium- oder
eine Eisen-Nitrogenase, Azotobacter hat alle drei Systeme zur Verfugung??. In dem vor kurzem voll-
stéindig sequenzierten Genom von Rhodopseudomonas palustris finden sich allerdings ebenfalls Gene
fur beide alternativen Nitrogenasen??, so dass Azotobacter in dieser Hinsicht nicht mehr wie friher als

einzigartig gelten darf.

Azotobacter vinelandii gehért zu den begeifielten Arten. Unter dem Mikroskop zeigen sich die Zellen
von einheitlicher Gestalt, meist paarweise, aber nicht in gréBeren Gruppen zusammenhéngend??. Es
sind relativ wenige aus der Natur isolierte Stéimme beschrieben, und es scheint, dass A.v. seltener vor-
kommt als andere Azotobacter-Arten. Der in Laboratorien als Wildtyp (auch von mir) verwendete

Stamm OP stammt vermutlich direkt von den ersten 1903 in Vineland (New Jersey) isolierten Zellen

ab.

Die Kolonien auf Agarplatten sind im Aussehen recht unspezifisch, leicht erhaben und in wechselnden
Ockerténen gefarbt. A.v. weist sich bei der Anzucht am augenfalligsten in Flussigkulturen durch einen
gelben, im UV-Licht grin fluoreszierenden |8slichen Farbstoff unbekannter Natur aus, den es aus-
scheidet. Die Verférbung des Mediums bei einer gut gewachsenen A.v.—Kultur ist nach Abzentrifugie-
ren der Zellen unibersehbar. Bei diazotrophem Wachstum und Mo-Mangel soll der Farbstoff nicht

entstehen, sondern statt dessen eine rote Farbung auftreten??.

Tabelle 2.1: Einige Charakteristika von Azotobacter vinelandii?®.

Lebensraum Erdboden, Flachwasserzonen in SUB- und Brackwasser
Temperaturbereich Optimum 20-30°C, mit geringen Einbufen bis 40°C
pH-Bereich Optimum 7,0-7,5; Toleranz 5,5-8,5

G+C-Gehalt 66 mol-% der DNA

charakteristische Unterschiede zu toleriert beim Wachstum 0,1 % Phenol im Medium
anderen Azofobacter-Arten wéchst mit L-Rhamnose als einziger C-Quelle

Als erste Azotobacter-Art wurde 1901 A. chroococcum entdeckt und fand bald das Interesse der Wis-
senschaft aufgrund der Fahigkeit zur Stickstoffbindung und der daraus resultierenden Bedeutung fur

die Landwirtschaft. Zeitweilig wurde die Azotobacter-Anzahl im Boden regelrecht als Maf3

22 Masepohl &al. 2002, 192.
23 | grimer &all. 2004, 57.

2% Bergey's Manual 1974, 2541,
25 Bortels 1930, 339.

26 Becking 1992, 3151-3153.
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fur dessen Fruchtbarkeit angesehen?”. An A. chroococcum und A. vinelandii erfolgte der erste Nach-
weis der Molybdan-Abhdngigkeit der N,-Fixierung?®. Die Méglichkeit, stickstofffixierende Zellen ein-
fach an Luft heranzuziichten, das Vorhandensein beider alternativer Nitrogenasen, sowie rasches
Wachstum und allgemein unkomplizierte Handhabung haben Azotobacter auch fur die Erforschung
der Nitrogenase zu einem bevorzugten Untersuchungsobijekt gemacht. Untersuchungen an den alter-
nativen Nitrogenasesystemen sind allerdings bei A.v. etwas mihselig, da diese erst gebildet werden,
wenn die Zellen véllig an Mo verarmt sind. Gegen eine Mo-Verarmung ist A.v. aber durch das Mo-
Speicherprotein und das effizienteste bekannte Mo-Transportsystem wirksam geschiitzt, so dass erst
nach mehrmaligem Anziehen und Uberimpfen auf sorgféltigst von Mo-Spuren gereinigten Medien die

Zellen alternative Nitrogenasen in ausreichender Menge und Reinheit exprimieren.

2.2 Speicherung von Metallen durch Proteine

Ein Metall-Speicherprotein lsst sich definieren als:

- ein Metalloprotein, in dem das Metall offensichtlich keine strukturgebende, katalytische, ladungs-

Ubertragende oder andere Funktion besitzt und

- dessen Aufgabe nicht die Katalyse einer Reaktion ist, an der das Metall beteiligt ist (Redukti-

on/Oxidation des Metalls, Einbau in einen Cofaktor etc.).

Mit dieser Definition sind alle Speicherungen erfasst, egal ob lang- oder kurzfristig, gleichgiltig ob
das Metall ans Protein locker oder fest gebunden wird?®. Zur genaueren Festlegung wiirde ich noch

folgende Falle unterscheiden:

1. Das Metall wird einfach bei in der Umgebung ansteigender Konzentration eingebaut und bei sin-

kender Konzentration wieder abgegeben, oder

2. das gespeicherte Metall ist dem normalen Zellstoffwechsel entzogen, es kann nur durch Benut-
zung eines besonderen "Schlissels", d.h. durch Einstellung bestimmter Bedingungen verfiigbar

gemacht werden.

Ersteres wirde ich als Puffern der Metallkonzentration, letzteres als Speicherung im engeren Sinne be-
zeichnen ("Puffer-" und "Speicherprotein"). Das "EinschlieBen" des Metalls kann mechanisch durch Um-
hillung der Metallatome mit dem Protein, oder chemisch durch extrem stabile Komplexierung oder

Umwandlung in eine unlésliche Verbindung erfolgen. Ebenso kann der "Schlissel" alles mégliche sein.

Z.B. kénnte ein allosterisch wirkendes Botenmolekil einen Kanal zur Freisetzung des Metalls &ffnen

7 Bortels 1936, 193.

28 Bortels 1930. A. vinelandii ist dort versehentlich als Azotobacter agile bezeichnet (Bortels 1936, darin Funote 1).

29 Sje schlieBt auch Proteine ein, deren Hauptaufgabe der Transport eines Metalls durch einen vielzelligen Organismus ist. Ein
solcher Transport erfordert eine kurzfristige Speicherung, so dass auch ein Metall-Transport-Protein Auskunft Uber mégliche
Funktionsweisen eines Speicherproteins geben kann. Reine Transportproteine wie Transferrin oder Transcuprein werde ich je-
doch in diesem Abschnitt nicht diskutieren.



oder die Affinitét des Proteins zum Metall senken, ein spezieller Chelatligand kénnte in das Protein
eindringen und das Metall herausholen, eine Redoxreaktion kénnte zur Freisetzung erforderlich sein,

oder es kénnte gar eine Protease als "Biichsensffner" das Protein einfach aufschneiden.

2.2.1 Ferritin: das allgegenwadrtige Eisen-Speicherprotein

Eisen ist sicherlich in der Biochemie eines der bedeutendsten Metalle, auf jeden Fall das vielseitigste.
Obwobhl es alles andere als selten ist (vierthéufigstes Element der Erdkruste), ist es nur wenig biover-
fugbar, da es unter einer oxidierenden Atmosphdére bei neutralem pH als praktisch unlésliches Fe''-
Hydroxid vorliegt. Die Schwierigkeiten der Versorgung mit Eisen und seine immense Wichtigkeit be-

dingen die Notwendigkeit eines Speichersystems.

Dariber hinaus ist ein Fe-Speicher noch aus einem weiteren Grund unentbehrlich: freies Fe stellt in
Gegenwart von Sauerstoff ein Zellgift dar. Insbesondere Fe?*, welches aber in der Zelle jederzeit aus
Fe®* durch Reaktion mit Stoffen wie z.B. Ascorbat entstehen kann, katalysiert Reaktionen, bei denen
letztlich elementarer Sauerstoff zu Hydroxylradikalen umgesetzt wird (sog. Fenton-Chemie). Hydroxyl-
radikale greifen alle Biomolekile an, kénnen insbesondere auch DNA-Strangbriiche verursachen.
Daher muss ein aerob lebender Organismus die intrazellulére Konzentration an freiem Fe unbedingt

so niedrig wie méglich halten.

Tabelle 2.2: Uberblick uber die bisher beschriebenen Ferritine3®

nachgewiesen | sequenziert Rontgenstruktur bestimmt for:®!

Saugetiere X X Mensch, Wanderratte, Hausmaus, Pferd

Végel X X

Amphibien X X Ochsenfrosch (Rana catesbeiana)

Fische X X

Insekten X X

Weichtiere X X

Wormer X X Bilharzia-Wurm (Schistosoma mansoni)

Pflanzen X X

Pilze X

Prokaryoten X X E. coli (Bacterioferritin und Ham-freies Ferritin),
Rhodobacter capsulatus, Campylobacter jejuni,
Desulfovibrio desulfuricans, Listeria innocua

30

soweit nicht anders angegeben, nach Harrison/Arosio 1996, 164-167.
31 Harrison/Arosio 1996, und Eintragungen in der Brookhaven Protein Database, Stand 22.10.2003.
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Angesichts der elementaren Bedeutung eines Eisenspeichersystems nimmt es nicht Wunder, dass nicht
nur praktisch alle Organismen Uber ein solches System verfiigen, sondern dass es obendrein immer

das gleiche System ist. Es durfte auf der Erde nur wenige Lebewesen ohne Ferritin geben.

2.2.1.1 Struktur von Protein und anorganischem Kern

Die rédumliche Struktur ist bei allen Ferritinen nahezu dieselbe:

Sekundérstruktur: Helix A — Helix B — lange Schleife — Helix C — Helix D — Helix E

Tertigrstruktur: Die Helices A-D sind etwa gleich lang und lagern sich mit der langen Schleife
zu einem finffachen "Rutenbindel" zusammen, an dessen Ende sich schrég die kirzere Helix E anhef-

tet. Es entsteht eine "Wurst" etwa von 2,5 nm Durchmesser und 5 nm Lénge.

Quartérstruktur: Je zwei Untereinheiten bilden antiparallel verbunden ein Dimer. Zwslf dieser
Dimere lagern sich nach Art eines Rhombendodekaeders zusammen. Das Gesamtmolekil hat Okta-
eder-Symmetrie®?, sofern alle Untereinheiten identisch sind. Es stellt anndhernd eine Hohlkugel dar,
mit 12,5 nm AuBBendurchmesser, 8 nm Innendurchmesser und einer Molmasse um 500 kg/mol. Der
zentrale Hohlraum bietet Platz fir einen Fe"OOH-Kern mit bis zu 4500 Fe-Atomen. Zwei unterschied-
liche Arten von Kanélen, die auf den 3-zéhligen bzw. 4-zéhligen Drehsymmetrieachsen liegen, ver-
binden den Innenraum mit der Umgebung. Als kleine Besonderheit enthalten Bacterioferritine noch

zusatzlich Ham-Gruppen®? jeweils auf der Kontaktflache in der Mitte der erwdhnten Dimere.

Diese Struktur wird durch zahlreiche Wasserstoff- und Salzbricken zusammengehalten und ist dadurch
ungewshnlich bestéindig gegen Hitze (5-10-minitiges Erwdrmen auf 70°C ist ein Ublicher Schritt bei
einer Ferritin-Anreicherung), pH-Anderung (im Bereich 5,4-9,2 keine Stabilitétsprobleme) und denatu-

rierende Agenzien wie Harnstoff oder Guanidiniumchlorid.3*

Die einzige bekannte Ausnahme von dieser Struktur stellt das Ferritin aus Listeria innocua dar, dessen
Untereinheiten die C-terminale kleine Helix E fehlt, und das statt aus 24 nur aus 12 Untereinheiten
besteht. Dementsprechend ist der zentrale Hohlraum kleiner und bietet nur Platz fir (theoretisch) 500
Fe-Atome. Da der Verlauf der Peptidkette in den Untereinheiten (Sekundér- und Tertidrstruktur) weit-
gehend deckungsgleich mit anderen Ferritinen ist, siecht man dieses kleinere Protein trotz der Unter-
schiede als eines von jenen an. Nach Angabe der Entdecker ist L. innocua das einzige bekannte

Gram-positive Bakterium, das Gber ein Ferritin verfigt.®®

32 Punktgruppe O bzw. 432.

3 Genaver: Eisen-Protoporphyrin IX. Bacterioferritine kommen nur bei Bakterien vor, aber nicht alle bakteriellen Ferritine sind
Bacterioferritine. Die Entdeckung, dass Ferritin aus der Pferdemilz Protoporphyrin IX binden kann, an exakt der gleichen Stelle
wie im Bacterioferritin von E. coli, hat die frihere Uberzeugung ins Wanken gebracht, dass es irgendeinen fundamentalen
Unterschied zwischen Hém-freien und Bacterioferritinen gebe. Allerdings ist noch véllig unklar, ob die Bindungsméglichkeit in
vivo genutzt wird. Siehe Harrison/Arosio 1996, 169.

34 Harrison/Arosio 1996, 164-168.
35 |lari &al. 2000. Das L. innocua-Ferritin ist auBerdem nach Sequenz und auch Struktur verwandt mit der Dps-Familie (DNA-
binding proteins from starved cells).



Trotz der fast immer gleichen réumlichen Struktur ist die Aminoséuresequenz &uBerst variabel. Die
beiden unterschiedlichsten von allen bisher bestimmten Sequenzen gehéren paradoxerweise zu ein
und demselben Organismus: das Bacterioferritin und das "normale" Hém-freie Ferritin aus Escherichia
coli haben nur 14% identische Aminosduren. Wéhrend diese beiden, wie alle bakteriellen und pflanz-
lichen Ferritine, nur als Homopolymere auftreten, stellen Ferritine bei Tieren oft Heteropolymere aus
Untereinheiten mit verschiedenen Aminoséuresequenzen dar, wobei je nach dem Gewebe, aus dem
das Ferritin stammt, die Zusammensetzung unterschiedlich sein kann. Die in Wirbeltiererritinen vor-
kommenden verschiedenen Untereinheiten (z.B. zwei bei Sdugetieren, H- und L-Typ, und drei bei Am-
phibien, H-, M- und L-Typ) erfillen offenbar unterschiedliche Aufgaben beim Einbau von Fe in das

Protein (siehe unten).

Ebenso wie die Aminoséuresequenz sind Gréfle, Struktur und Zusammensetzung des anorganischen
Kerns variabel. Zwar handelt es sich im wesentlichen stets um ein Eisen(lll)-oxid-hydroxid-phosphat,
jedoch sind die Anteile der Anionen variabel. Das Eisen/Phosphor-Verhéltnis in nativen Ferritin-Kernen
kann je nach Organismus bis zu 44 betragen (Patellaschnecke) oder auch kaum Uber 1 liegen, wie
bei A. vinelandii, bei dem man den Kern eher als hydratisiertes Phosphat denn als Oxid ansehen
muss. Der Kern kann eine mehr oder weniger geordnete Struktur aufweisen, wobei phosphatreiche
Kerne i.d.R. amorph sind, phosphatarme hingegen nicht zwangslaufig kristalline Struktur haben. Wenn
der Kern kristallin ist, entspricht seine Struktur dem Mineral Ferrihydrit, das die ungeféhre Zusammen-
setzung 5 Fe,0O;- 9 H,O aufweist. Der Wassergehalt von Ferrihydrit ist allerdings variabel, die Struktur
nur anndhernd bekannt und das Mineral ohnehin nur metastabil, es wandelt sich unter Wasserabgabe

in stabile Fe"

-Oxide um. Im Ferritin ist es hingegen offensichtlich stabil, und seine Entstehung wird
durch die Proteinhille erst erméglicht: Unter in-vitro-Bedingungen, bei denen sich in Gegenwart von
Apoferritin Ferritin mit Ferrihydrit-Kern bildet, fallen ohne Apoferritin die Mineralien Lepidokrit und
Goethit (y- und a-FeO(OH)) aus einer Lésung aus. Die Struktur des Kerns wird jedoch nicht allein
durch die Proteinhille gesteuert: Das Bacterioferritin aus A. vinelandii enthélt nach Entfernung des
amorphen phosphatreichen nativen Kerns und in-vitro-Rekonstituierung einen kristallinen Ferrihydrit-

Kern. Gerade der Phosphatgehalt héngt von der Zusammensetzung des Mediums ab, in dem der

Kern entsteht: wenn reichlich Phosphat vorhanden ist, wird es auch eingebaut.3¢

2.2.1.2 Funktion und Regulation

Die Funktionsprinzipien von Ferritin sind mihselig zu untersuchen und die experimentellen Befunde
schwer zu inferpretieren wegen der Vielzahl von Ferritin-Untertypen mit unterschiedlicher Sequenz, und
weil bei jedem Typ eine Unzahl méglicher Metallbindungsstellen intra- und intermolekular um Fe kon-

kurrieren kdnnen.

36 Chasteen/Harrison 1999, 184f.; Harrison/Arosio 1996, 171.
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Obwohl der Kern Fe der Oxidationsstufe +3 enthdlt, werden Fe**-lonen nur in geringem Maf3e von
Apoferritin aus einer Lésung aufgenommen. Mit Fe'-Salzen in Gegenwart von O, erfolgt hingegen

glatt die Rekonstitution zum Holoferritin. Die Oxidation von Fe?*
4Fe?" + O, + 4H" = 4Fe*" + 2H,0 (1)

ist eigentlich in neutraler Lésung kein thermodynamisch beginstigter Prozess, das Gleichgewicht wird

aber durch Ausfallen der praktisch unléslichen Eisen(lll)-oxid-hydroxide gestért,
4Fe®* + 8H,0 — 4FeOOH! + 12H* 2)
so dass fir die Gesamtreaktion (3) das Gleichgewicht klar auf der rechten Seite liegt.

4Fe*" + O, + 6H,0 — 4FeOOH! + 8H* (3)

Reaktion (3) lauft unter oxidierenden Bedingungen in jeder Lésung von Fe?*-lonen ab, die Bildung
von Ferritin-Kernen ist jedoch wesentlich schneller als die einfache Ausféllung von "anorganischem"
FeOOH in Abwesenheit von Apoferritin. Das Protein katalysiert zum einen die Oxidation des Fe?*,
zum anderen wird héchstwahrscheinlich die Kristallkeimbildung erleichtert durch Fe-bindende anioni-

sche Aminosdureseitenketten auf der Innenwand der Proteinhohlkugel.®”

Als Ort der Fe?*-Bindung und -Oxidation wurden zunéchst die 3-zdhligen Kandle angesehen, die
i.d.R. mit hydrophilen Gruppen ausgekleidet sind. Diese Hypothese zerschlug sich, als entdeckt wurde,
dass bei den Saugetierferritinen nur die H-Typ-Untereinheiten die Fe?"-Oxidation katalysieren, denn
gerade im Bereich der 3-zdhligen Kandle ist die Sequenz von H- und L-Untereinheiten gréfitenteils
konserviert. Bei genauerer Untersuchung der H-Untereinheit wurde ein zentraler hydrophiler Bereich
entdeckt, in dem als erste Zwischenstufe bei der Rekonstitution zwei Fe®*-lonen als u-Oxo-verbricktes
Dimer gebunden werden. Die Bindung der beiden Eisenatome erfolgt durch ein oder zwei Histidine
und mehrere Glutamate, wobei ein Glutamatrest verbriickend bindet. Ahnliche Zwei-Eisen-Zentren
finden sich als aktive Zentren in gewissen Oxidoreduktasen, im Ferritin ist der Zweck jedoch nicht die
Oxidation irgendeines Substrates, sondern des Eisens selbst (Ferroxidase-Aktivitét). Daher ist hier das
Fe3*-Dimer weniger stabil als in jenen Oxidoreduktasen, die Fe-Atome dissozieren relativ leicht ab
und machen den Platz fur eine erneute Oxidation frei. Hochstwahrscheinlich werden zwei Fe?* in ei-
nem Zweielektronenprozess oxidiert, anschlieBend missen beide Eisenatome das Ferroxidase-Zentrum
verlassen, damit die Reaktion erneut statfinden kann. Das Oxidationsmittel O, wird vermutlich als
H,O, abgegeben, in Versuchen mit 8O, wurde bewiesen, dass es nicht in den neu entstehenden Kern

eingebaut wird.3®

Die L-Untereinheiten der Wirbeltiererritine sind die einzigen bekannten Ferritinuntereinheiten ohne

Ferroxidase-Aktivitat, und L-Typ-Homopolymere nehmen in vitro praktisch kein Fe?* auf.??

37 Harrison/Arosio 1996, 172.
38 Harrison/Arosio 1996, 174-177. Chasteen/Harrison 1999, 190.

39 Die Kerne von L-Typ-Homopolymere entstehen nur durch die langsame Aufnahme von Fe®*. Menschliches Serum-Ferritin ist
ein Beispiel fir ein natirliches L-Homopolymer.
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Die Aufgabe der L-Untereinheiten in Heteropolymeren ist vermutlich vor allem, die FeOOH-Cluster-
Keimbildung und -Kristallisation zu erleichtern. Dazu verfigen sie Gber eine verglichen mit dem H-Typ
groBere Anzahl saurer Aminosdureseitenketten auf der ins Innere der Ferritin-Hohlkugel gerichteten
Seite. Empirisch findet man bei L-reichen Heteropolymeren gréfiere und regelméfiger aufgebaute

Kerne als bei H-Typ-Homopolymeren.2°

Ist erst einmal ein kleiner FeOOH-Cluster entstanden, kann Reaktion (3) auch oberfléchenkatalysiert
an diesem ablaufen. Dieses Clusterwachstum ist schneller als die Katalyse durch das Protein, so dass
bei in-vitro-Rekonstitutionsexperimenten mit Apoferritin Eisen bevorzugt von Molekilen aufgenommen
wird, die schon einen Cluster-Keim gebildet haben, was zu einer alles-oder-nichts-Verteilung des Ei-
sens fihrt: neben voll beladenem Ferritin findet man Ubriggebliebenes Apoferritin. Solche Experimente
werden jedoch meist mit relativ hohen Fe?*-Konzentrationen in Abwesenheit von komplexierenden
Agenzien durchgefihrt, also unter ziemlich unphysiologischen Bedingungen. In der Zelle liegt die
Konzentration an Fe?" bei nur 10 M, und es wimmelt von potentiellen Liganden. Es ist zu vermuten,
dass unter diesen Bedingungen, bei denen nur wenig Fe?" das Ferritinmolekil erreicht, auch bei Vor-
handensein eines Clusters Fe Uber den langsameren Weg der Oxidation an einem Ferroxidase-

Zentrum eingebaut wird.*!.

Ungewiss ist, auf welchem Weg Eisen ins Ferritin und hinaus gelangt. Der kirzeste Weg fuhrt bei
H-Untereinheiten durch einen kleinen Kanal im Zentrum der Untereinheit, direkt am Ferroxidase-
Zentrum entlang. Die erwdhnten dreizéhligen Kandle an den BerGhrungspunkten der Untereinheiten
dienen vielleicht zur Freisetzung, oder als Zugang fir die direkte Oxidation an der Kernoberfléche.
Ebenso ist nicht klar, ob der Phosphatgehalt des Kerns mit der Funktion des Proteins zu tun hat, es ist
allerdings wahrscheinlich, das dies nicht der Fall ist und der Einbau von Phosphat nur als Nebeneffekt

beim Aufbau des Kerns eintritt.4?

Véllig ungeklért ist der Mechanismus der Fe-Freisetzung. In vitro 16st sich der Kern zwar problemlos
unter denselben Bedingungen, unter denen sich auch "anorganisches" FeOOH auflést, némlich durch
Einwirkung eines Reduktionsmittels in Kombination mit einem Chelatliganden. Unbekannt ist aber, ob
die beiden Agenzien dabei in den zentralen Hohlraum des Proteins eindringen, und welche Verbin-
dung in vivo das Reduktionsmittel sein kénnte. Erwiesen ist, dass Leberzellen Eisen aus dem Ferritin
abgestorbener roter Blutzellen durch Abbau der Proteinhille freimachen, aber der normale Weg der
Mobilisierung von Ferritin-gebundenem Fe dirfte das nicht sein.*® Die Reduktion zum Fe?" ist fur die
Freisetzung nicht unbedingt erforderlich, Fe*" kann von Ferritin sowohl auf andere Ferritinmolekile als

auch auf das Carrier-Protein Transferrin Gbergehen .4

40 Harrison/Arosio 1996, 178f.

a Harrison/Arosio 1996, 173.

2 Harrison/Arosio 1996, 179-181.
43 Harrison/Arosio 1996, 183-185.
44 Chasteen/Harrison 1999, 191.
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So einheitlich wie der Mechanismus des Fe-Einbaus in Ferritin bei allen Lebewesen ist, so verschieden

sind die Regulation der Ferritin-Biosynthese und die Verteilung des Proteins im Organismus.

Die Regulation der bakteriellen Ferritine ist wenig untersucht, die bisherigen Ergebnisse sind uneinheit-
lich. Wie zu erwarten, findet man Regulation durch das Eisenangebot. Vereinzelt gibt es aber auch Ar-
ten, bei denen hohe Fe-Konzentrationen anscheinend Uberhaupt keinen Einfluss auf die Ferritin-Bio-

synthese haben. Unterschiedliche Ferritingehalte in Abhéngigkeit von der Wachstumsphase einer Kul-

tur weisen darauf hin, dass weitere Regulationsmechanismen existieren.

Bei Pflanzen findet sich Ferritin in den Chloroplasten und Plastiden der Zellen. Regulation erfolgt in
Anpassung an das Entwicklungsstadium der Pflanze und an das Eisenangebot, nur letztere ist néher
untersucht. Sie findet ausschlieflich auf der Ebene der DNA-Transskription statt. Bei niedrigen Fe-
Konzentrationen kann die Bildung der Ferritin-mRNA auch durch H,O, stimuliert werden, offenbar re-

agieren Pflanzen auch auf oxidativen Stress durch vermehrte Ferritinsynthese.

In tierischen Zellen findet sich Ferritin frei im Cytoplasma sowie abgesondert in Lysosomen®?. Die Kér-
perflissigkeiten auflerhalb von Zellen enthalten bei Séugern nur Spuren von Ferritin, bei vielen Wir-
bellosen jedoch erhebliche Mengen. Bei der Stflwasserschnecke Lymnea stagnalis konnte eine &hnli-
che Doppel-Regulation wie bei Pflanzen gezeigt werden: das extrazellulére Ferritin ist gem&f3 dem

Entwicklungsstadium reguliert, das intrazellulére Ferritin nach der Fe-Konzentration.

Die Regulation durch Eisen gibt es offenbar bei allen Tieren, sie verléuft auf der Ebene der Translation
und immer nach dem gleichen Mechanismus. Dariber hinaus wechselt die Biosynthese von Ferritin in
Abhéngigkeit von Entwicklungsstadium, Zelldifferenzierung und besonderen Belastungen des Stoff-

wechsels (z.B. Entzindungen). Die Ergebnisse zu diesen Bereichen ergeben jedoch noch kein einheitli-

ches Bild.?

2.2.1.3 In-vitro-Beladung von Ferritin mit kiinstlichen Clustern

Insbesondere die Arbeitsgruppe von Stephen Mann an der University of Bath ist der Frage nachge-
gangen, wie spezifisch Ferritin arbeitet und ob sich nicht Nanopartikel von anderen Metallverbindun-
gen in seinen zentralen Hohlraum einbauen lassen®”. Drei mégliche Wege zu solchen "Heteroferriti-

nen" wurden erprobt:

45 | ysosomen: von einer Doppelmembran umgebene Vesikel, die dem intrazelluldren Abbau von zellfremden Substanzen oder
verbrauchtem/berflissigem zelleigenen Material dienen.

46 Harrison/Arosio 1996, 185-192.

47 Dies ist insofern im Zusammenhang dieser Arbeit interessant, als auch fir MoSto bereits die Méglichkeit angedacht wurde, in
vitro oder in vivo das Protein mit anderen Metallen als Mo zu beladen, was mit Wolfram in vivo bereits gelungen ist.
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a) In-situ-Umsetzung des vorhandenen Ferrihydrit-Kerns zu einer neuen Verbindung durch eine Aus-
tausch-Reaktion (modifizierter nativer Cluster). Die verwendeten Reagenzien missen insbesondere

in der Lage sein, in den zentralen Hohlraum einzudringen.

b) Umsetzung von Apoferritin mit leicht oxidierbaren Metallionen, die im Inneren des Molekils oxi-
dativ gefdllt werden, ebenso wie es bei der Rekonstituierung von Apoferritin zu Holoferritin durch

Zugabe von Fe'-Salzen geschieht.

c) Bindung von Metallionen an Apoferritin und anschlieBende Féllung im zentralen Hohlraum durch

Hydrolyse ohne Redoxreaktion.

Alle drei Wege erwiesen sich als gangbar, am effizientesten war Weg a). Bei der Umsetzung von Apo-
ferritin, insbesondere bei der Variante c) ohne Redoxreaktion, ergab sich das Problem, dass die Fél-
lung zum Teil auBerhalb des Proteinmolekils stattfand. Als Nachweis fir die Bildung von Clustern im
Protein wurde die elektronenmikroskopische Beobachtung von Nanopartikeln einheitlicher Gréfie an-

gesehen.

2.2.1.3.1 Veranderte native Eisen-Cluster

Die Reaktion von Ferritin mit Na,S bei pH 8,0 ergab nur sehr unvollsténdigen Umsatz. Das Produkt
enthielt hdchstwahrscheinlich Ferrihydrit-Kerne mit einer umgebenden Eisen(ll)sulfid-Schicht. Bessere
Resultate wurden durch Einleiten von H,S in eine Ferritinlésung bei pH 8,5 erhalten, aber auch hier

zeigten Elektronenbeugungsversuche, dass noch Reste von Ferrihydrit vorhanden waren.*®

Durch Umsetzung mit Na,S unter Argon-Atmosphdre bei pH 5,4 konnte der Kern vollstédndig in amor-
phes Eisen(lll)sulfid umgewandelt werden. Die fir Eisensulfide ungewshnliche Oxidationsstufe wird
nicht durch das Protein bewirkt, sondern durch die speziellen Reaktionsbedingungen. Kontrollversuche

mit Fe"-Salzen in Abwesenheit von Ferritin ergaben ebenfalls einen Niederschlag von amorphem Ei-

sen(lll)sulfid.**

Durch vorsichtige elektrochemische Reduktion konnte Ferritin mit Fe" enthaltenden Kernen gewonnen

werden.®

2.2.1.3.2 Oxdidativ hergestellte Metall-Sauerstoff-Cluster

Umsetzung von Apoferritin mit Mangan(ll)chlorid bei pH 8,0-9,2 ergab rekonstituiertes Ferritin mit
amorphen Mn-haltigen Kernen von der Gréf3e der urspriinglichen Ferrihydrit-Kerne. Die amorphe Na-
tur der Cluster wurde auf die Mitwirkung des Proteins zuriickgefiohrt, da der gleichzeitig anfallende

nicht-proteingebundene Niederschlag als eine Mischung kristalliner Mangan(lll)oxide identifiziert

8 Meldrum &al. 1991.

49 Douglas, Trevor; Dickson, Dominic P.E.; Betteridge, Steven; Charnock, John; Garner, C. David; Mann, Stephen: Synthesis
and Structure of an Iron(lll)Sulfide-Ferritin Bioinorganic Nanocomposite. Science 269 (1995) 54-57.

50 Chasteen/Harrison 1999, 185.
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werden konnte. Abwechselnde Umsetzung mit Mn'-Salzen bei pH 8,5 und Fe'-Salzen bei pH 6,5 er-

gab aus kristallinem Ferrihydrit und einem amorphen Material gemischte Eisen-Mangan-Oxid-Kerne.

Mit anderen oxidierbaren Metallionen waren die Ergebnisse weniger Gberzeugend. Lediglich Titan(lll)-

und Chrom(ll)-Salze fohrten zu sehr kleinen, schlecht charakterisierbaren Kernen.*!

2.2.1.3.3 Durch Fallung hergestellte Metall-Sauerstoff-Cluster

Diese Variante konnte nur mit Uranylacetat (UO,(CH;COO),; bei pH 8) erfolgreich durchgefihrt wer-
den. Die amorphen Kerne hatten wieder eine mit nativen Ferrihydrit-Kernen vergleichbare Grofie, je-
doch kam es auch zur Bindung von erheblichen Mengen Uranyl-oxid-hydroxid auf der Auflenseite der

Proteinmolekile.?2

2.2.2 Andere Eisenspeicherproteine

2.2.2.1 Hd&mosiderin

Dieses unlésliche Material, das man eigentlich schon nicht mehr als Protein bezeichnen kann, findet
sich in Form ungeordneter Haufen aus Fe-haltigen Nanopartikeln und Proteinbruchsticken in tieri-
schen Zellen, insbesondere von Zellen aus Fe-reichen Geweben wie Herz, Leber, Knochenmark etc.
Diese Haufen sind meist von Membranen umschlossen, man nimmt daher an, dass es sich um Lyso-
somen®® handelt, in denen beschddigte Ferritinmolekile abgebaut wurden, wobei das Eisen nur teil-
weise wieder mobilisiert wurde und daher Uberreste der Ferrihydrit-Kerne zuriickblieben. Diese Vermu-
tung wird dadurch gestitzt, dass Hédmosiderin eine schwache Immunreaktion mit Anti-Ferritin-

Antikérpern ergibt und dass das Eisen im Hamosiderin ebenfalls Ferrihydrit-Struktur aufweist.3*

2.2.2.2 Frataxin

Seinen Namen hat dieses Protein dadurch erhalten, dass es zuerst als Produkt eines Gens entdeckt
wurde, dessen Defekt die erbliche Friedreich'sche Ataxie verursacht, eine Krankheit, bei der insbeson-
dere die Gewebe von Herz und zentralem Nervensystem irreversibel zerstért werden. Es handelt sich
um ein mitochondriales Protein, das aber nicht auf mitochondrialer DNA, sondern im Zellkern-Genom
codiert ist. Frataxin besteht aus 48 identischen Untereinheiten, nimmt bis zu 2400 Fe-Atome je Mole-
kol auf und hat eine Gesamtmasse von 840 kg/mol. Zwar existiert auch ein mitochondriales Ferritin,

dieses ist jedoch nicht in allen Geweben nachweisbar.

Frataxin wird insbesondere in Geweben mit hohem Sauerstoffumsatz exprimiert, von daher dient die

Speicherung vermutlich weniger der Vorratshaltung von Fe als vielmehr dem Schutz vor den

51 Meldrum &al. 1991.

32 Meldrum &al. 1991.

53 Siehe FuBnote 45.

54 Harrison/Arosio 1996, 182f.
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durch Fe vermittelten oxidativen Schaden.?® Frataxin-Homologe konnten in einigen Bakterien und den
Mitochondrien von den meisten der darauf untersuchten Eukaryoten nachgewiesen werden. Der Kern

hat EXAFS-Untersuchungen zufolge wie bei Ferritin eine Ferrihydrit-Struktur.3®

Abbildung 2.1: Untereinheit des menschli-
chen Frataxins. Banderdarstellung und
raumfillendes Modell in jeweils gleicher
Lage und Féarbung. Die Struktur ist, wie er-
sichtlich, von der in Abschnitt 2.2.1.1 be-
schriebenen des Ferritins véllig verschieden.
Die von der im Vordergrund liegenden lan-
gen Helix gebildete Oberflache ist von ani-
onischen Seitenketten dominiert (insgesamt
12), wie die ins Innere der Hohlkugel ge-
wandte Flache der Ferritinuntereinheiten.®”

Ebenso wie Ferritin vermag auch Frataxin
Fe?" fur die Speicherung zu Fe®* zu oxidieren. Interessanterweise aggregieren die Untereinheiten erst
bei Zugabe von Fe stufenweise zu immer gréBeren Multimeren bis hin zum 48mer. Ein Apoprotein wie
beim Ferritin scheint es nicht zu geben, Fe-freies Frataxin ist bisher nur in Form einzelner Untereinhei-

f58

ten bekannt®®. Daher ist auch die dreidimensionale Struktur nur am Monomer bestimmt worden.

2.2.3 Speicherung weiterer biologisch relevanter Metalle

2.2.3.1 Vanadium

Die Speicherung von Vanadium gehért zu den rétselhaften ungelésten Féllen der Bioanorganischen
Chemie. So sicher wie es feststeht, dass bestimmte Lebewesen V in teils extremem Ausmaf in ihrem
K&rper anreichern, so mysteriés sind die Grinde dafir. Zwar sind biologische Funktionen fir Vanadi-
um bekannt, namlich in der alternativen V-Nitrogenase bei einigen N,-fixierenden Bakterien®? (u.a.
bei Azotobacter) und in den Haloperoxidasen, mit denen gewisse Meeresalgen halogenorganische

Verbindungen herstellen®®. Jedoch ist von keinem dieser Vanadium-abhéngigen Organismen

35 Gakh &al. 2002.

56 Nichol, Helen; Gakh, Oleksandr; O’Neill, Heather A.; Pickering, Ingrid J.; Isaya, Grazia; George; Graham N.: Structure of
Frataxin Iron Cores: An X-ray Absorption Spectroscopic Study. Biochemistry 42 (2003) 5971-5976.

57 Dhe-Paganon, Sirano; Shigeta, Ron; Chi, Young-In; Ristow, Michael; Shoelson, Steven E.: Crystal Structure of Human Frata-
xin. J. Biol. Chem. 275 (2000) 30753-30756. PDB-Eintrag 1EKG. Siehe auch: Musco, Giovanna; Stier, Gunter; Kolmerer,

Bernhard; Adinolfi, Salvatore; Martin, Stephen; Frenkiel, Tom; Gibson, Toby; Pastore, Annalisa: Towards a Structural Un-
derstanding of Friedreich's Ataxia: The Solution Structure of Frataxin. Structure 8 (2000) 695-707.

%8 Gakh &al. 2002.
59 Masepohl &al. 2002.

60 Vilter, Hans: Vanadium-Dependent Haloperoxidases. IN: Sigel, Helmut; Sigel, Astrid (Eds.): Metal lons in Biological Systems
Vol. 31: Vanadium and Its Role in Life. New York and Basel 1995. 325-362..
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bekannt, dass er das Metall speichere, wobei zumindestens im Falle von A. vinelandii auch nach ei-
nem Vanadiumspeicher gesucht wurde. Gefunden wurden dabei neben der V-Nitrogenase lediglich
zwei V-bindende Proteine, die die Forscher aber aufgrund ihres niedrigen V-Gehaltes nicht als Spei-

cherproteine ansehen mochten®!.

Hingegen ist bei den V-speichernden Organismen keine Verwendung fur das Metall erkennbar. Wenn
Vanadium eine biochemische Bedeutung hat, kann der Bedarf nur im Ultraspurenbereich liegen, ge-
speichert werden aber erhebliche Mengen, in Blutzellen von Seescheiden (Aszidien) macht V bis zu
2,7% der Trockenmasse aus. Zudem gehéren die V-Speicherer véllig verschiedenen Gattungen an.
Da wéren zundchst der allbekannte Fliegenpilz Amanita muscaria und einige seiner Verwandten®?. Die
anderen V-Speicherer sind Meerestiere, die meisten finden sich unter den Aszidien®® (wobei aber kei-

neswegs alle Aszidien V speichern), daneben gehéren dazu noch zwei Arten von Réhrenwirmern®?.

Gemeinsam scheint allen zu sein, dass sie das Metall als Vanadat(V) aufnehmen und dann zum V"
(Amanita-Arten) oder sogar zum V"' (Meerestiere) reduzieren. Das reduzierte Metall-lon wird durch
kleine Molekile komplexiert, bei den Aszidien durch die sogenannten Tunichrome (spezielle Polyphe-
nole), bei Amanita in Form des Komplexes Amavadin, dessen extreme Stabilitét es unméglich macht,
den Chelatliganden in vitro unzerstért abzutrennen. Die Koordination des V erfolgt hauptséchlich
durch O-Atome. Eine Bindung durch Proteine konnte zumindest fir die Blutzellen der Aszidien ausge-

schlossen werden.

2.2.3.2 Kupfer

Obwohl Cu wie Fe ein eminent wichtiges und gleichzeitig potentiell schadliches Metall ist, existiert da-
fur kein so ausgeprégtes Speichersystem, wie es Ferritin ist. Zum einen stehen die vergleichsweise ge-
ringen bendtigten Mengen praktisch immer und Uberall zur Verfiigung, zum anderen existiert (jeden-
falls bei Séugetieren) anders als bei Fe fir Cu ein Mechanismus zur Ausscheidung Uberschissigen
Metalls. Daher kann die zur Verfigung stehende Menge durch Anpassung von Aufnahme und Aus-
scheidung geregelt werden. Das gesamte Kupfer im Kérper wird mit einer Halbwertszeit von 4,4 Ta-
gen standig ausgetauscht, jedoch stoppt der Austauschprozess nicht nur insgesamt, sondern schon auf
der Ebene der einzelnen Organe sehr schnell bei mangelnder Cu-Zufuhr, so dass es kurzfristig nicht

zu groBeren Cu-Verlusten kommen kann®s.

Die Protein-Familie der Thioneine, die sowohl mit der Ausscheidung als auch mit einer gewissen Spei-
cherung von Cu verknUpft ist, ist nicht auf ein Metall spezialisiert und daher weiter unten in einem ei-

genen Kapitel behandelt.

®1 Blanchard/Hales 1996, 476 und 478.

62 Bayer, Ernst: Amavadin, the Vanadium Compound of Amanitae. IN: Sigel/Sigel 1995 (wie Anm. 60), 407-421.

63 Smith, Mitchell J.; Ryan, Daniel E.; Nakanishi, Koji; Frank, Patrick; Hodgson, Keith O.: Vanadium in Ascidians and the
Chemistry of Tunichromes. IN: Sigel/Sigel 1995 (wie Anm. 60), 423-490.

64 Kustin, Kenneth; Robinson, William E.: Vanadium Transport in Animal Systems. IN: Sigel/Sigel 1995 (wie Anm. 60), 511-
542.

65 | evenson, Cathy W.: Mechanisms of copper conservation in organs. Am. J. Clin. Nutr. 67 (suppl) (1998) 978S-981S.
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Caeruloplasmin (CP) ist ein Eiweif3stoff des Blutplasmas von Wirbeltieren, dem friher (neben anderen
Funktionen) auch eine Rolle als Kupfer-Speicherprotein zugeschrieben wurde. Da im Serum norma-
lerweise 90-95% des gesamten Kupfers als CP vorliegen und die Cu-Stoffwechselstérungen Wilson'-
sche und Menkes'sche Krankheit mit stark vermindertem CP-Spiegel im Plasma einhergehen, war eine

188, Nach heutigem Wissensstand spielt CP jedoch zumindestens beim Men-

solche Annahme plausibe
schen keine wichtige Rolle im Kupferstoffwechsel. Bei Patienten mit genetisch bedingtem Fehlen von
CP ist der Cu-Haushalt anscheinend véllig normal, schwer gestért ist jedoch der Fe-Stoffwechsel, in

dem CP als Ferroxidase eine wichtige Rolle spielt®”.

2.2.3.3 Molybdén

Fur das Cyanobakterium Anabaena variabilis wurde die Existenz eines Molybdén-Speichers postuliert
aufgrund der Beobachtung, dass A. variabilis 2—3 Generationen lang unter Stickstofffixierungsbe-
dungen in Mo-freiem Medium wachsen kann, ohne dass die Vanadium-Nitrogenase exprimiert oder
das hoch-affine Mo-Transportsystem aktiviert wird®®. Zum Vergleich: mit voll beladenem Mo-Speicher
kann A. vinelandii theoretisch 5 Generationen mit Mo-Nitrogenase im Mo- und N-freien Medium

wachsen®?.

Ein ebenso wie MoSto gegen Ende der 1970er Jahre erstmals beschriebenes mutmaBliches Mo-
Speicherprotein aus Clostridium pasteurianum soll als Monomer mit einer Molmasse zwischen 47 und
67 kg/mol vorliegen und 6 Atome Mo je Molekil aufnehmen’®. Offenbar ist es, wiederum ebenso
wie MoSto, seitdem nicht weiter untersucht worden”!. Aus der Arbeitsgruppe der MoSto-Entdecker
heraus wurde die Vermutung zurickgewiesen, dieses Protein sei ein Mo-Speicher. Wahrscheinlicher

sei, dass es sich um ein Protein der FeMoco-Biosynthese handle”2.

Die héufig als Speicher bezeichneten Proteine vom Mop/ModG-Typ sind unter 2.3.2 behandelt.

2.2.3.4 Multifunktionale Metallreservoire: Thioneine

Metallothionein (MT)”® wurde in den 1950er Jahren entdeckt, als man nach der Rolle des zuvor in
verschiedenen tfierischen Geweben nachgewiesenen Cadmiums suchte. 1960 wurde ein aus der Nie-

renrinde von Pferden gewonnenes Cadmiumprotein erstmals genauer beschrieben und aufgrund

86 Frieden, Earl: Caeruloplasmin: a multi-functional metalloprotein of vertebrate plasma. IN: (kein Hrsg.) Biological Roles of
Copper. Amsterdam 1980, 93-113.

67 Hellman, Nathan E.; Gitlin, Jonathan D.: Ceruloplasmin Metabolism and Function. Annu. Rev. Nutr. 22 (2002) 439-458,
4472. Miyajima, Hiroaki; Takahashi, Yoshitomo; Kono, Satoshi: Aceruloplasminemia, an inherited disorder of iron metabo-

lism. BioMetals 16 (2003) 205-213.

®8 Thiel/Pratte/Zahalak 2002.

69 Errechnet nach den Angaben in Pienkos/Brill 1981, 744.

70 Elliott/Mortenson 1977. Mortenson/Thorneley 1979. Die einzelnen Verdffentlichungen enthalten wechselnde Angaben tber
die Molmasse.

n Grunden/Shanmugam 1997, 350, erwéhnen immer noch nur die Publikation von 1979. Meine eigenen Recherchen erga-
ben keine spéteren Verdffentlichungen zu jenem Protein.

72 5hah &al. 1984, 243. Die Zurickweisung fuBBt auf logischen Argumenten, nicht auf einem experimentellen Gegenbeweis.

73 MT ist der Metall-Protein-Komplex, Thioneine sind die zugeh&rigen Apoproteine.
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seines hohen Metall- und Schwefelgehaltes Metallothionein getauft’®. Mittlerweile ist eine Vielzahl von
dhnlichen, aus den verschiedensten Klassen von Organismen stammenden Proteinen bekannt, die

folgende Gemeinsamkeiten haben’®:

- geringes Molekilmasse: 6-7 kg/mol

- hoher Cysteingehalt, etwa 30% der Aminosduren, aber keine Disulfidbriicken;
keine aromatischen Aminoséuren, kein Histidin

- hohe Konservierung der Cystein-Reste, wiederkehrende CXC- und CXXC-Sequenzmotive

- keine Sekundarstruktur-Elemente; Thionein liegt als random coil vor, die Struktur der
Metallothioneine wird vom gebundenen Metall bestimmt.

-  hoher Metallgehalt: 7 zweiwertige Metallionen je Proteinmolekl

Nach ihrer Primérstruktur werden Thioneine grob in drei Klassen eingeteilt’:

Zur Klasse 1 gehéren die "klassischen" Thioneine. Diese sind tierische, vor allem von Wirbeltieren und

Krebsen bekannte Proteine mit hoch konservierter Sequenz, 61 AS lang mit 20 Cysteinen.

Klasse 2 enthélt alle nur entfernt mit Klasse 1 verwandten Proteine. Diese stammen zum grofien Teil

von Pflanzen und Prokaryoten.

Klasse 3 enthalt vollig untypische pflanzliche und pilzliche Thioneine, die auch Phytochelatine ge-
nannt werden. Sie bestehen im wesentlichen aus 2 bis 11 aufeinanderfolgenden y-Glutamylcysteinyl-
Einheiten, éhneln also dem Glutathion. Wegen der Peptidbindung Gber die y-Carboxylgruppe der

Glutaminsdure kénnen es keine "echten" ribosomal erzeugten Proteine sein.

Aufgrund ihrer Relevanz fir die Humanmedizin sind die Thioneine der Klasse 1 mit Abstand am besten

erforscht. Die allgemein formulierten Aussagen in diesem Abschnitt beziehen sich daher nur auf jene.

Im Gegensatz zu anderen Metalloproteinen, die hoch selektiv nur ein ganz bestimmtes Element bin-
den, zeichnen sich die Thioneine gerade durch ihre Flexibilitat aus. Sie gelten als Scavenger, die die
Aufgabe haben, die verschiedensten Schwermetalle aus dem Cytoplasma abzufangen. In der Natur
findet man Zn?*, Cd?*, Cu* und Hg?" in MT gebunden, wobei in dieser Reihenfolge auch die Affinitat
zunimmt. Je nach enthaltenem Metall ist jedoch der Umgang des Organismus mit MT véllig unter-

schiedlich:

Zink=MT verbleibt in der Zelle und dient als Speicherform fir das Metall. Der Zn-Thionein-Komplex ist
zwar thermodynamisch stabil, aber kinetisch labil. Zn kann von MT direkt Gber die Bildung intermole-
kularer Komplexe auf andere Proteine Ubertragen werden, selbst auf solche, die eine geringere Affini-

tat zu Zn?* haben als Thionein?®. Die Funktion von Zn-MT ist jedoch noch wesentlich komplexer.

74 Nordberg 1998, 244.

73 Schmidt 1999, 7.

78 Ebenda. Es gibt inzwischen eine neue, wesentlich detailliertere Klassifikation, vorgestellt in: Klaassen, C.D. (Hg.): Metallothi-
onein V. Basel 1999.

77 Zenk, Meinhart H.: Heavy metal detoxification in higher plants — a review. Gene 179 (1996) 21-30.

78 Afonso, Carlos; Hathout, Yetrib; Fenselau, Catherine: Evidence for zinc ion sharing in metallothionein dimers provided by
collision-induced dissociation. Int. J. Mass Spectrom. 231 (2004) 207-211, sowie dort zitierte Literatur.
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Es kann genausogut auch Zn aus einem Protein herauslésen und dieses dadurch deaktivieren. Der
Prozess kann von der Zelle méglicherweise durch Glutathion (GSH) gesteuert werden. MT besitzt eine
Bindestelle fir GSH. Bindung von reduziertem GSH erhéht die Affinitat fir Zn, Bindung der oxidierten
Form (GSSG) verringert sie. Obendrein wird die Bindung von GSSG an Metallothionein durch ATP
begunstigt. Uber diesen komplexen, noch keineswegs verstandenen Mechanismus wirkt Thionein an
der Regulation von Zellteilung und —differenzierung mit, bei der Zn-haltige Proteine bekanntermafien

eine bedeutende Rolle spielen.

Kupfer-MT wird so schnell wie méglich aus der Zelle herausgeschleust, zumeist durch Transport in Va-
kuolen (voribergehende Speicherung) und spétere Exocytose. Auf diese Weise erfolgen der Riick-
transport von Uberschissigem Cu zur Leber und letztendlich seine Ausscheidung mit der Galle. Freies
Cu ist zu gefshrlich, um intrazellulér geduldet zu werden, durch Thionein wird die Konzentration stets

< 107"® M gehalten®.

Cadmium und Quecksilber, die giftigen Verwandten von Zink, werden sozusagen auf die Sondermll-

deponie geschafft: man findet sie als Cd/Hg-MT in der Nierenrinde eingelagert. Von Ausscheidung
kann man nicht wirklich sprechen, da z.B. fir Cd die Halbwertszeit im menschlichen Kérper 10 bis 15
Jahre betréigt. Obwohl gerade das Thionein die Ausscheidung des Schwermetalls behindert, hat diese
Situation wohl Vorteile, jedenfalls weisen alle experimentellen Befunde darauf hin, dass der MT-ge-
bundene Anteil des Cd unbedenklich ist und nur freies Cd seine spezifische Giftwirkung entfalten
kann. Da Cd gleichzeitig der starkste Induktor fir die Biosynthese von Thionein ist, hat eine stdndige
Zufuhr kleiner Dosen Cd den paradoxen Effekt, dass die Belastung des Kérpers mit Cd zuriickgeht.
Das stéindig auf hohem Niveau exprimierte Thionein séubert die Organe von dem schédlichen
Schwermetall und transportiert es zur Niere®'. Aber auch dort steigt die Belastung nicht an. Bei leich-
ten bis maBig starken Rauchern (< 20 Zigaretten/d) ist der Gesamt-Cd-Gehalt der Nierenrinde zwar
deutlich erhsht, der relative und auch absolute Gehalt an freiem, nicht MT-gebundenem Cd aber

niedriger als bei Nichtrauchern®.

Die unterschiedliche Behandlung der verschiedenen Metallothioneine wird vermutlich durch die struk-
turelle Flexibilitét der Proteinkomponente erméglicht. Da das Peptid sich vollkommen dem Metall an-
passt, ergibt sich von Fall zu Fall eine leicht verénderte Struktur, die eine Unterscheidung der Metal-
lothioneine erméglicht. Fir eine solche Strukturmodifikation durch das gebundene Metall gibt es ei-
nen experimentellen Beleg bei einem Cu-MT der Klasse 2 aus gewshnlicher Hefe und dessen Ag-
Analog®. Die Ergebnisse zeigen einen zwar im Groben dhnlichen, aber im Detail deutlich verschiede-

nen Verlauf der Peptidkette.

79 Schmidt 1999, 11. und 81f.

80 Fragsto da Silva /Williams 1991, 396.

81 Nordberg 1998, 249.

82 Heilmaier, Herbert: Untersuchungen zur Analytik, Metallspeicherung und Induktion von Metallothionein. Dissertation Min-
chen 1985. 69f. und 78.

83 peterson 2001.
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Fur zahlreiche Cd-Metallothioneine® der Klasse 1 sind Strukturen ermittelt worden. In allen ist das
Protein deutlich in zwei Domanen aufgeteilt. Die 7 Metallionen verteilen sich auf einen vieratomigen
Cluster in der N-terminalen o-Doméine und einen dreiatomigen Cluster in der C-terminalen [3-
Domaéne. Die Peptidkette umwindet diese Cluster jeweils auf solche Art, dass jedes Metallatom te-

traedrisch von Cystein-Schwefel umgeben ist (Abbildung 2.2).

Abbildung 2.2: Metallothionein-2 aus der Leber der Hausratte, PDB-Eintrag 4MT2%. Links Metall-
atome in raumfillender Darstellung, Cystein als Kugel-Stébchen-Modell, fir den Rest des Proteins
ist nur der Verlauf des Peptid-Riickgrates gezeigt. Rechts in gleicher Lage dargestellt als raumfillen-
des Modell, das verdeutlicht, wie vollstandig das relativ kleine Peptid die Metallionen einschlief3t.
Farben: C grau, N blau, O rot, S gelb, Zn braun, Cd magenta, H nicht dargestellt.
Fir Zn und Cu-MT liegen bei der Klasse 1 keine Strukturdaten vor. Das einzige reine Zn-Metallothio-
nein mit bekannter Struktur gehdrt wie bei das oben erwdhnte Cu-MT zur Klasse 2. Es handelt sich um
ein MT eines Cyanobacteriums (Synechococcus sp.)®. Bei Klasse 2-Metallothioneinen gibt es offenbar
keine Aufteilung in zwei Doménen. Alle Metallatome gehéren einem einzigen Cluster an, den die ge-
samte Peptidkette umschliefit. Der Cluster enthalt beim Zn-MT vier, beim Cu- bzw. Ag-MT sieben Me-
tallatome. Da letztere gewisse Ahnlichkeit mit der B-Doméne der Klasse 1 aufweisen®?, ist es denkbar,

dass auch bei der Klasse T Cu-MT wesentlich mehr Metallatome enthdlt als das entsprechende Cad-

mium-Metallothionein.

Speicherung, Homéostase und Entgiftung der Schwermetall-lonen Zn?*, Cu*, Cd?* und Hg?* durften
die wichtigsten Funktionen der Thioneine sein, was sich auch daran zeigt, dass diese Metalle die
stéirksten Induktoren fur die Thionein-Expression sind. Vermutlich wird Thionein so reguliert, dass es
immer gerade eben im Uberschuss gegeniber der intrazelluldren (und nicht anderweitig proteinge-
bundenen) Menge dieser Metalle vorhanden ist®8. Jedoch kann die Expression noch durch eine Viel-
zahl anderer Faktoren bewirkt werden, wie Hormone, sekundére Botenstoffe, Interferone, oxidativer

Stress, ionisierende Strahlung, und nicht zuletzt gibt es auch noch eine schwache konstitutive Bildung,

84 Anmerkung: reines Cd-MT gibt es in der Natur nicht, anscheinend enthélt Cd-MT immer auch mindestens ein Zn-Atom.
Nordberg 1998, 246.

85 Braun, W.; Vasak, Milan; Robbins, A.H.; Stout, C.D.; Wagner, G.; Kéagi, Jeremias H.R.; Wuthrich, K.: Comparison of the
NMR solution structure and the X-ray crystal structure of rat metallothionein-2. Proc. Nat. Acad. Sci. 89 (1992) 10124.

86 Blindauer, C.A.; Harrison, M.D.; Parkinson, J.A.; Robinson, A.K.; Cavet, J.S.; Robinson, N.J.; Sadler, P.J.: A metallothionein
containing a zinc finger within a four-metal cluster protects a bacterium from zinc toxicity. Proc.Nat.Acad.Sci. 98 (2001)

9593,
87 Peterson 2001.
88 £ qusto da Silva /Williams 1991, 396.
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d.h. Thioneine gehéren zu den Substanzen, die im Zellhaushalt einfach immer gebraucht werden®?.

Dementsprechend breit ist auch das Aufgabenspektrum der Thioneine, das bis in die Regulation der

Zelldifferenzierung hineinreicht. Uber zahlreiche mégliche Funktionen kann bisher nur spekuliert wer-

den. Thionein ist ein interessantes Beispiel dafir, wie vielfaltig die Rolle eines scheinbar simplen Me-

tallspeichers sein kann.

2.2.4 Zusammenfassung

Zum leichteren Vergleich sind unten nochmals die Merkmale der verschiedenen biologischen Metall-

Speichersysteme in Form von Tabellen einander gegenibergestellt. Man mége mir nachsehen, dass

ich dabei im Vorgriff auf Kapitel 2.3 und den Ergebnisteil die Mop-Proteine und MoSto mit einbezo-

gen habe.

Tabelle 2.3: Speicherformen von Metallen in Organismen

Metall als: Bindung Bindungspartner System Element
kleiner Chelatligand | Amavadin, Tunichrome |V
Metall-Kation | koordinativ ) .
Protein (Cys-S) Metallothionein Cu, Zn,
Cd, Hg
Oxo-Metallat | H-Briicken Protein Mop-Proteine Mo, (W)
elektrostatisch und | Protein Ferritin, Frataxin, MoSto | Fe, Mo
Metall-Oxo- mechanisch
Cluster . R . . o
mechanisch (unlés- | Proteinbruchstiicke | Hdmosiderin Fe

liches Prézipitat)

Tabelle 2.4: Charakteristika verschiedener erwiesener oder mutmafBlicher Metall-Speicherproteine,
sortiert nach spezifischer Speicherkapazitét (letzte Spalte):

Protein Enthaltenes Me-| Aminoséuren | Untereinheiten | Metallatome | Aminoséuren
tall-lon ie Untereinheit | je Molekil ie Molekul | je Metallatom

Ferritin (Mensch) Fe®* 182 24 4500 1
Frataxin (Hefe) Fe®* 122 48 2400 2,5
Metallothionein, Cu” 53 1 7 7,5
Klasse 2 (Hefe)
MT, Klasse 1 Zn%*t, Cd?* 61 1 7 9
(Hausratte)
MoSto (A.v.) [Mo,O]"~ | 269 bzw. 275 8 >90 <24
Mop (S. ovata) . 68 6
ModG (Av.) MoO, 142 3 8 52

89 Schmidt 1999, 1.
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2.3 Molybdoproteine

2.3.1 Systematik der Molybddn-Proteine

Es erscheint mir sinnvoll, zur Systematisierung der Mo enthaltenden Proteine zunéchst eine grobe Ein-
teilung nach der Funktion vorzunehmen und die Mo-Enzyme von den anderen Mo-Proteinen zu tren-
nen. Im ndchsten Schritt werden dann beide Gruppen jeweils nach der Struktur des Proteins und der

Mo-Komponente weiter unterteilt.

E Molybdoproteine ]
|

1 1
Enzyme r Sonstige
Moco-Enzyme + ModA
Nitrogenase = Mop-Proteine
= "orange protein"

Mo-Speicherprotein

Abbildung 2.3: Ubersicht iiber die bekannten Typen von Mo-haltigen Proteinen.

2.3.1.1 Mo-Enzyme

In allen Mo-Enzymen liegt das o SH
Metall wenigstens teilweise durch H SH
HN S 9
Schwefel koordiniert vor. Mit Aus- /k | llil Nukleotid
N o~ ~o—
nahme der konventionellen Nitro-  H,N N N 0 CI)‘ © (nur in Prokaryoten)

genase ist das aktive Zentrum

stets ein sogenannter Molybdén-Cofaktor (Moco). Die Bezeichnung ist etwas irrefGhrend, da keines-
wegs in allen Moco-Enzymen ein und derselbe einheitliche Cofaktor vorliegt. Gemeinsam ist ihnen
nur ein spezieller Chelatligand, der durch zwei Schwefelatome ein einzelnes Mo bindet: das Molyb-
dopterin (Abb. nebenstehend). Ansonsten variieren die Zentren stark. Das Mo kann an ein oder auch
an zwei Molybdopterin-Molekiile gebunden sein, weitere Liganden kénnen O, OH, S, Serin-O,
Cystein-S oder auch Selenocystein-Se sein®®. In einer vor kurzem charakterisierten CO-
Dehydrogenase ist das Pterin-gebundene Mo Uber "anorganische" S-Atome mit Cu zu einem zweiker-

1,91

nigen Komplex verbriickt?'. Die Moco-Enzyme werden nach der genauen Struktur ihres Cofaktors in

90 Dobbek/Huber 2002.
91 Gnida 2002, Kapitel 5.
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Unterfamilien eingeteilt, die im Einzelnen vorzustellen jedoch hier zu weit fihren wirde. Die Oxidati-
onsstufe des Metalls ist Mo"', das wahrend des katalytischen Zyklus vermut-

lich zeitweilig bis zum Mo" reduziert wird®2.

Die Nitrogenase enthdlt Mo als Bestandteil eines komplexen MoFe;S,-
Homocitrat—Clusters (FeMoco), der bislang weder in einem anderen En-
zymsystem gefunden worden noch aus irgendeinem anderen Zusammen-
hang bekannt ist. Die nebenstehende Abbildung zeigt die letzte von ihm
mit Réntgenbeugung bestimmte Struktur®, bei der derzeit noch kontrovers

diskutiert wird, ob das "leichte Atom" (N oder O) im Zentrum des Clusters

tatséichlich dort hingehért oder ein Artefakt ist.

2.3.1.2 Sonstige Mo-Proteine

Nahezu alle anderen Molybdoproteine sind in irgendeiner Weise am Molybdén-Haushalt der Zelle
beteiligt und enthalten ausschlieBlich Sauerstoff-koordiniertes Mo"'. Fir den ersten Schritt bei dieser
Mo-Logistik ist das periplasmatische® Molybdat-bindende Protein ModA des Mo-spezifischen ABC-
Transporters zustdndig. Dieses Protein féingt sehr selektiv das Molybdat aus dem Medium heraus und
gibt es an dem aus ModB und ModC bestehenden Transportkanal wieder ab. ModA ist verwandt mit
seinen Homologen, den periplasmatischen Bindeproteinen anderer ABC-Transporter, z.B. fir Sulfat®®,
und unterscheidet sich somit von den Ubrigen Molybdat-bindenden Proteinen, den sog. Mop-
Proteinen oder Molbindinen (s.u.). Zu Verwirrung fuhrt oft, dass das Mo-abhéngige Regulator-Protein
ModE (ein Mop-Protein) aus A. vinelandii manchmal ebenfalls als ModA bezeichnet wird. Ursache
hierfur ist die Anordnung der Gene auf dem mod-Operon bei A.v. (Abbildung 2.4). Die Reihenfolge
nach Funktion der Genprodukte ist modEABC. Aus der Zeit, bevor die Genprodukte hinreichend cha-
rakterisiert waren, stammt die Benennung der Reihe nach (modABCD), die auch heute noch gelegent-
lich benutzt wird. Ich verwende in dieser Arbeit ausschliefilich die Benennung nach der Funktion der

Proteine.

Alle anderen bisher charakterisierten, Mo als Oxo-Anion bindenden Proteine gehéren zur Familie der

Mop-Proteine, die im Abschnitt 2.3.2 ausfihrlich vorgestellt wird.

Ein Sonderfall ist das "orangefarbene Protein" (ORP) aus Desulfovibrio gigas®, zu dem, seiner

92 Hille 2002, 211-218.

93 Einsle, Oliver; Tezcan, F. Akif; Andrade, Susana L.A.; Schmid, Benedikt; Yoshida, Mika; Howard, James B.; Rees,
Douglas C.: The Nitrogenase MoFe-Protein at 1.16 A Resolution: A Central Ligand In The FeMo-Cofactor.
Science 297 (2002) 1696-1700.
Das nicht identifizierte leichte Atom ist blau dargestellt, C grau, O rot, S gelb, Fe braun, Mo magenta.
94 Bei gram-negativen Bakterien. Das analoge Protein bei gram-positiven Organismen ist durch einen hydrophoben Oberflé-
chenbereich an die Aulenseite der Zellmembran gebunden. Pau/Lawson 2002, 42.
93 Lawson &al. 1997, 3981.

% George, Graham N.; Pickering, Ingrid J.; Yu, Eileen Y.; Prince, Roger C.; Bursakov, Sergey A.; Gavel, Olga Yu.; Moura,
Isabel; Moura, Jose J.G.: A Novel Protein-Bound Copper-Molybdenum Cluster. J. Am. Chem. Soc. 122 (2000) 8321-8322.
Bursakov, Sergey A.; Gavel, Olga Yu.; Di Rocco, G.; Lampreia, J.; Calvete, J.; Pereira, A.S.; Moura, Jose J.G.; Moura, Isa-
bel: Antagonists Mo and Cu in a heterometallic cluster present on a novel protein (orange protein) isolated from Desulfo-
vibrio gigas. J. Inorg. Biochem. 98 (2004) 833-840.



33

Aminoséuresequenz zu Folge, vermutlich mehrere Analoga in hyperthermophilen Bakterien und Ar-
chaea existieren. Aufgrund der Ergebnisse von Elementaranalysen (Mo und Cu im Verhéltinis 2:1, kei-
ne weiteren Metalle, kein Phosphat), ESR- und XAS-Untersuchungen wurde postuliert, dass es einen
[S,M0"'S,Cu'S,M0"'S,]3-Cluster enthdlt®?. Da in der AS-Sequenz kein Cystein vorkommt, missen die
S-Atome des Clusters ausschlieBlich "anorganischer" Schwefel sein. Uber die Funktion von ORP wei3
man bisher nichts. Die geringe Gréfie (117 AS Lénge, Molmasse 11,8 kg/mol) macht es wenig wahr-

scheinlich, dass es sich um ein Enzym handelt.

2.3.2 Molybdat-bindende Proteine: Mop-Proteine

In der unbelebten Natur liegt in Wasser geléstes Mo als ausschlieBlich Sauerstoff-koordiniertes Mo"
vor, also als Molybdat. In der belebten Natur sind viele der bisher charakterisierten Proteine, die Mo
in dieser Form enthalten, strukturell eng miteinander verwandt. Sie bilden die Familie der Mop-

Proteine, von der bisher vier Grundtypen bekannt sind. Da die Vermutung nahe liegt, dass MoSto e-

benfalls dazu gehéren kénnte, muss diese Protein-Familie hier etwas ausfihrlicher vorgestellt werden.

Als das erste Protein dieser Familie isoliert und beschrieben wurde, vermutete man aufgrund spektro-
skopischer Daten, dass es eine Vorstufe des Moco enthalte und folglich an dessen Biosynthese betei-
ligt sei®®. Dies hat sich langst als Irrtum erwiesen, aber das Protein und alle seine Verwandten tragen

seitdem die Bezeichnung "Mop" als Kirzel fir Molybdopterin, welches sie gar nicht enthalten.

{modG —— modE > modA X modB > modC >

Regulations-Abschnitt (Bindestelle fur ModE)

Abbildung 2.4: Aufbau und Nomenklatur des mod-Operons im Genom von A. vinelandii.
Die Gene der Mop-Proteine sind grau eingefdrbt.

2.3.2.1 Funktionen der Mop-Proteine

Mop-Proteine sind ausschliefllich aus Prokaryoten bekannt. Wie schon erwéhnt, sind sie fir die Mo-

lybdén-Logistik in der Zelle zusténdig. Darunter fallen vor allem drei Aufgaben.

2.3.2.1.1 Transport in die Zelle: ModC

Wie in der Einleitung schon beschrieben, nimmt A. vinelandii bei sehr niedriger Molybdat-Konzentra-

tion das MoQ,* tber einen hoch-affinen Transportmechanismus des sogenannten ABC-Typs auf.

97 Cluster dieser Art sind aus der anorganischen Chemie von Mo und W seit langem bekannt. Siehe: Miller, Achim; Diemann,
Ekkehard; Jostes, Rainer; Bégge, Hartmut: Thioanionen der Ubergangsmetalle: Eigenschaften und Bedeutung fir Komplex-
chemie und Bioanorganische Chemie. Angew. Chem. 93 (1981) 957-977.

98 Hinton, Stephen M.; Merritt, Brenda: Purification and Characterization of a Molybdenum-Pterin-Binding Protein (Mop) in
Clostridium pasteurianum W5. J. Bacteriol. 168 (1986) 688-693.
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Die Abkirzung steht fir ATP-binding cassette und verdeutlicht zudem, dass der Transporter aus drei
Proteinen besteht. Das oben (2.3.1.2) bereits beschriebene ModA ist von seiner Struktur her nicht mit
den Mop-Proteinen verwandt, ebensowenig wie ModB, ein integrales Membranprotein, das den ei-
gentlichen Kanal in die Zelle bildet. ModC ist ein intrazellulér membrangebundenes Mop-Protein und
gleichzeitig eine ATPase, die die Energie fir den aktiven Transport liefert. Anhand ihrer Genome
konnten bisher Gber 20 Bakterien und Archaea gefunden werden, die héchstwahrscheinlich Gber ein
analoges Mo-Transportsystem verfigen®®. Dagegen ist bei Eukaryoten noch kein Mo-spezifischer Re-

sorptionsmechanismus nachgewiesen worden.

2.3.2.1.2 Regulation der intrazelluléren Molybdatkonzentration: Mop und ModG

Diese Proteine haben anscheinend keine andere Funktion als die Bindung von Molybdat und werden
dementsprechend auch Molbindine'®® genannt. Sie enthalten im nativen Zustand jeweils sechs Mop-
Doménen und binden jeweils bis zu acht Molybdat-lonen. Oft werden sie auch als Mo-
Speichersysteme bezeichnet, meiner Ansicht nach (siehe 2.2) sollte hier eher von einer Pufferfunktion
dieser Proteine gesprochen werden. Die Aufnahme bzw. Freisetzung des Molybdats héngt lediglich
von seiner Konzentration in der Umgebung ab, die Molbindine sind also geeignet, eine bestimmte
Molybdatkonzentration im Cytoplasma annéhernd konstant zu halten. Unklar ist, ob die Molbindine
noch weitere Funktionen erfillen. Darauf kénnte z.B. hindeuten, dass Clostridium pasteurianum Gber
drei verschiedene Molbindine verfigt (Mop1-3), oder dass das entsprechende Protein in A. vinelandii
(ModG) durch ein Gen codiert wird, das dem modEABC-Operon gegeniberliegt und mit diesem ge-
meinsam reguliert, d.h. bei sinkender intrazellulérer Molybdatkonzentration exprimiert wird™?. Es
macht offensichtlich keinen Sinn, bei ohnehin niedrigem Molybdatpegel ein Protein bereitzustellen,

das ausschliefilich zum Abpuffern hoher Konzentrationen dient.

Bei Eubacterium acidaminophilum wurde ein Mop gefunden, das eine analoge Funktion im Zusam-
menhang mit Wolframat erillt. Zwar bindet dieses "Wolbindin" in vitro auch Molybdat, da E. acida-
minophilum jedoch selektiv nur Wolframat aus seinem Medium aufnimmt und nicht Gber Molybdoen-
zyme, sondern ausschlieBlich Uber deren Wolframanaloga verfigt, dirfte auch sein Mop in vivo nur

Wolframat enthalten2.

2.3.2.1.3 Regulation Mo-relevanter Gene: ModE

Der Transskriptions-Regulator ModE ist der Sensor fir die intrazellulére Molybdatkonzentration und
regelt die Biosynthese der Proteine des ModABC-Transporters ebenso wie die der Mo-abhéngigen En-

zyme. Uberraschenderweise konnte bisher, verglichen mit dem ModABC-Transporter, ModE nur

29 Self, William T.; Grunden, Amy M.; Hasona, Adnan; Shanmugam, Keelnatham T.: Molybdate transport. Res. Microbiol. 152
(2001) 311-321.

100 1y Terminologie ist allerdings nicht vereinheitlicht, oft wird "Molbindin" auch synonym mit "Mop-Protein" gebraucht.

101 Delarbre, Laure; Stevenson, Clare E.M.; White, Daniel J.; Mitchenall, Lesley A.; Pau, Richard N.; Lawson, David M.: Two

Crystal Structures of the Cytoplasmic Molybdate-binding Protein ModG Suggest a Novel Cooperative Binding Mechanism
and Provide Insights into Ligand-binding Specificity. J. Mol. Biol. 308 (2001) 1063-1079, 1064. Siehe auch Abbildung 2.4.

102 4 kdessi &al. 2004.
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in relativ wenigen Bakterien gefunden werden. E. coli, H. influenzae und A. vinelandii verfigen Gber
ModE. R. capsulatus besitzt sogar zwei entsprechende Proteine leicht unterschiedlicher Funktion, tradi-
tionell als MopA und MopB, neuerdings auch der Funktion entsprechend als ModE1 und ModE2 be-

zeichnet.

Bei ausreichender Molybdatkonzentration unterdriickt ModE die Biosynthese des ModABC-Trans-

porters und in A.v. und R.c. (ModE1) auch seine eigene. In Rhodobacter wird zudem die alternative
Nitrogenase durch beide ModE reprimiert. Gleichzeitig stimuliert ModE die Expression der Gene fiir
verschiedene Moco-Enzyme sowie fir die Proteine der Moco-Biosynthese, anscheinend jedoch nicht

fur die Proteinkomponenten der Molybdan-Nitrogenase. %

2.3.2.2 Struktur der Mop-Proteine

Das gemeinsame Strukturelement der Mop-Proteine ist ein knapp 70 Aminoséuren langes, etwa

7 kg/mol schweres Polypeptid mit stark konservierter Sequenz (Tabelle 2.5), die Mop-Doméne. Im
einfachsten Fall, bei den Mop-Molbindinen, besteht das Genprodukt nur aus einem einzigen solchen
Polypeptid. Bei ModG und bei ModE sind im Genom zwei unmittelbar aufeinander folgende Mop-
Einheiten codiert, eine Dimop-Doméne. ModE und ModC enthalten an die Mop-Einheiten angesetzte
Abschnitte fir ihre mit der Molybdat-Bindung verknipften zusétzlichen Funktionen (Abbildung 2.5).

Mop v @D
ModG N -C X )-c

ModE N -( DNA-bindend )( X )>cC

ModC N~ ATP-bindend X )-C

Abbildung 2.5: Aufbau der AS-Sequenzen der Molbindine. Die Mop-Domdnen sind grau darge-

stellt.1o4
Die raumliche Struktur ist mittlerweile durch Réntgenstrukturbestimmung am ModE aus E. coli., an
ModG, an Mop aus S. ovata und an Mop2 aus C. pasteurianum bekannt. Das Mop-Polypeptid ergibt
gefaltet ein annéhernd globuléres Protein. Dabei muss zur korrekten Faltung allerdings ein kurzer Ab-
schnitt vom C-Terminus eines zweiten Peptids einbezogen werden, so dass sich immer Mop-Dimere
mit zweizdhliger Symmetrie bilden. Jeweils drei Dimere lagern sich zu einem vollsténdigen Mop zu-
sammen, welches also ein Hexamer darstellt, dessen Untereinheiten annéhernd auf den Ecken eines
trigonalen Antiprismas liegen (Cs-Symmetrie, Abbildung 2.6). ModG unterscheidet sich davon nur
durch die kovalente Verknipfung von je zwei Mop-Doménen zu einer Dimop-Einheit, das fertige Pro-

tein ist ein Trimer (Symmetrieverringerung auf Cs).

103 by /Lawson 2002, 57-60.
104 |\ ach: Pau/Lawson 2002, 50.
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Isolierte Mop-Untereinheiten binden kein Molybdat, da alle Molybdat-Bindungsstellen auf Grenzflé-
chen zwischen Unfereinheiten liegen. Dabei ergeben sich zwei Typen von Bindungsstellen. Je Molekil
liegen zwei Bindestellen vom Typ 1 auf der dreizéhligen Achse des Molekils. Sechs Typ 2-Bindungs-
stellen liegen paarweise auf der Kontakiflache von zwei benachbarten Untereinheiten. Insgesamt

nimmt ein Molekil Mop also maximal acht Molybdat-lonen auf.

Tabelle 2.5.: Vergleich von 23 Sequenzen aus 15 Mop-Proteinen’® und die daraus ableitbare 64
Aminoséuren lange Konsenz-Sequenz der Mop-Domdne.

GroBbuchstabe: Ubereinstimmung in mindestens 19 der 23 Sequenzen'®. Kleinbuchstabe: Uber-
einstimmung in mindestens 15 der 23 Sequenzen. Sowohl das Auftreten identischer (schwarz unter-
legt) als auch das funktionell analoger (grau unterlegt) Aminosduren ist als Ubereinstimmung ge-
wertet. Im letzteren Fall ist die haufigste Aminoséure in der Konsenz-Sequenz angegeben, die alter-
nativen Aminosduren sind, nach abnehmender Héufigkeit geordnet, darunter aufgefihrt.

Kirzel der Bakterien-Spezies: E.c., Escherichia coli; H.i., Haemophilus influenzae; C.p., Clostridium
pasteurianum; S.o., Sporomusa ovata; Ana., Anabaena sp.; R.l., Rhizobium loti; E.a., Eubacterium
acidaminophilum.

ModE(1) Ec. QTN OWFETITARDHDDYQQHEDVLIIADGKTRIIKVAIAQRGARIGIDEEKEVLI LLSAPWYGHTQ
ModE(1) H.i. QsENNOFFERYAQQRIIDSRCVDVNVQGLPTRQVSIEiTKESARIIKIIT TEKEVMLMFIGA PHKISE
ModE(1) Av. KIENNOFAEINTGLRVEGEDYEYRIRIID-AENETIAAVIRIKARAENIRERA IEKEVFRALVES SSYMLTTEPS
ModE(2) KLT NN oiwleEl 1 DiHEE PENNEY TiRAR P - SERSVTCVVEIRADE CKARGIIA PEVAACRFFES S S ILAVYG
ModE1(1) Rc  RTENENTIRCTHTRVTLEAGNAEGERART-DlEH sHTAVEREREATEMGIIA PEVEVFILIZSASFMLAAG
ModE1(2) RIFACERITE 1fAARTDEPENTE T I#DRG-NCKSI TAVERYHTRADARGIIA PlEVPATI L FISA SH T LAMP
ModE2(1) RTEENNAWACKEWS VAADDYAAQNRMRIG-EEoDRTAVIR AREAAEMRIIA PESEVLALVISSNRYLLAG
ModE2(2) RLEVERRVRERYTERIDAPLSSEN TG - GERTI TA TR RDEAEMIDIH PEVE T TR LIRSS SH TLALP
Mop] C.p. MSIFTNNOIKEKVGLKKEVITAENVIPEIA - GENKITS INSL.DEVEERGVKEEAE LTRSS TDMULA
Mop2 MS I NN KK VG LKKEVI TAEF VIR E I A - GIENKI TS IS LOEVEERGVKEEAE L TRV S TDEMIELA
Mop3 Ms I NN OKEKEVAVKKE L TAENVIRETA - GEDKVTS TS LD 1 EDGVKEETE L TE VRS S TDEMILA
Mop S.0. MKIEGINKIPKEATKERVKETHMAKIVDMYK - —[TERVAALG I DEVADRDIVPEDKVTRLVIATEMEVLK
Mop H.i. MRIFFNNOMKEKEGVSHENESENATIYHIDIG-GENVIISSTVS LAAVKEINIBEVEKEA YR IRSATSIMVGVE
Mop Ana. MEVEENNFIKTTHKKVVPETENTEN TIRERA - PEVEIVS IifK SEADKIIORAEEKOA YIM 35S SD IVAVD
Mop Rl MRIFNMVIIKETITERVKEATTSHYRIDIG-GEAIVTASIINEAVADIKFEKEKQA YIVVIZASDIYMVGID
Mop E.a. MRLENNOMKERGVEROEEVSAKTVIEIC-EENRISSTHSMDALRDIGIKVEDEATIVISSAT SIMVMVP
ModG(1) Av. MKRIEBNNVFKETYSALKEEAINAEFDILIG-GEDKIIAAVVRLEEARSHORAAEKEVVEVVIEA PWLLMTDS S
ModG(2) RIFNN 1T T K TRE TEAGNAEY THARO - GETEI TSMVRKEAVAERGRK PEASASEVIRIA SN T LGVPA
ModC  Ec  QTEIRIVIIRAKY--VNSYDDNGQNEVEREVGEKTIMWARIS PHARDEWATIKPELWL YOI dS -~ SHTA
ModC  Av. DSBITRVIIPATHREVVEADTPAHYLVRIIEAEET PRI ARIGRRECDONGIA PERRMWEOITA--FALLG
ModC'%7 Rc.  DTTILIARPAVI-LGAEAAEGYQITVRIAL*EASRLARVSRKEFDLIGFQPEEQVVERLEA--MASAPA
ModE(2) E.c. aAQNEDNQORPEIISHHEREAEQCENLMARP-DEQTIICATVPVNEAT - - SioQlEoNVTEYY FNADSIIHATLC
ModE(2) H.i. LANQPYQFPVNIKSLNEE----EAIWQFAESNIEFCATVHQPNOW--QIEQ--QVWIHHDQEQIILATLG
Mehrheit KISARNQLKGTVVAIKKGAVNAEVVLELA-GGTKLTAIITLDSVAELGLKPGKEVTAVIKASDVMILV
Konsens SarN-1-g-V--i--g-v---V-L-L---g--L---IT--s---L-L--G--—--A-IK-—-V-I

T I 1 i 1TVI I Vs I \ IL

v IV \ v L Y

105

Sequenzen und Alignment nach Gourley &al. 2001, 20645, und Schittelkopf &al. 2002, 15015. For R. capsulatus Se-

quenz nach Wang/Angermiller/Klipp 1993, 3037; ModE1 und E2 sind dort als MopA und B bezeichnet. Fir E. acidami-
nophilum Sequenz nach Makdessi &al. 2004. Aufgrund der jeweils zwei Mop-Doménen (mit (1) und (2) gekennzeichnet) in
ModE und ModG ist die Zahl der Sequenzen gréfer als die der Proteine.

1% Dies kann ggf. als 100 %-ige Ubereinstimmung gelten, weil die zweite Mop-Doméne des ModE keine Molybdat-bindende
Funktion ausibt. Zwei stark abweichende Sequenzen solcher "nichtbindender" Doménen sind daher nicht unmittelbar nach
der jeweils ersten Doméne angegeben, sondern in der Tabelle unten angefigt.

107

In dieser Sequenz sind an der durch * markierten Stelle finf Aminoséuren (GASGE) ausgelassen.
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Alle Réntgenstrukturbestimmungen und EXAFS-Untersuchungen an Mop-Proteinen besagen iberein-
stimmend, dass in diesen Proteinen tetraedrische Molybdat-Anionen vorliegen, wie in neutralen L&-
sungen oder einfachen Salzen. Die Bindung und deren teils erstaunliche Sperzifizitét erfordern also
keine Anderung der Geometrie oder der Koordinationszahl des Mo. Die Bindung des Anions erfolgt

Uber Wasserstoffbricken, ausgebildet vor allem von den NH-Gruppen des Peptid-Rickgrates'©®.

ModE liegt im Gegensatz zu Mop und ModG als Dimer vor, der Molybdat-bindende Teil des Molekdls
entspricht einem ModG, in dem eine der Dimop-Untereinheiten fehlt. Dadurch enthalt ModE keine
Typ 1-Bindungsstelle und nur noch zwei vom Typ 2. Eine der beiden Mop-Doménen im Dimop wird
dadurch zur Molybdat-Bindung nicht mehr gebraucht, die Aminoséuresequenz dieser Doméne 2
weicht daher oft stark von der einer funktionierenden Mop-Doméine ab (Tabelle 2.5). Um Gberhaupt
eine Molybdat-Bindung méglich zu machen, ist die Anordnung der Dimop-Untereinheiten gegentber

dem ModG umgedreht, so dass die beiden aktiven Doménen 1 zusammenkommen (Abbildung 2.6).

ModG ModE ModC

Abbildung 2.6: Raumliche Anordnung der Mop-Domdanen in verschiedenen Mop-Proteinen. Mop-
Doménen sind durch grofie, Molybdat-lonen durch kleine Kugeln dargestellt. Buchstaben bezeich-
nen (jeweils identische) Untereinheiten, Zahlen (unterschiedliche) Doménen innerhalb einer Unter-
einheit. Die auf der dreizahligen Achse von Mop und ModG gebundenen Molybdat-lonen sind
aufgrund der Darstellungsweise nicht sichtbar, die ATP- bzw. DNA-bindenden Doménen von ModC
und ModE der Ubersichtlichkeit halber weggelassen.'®®

ModC bildet ebenfalls ein Dimer und verfigt je Untereinheit nur noch Gber eine Mop-Doméne. Da
aber, wie oben erldutert, eine Mop-Domdne nur als Dimer korrekt gefaltet werden kann und nur als
Dimer von Dimeren zur Molybdat-Bindung féhig ist, muss die Struktur der Doménen im ModC ir-
gendwie abgewandelt sein'®, was auch die abweichende Aminosduresequenz erkléren wiirde.
Abbildung 2.6 zeigt eine hypothetische, den anderen Mop-Proteinen analoge Anordnung. Réntgen-

strukturdaten zu ModC liegen bisher nicht vor.

108 b,y /Lawson 2002, 49-55.

109 Abbildung modifiziert aus: Gourley &al. 2001.
110 by /Lawson 2002, 64f.
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2.4 Polyanionen des Molybddns und Wolframs

2.4.1 Isopolymolybdate

2.4.1.1 Allgemeines

Bei zahlreichen Metallen aggregieren die lonen in wéssriger Lésung pH-abhéngig zu verschiedenen
polymeren Kat- bzw. Anionen, ein Vorgang, der i.d.R. bei ausreichend hohem bzw. niedrigem pH mit
dem Ausfallen des entsprechenden "basischen" Hydroxids bzw. "sauren" Oxids endet. Beim Molybdat
wird die Bildung von Polyanionen (Mo-O-Clustern) beginstigt durch: 1. niedrigen pH; 2. hohe Mo-
lybdatkonzentration; 3. niedrige Temperatur; 4. Anwesenheit bestimmter anderer lonen'?; 5. reduzie-
rende Bedingungen. Letzteres fohrt zur Bildung von gemischten Mo'/Mo"-Polyanionen, auf die hier
nicht eingegangen werden soll, da gemischte Oxidationsstufen fir das Mo im MoSto ausgeschlossen

werden kénnen (siehe Abschnitt 3.4.2).

Im System Molybdat-Wasser stellen sich alle Gleichgewichte mit fast unmessbar hoher Geschwindig-
keit ein. Das erschwert die Charakterisierung der in dem System auftretenden Polyanionen. Daher sind
nur solche Polyanionen wirklich strukturell charakterisiert, die auch in kristalliner Form auftreten. Dies
wiederum behindert auch thermodynamische Untersuchungen, die durch die schnelle Gleichgewichts-
einstellung erleichtert werden wiirden, wenn man nur genau sagen kénnte, welche Spezies in Lésung

miteinander im Gleichgewicht stehen.

Es hat sich eingebirgert, in der Chemie der Polymolybdate (und analog auch anderer Iso-Polyoxo-
metallate) die einzelnen Spezies durch ein Zahlenpaar (p, q) zu bezeichnen, das angibt, wie viele Pro-

tonen und MoO,?-lonen bei ihrer Bildung verbraucht werden.
p H* + g MoO,*~ = [HMo,0,]*""~ + (4g-y) H,O (4)

Wenn Formel und Ladung des lons bekannt sind, lassen sich p und g leicht errechnen. Der Quotient
Z = p/q ist der sogenannte Séuregrad des Polyanions, der nicht verwechselt werden darf mit dem
Molverhéltnis Séure/Molybdat, das zur Herstellung des Polyanions eingesetzt wurde (dem experimen-

tellen Séuregrad).

Waéhrend im Molybdat-Monomer (wie beim Sulfat) das Zentralatom tetraedrisch von Sauerstoffatomen
umgeben ist, basieren die Polymolybdate auf MoO,-Oktaedern, die Gber gemeinsame Ecken bzw.
Kanten verknipft sind. Bevorzugt entstehen dabei Strukturen, in denen die nicht-verknipfenden Sauer-

stoffatome einander benachbart sind (freie Oktaeder-Kanten).

™ Eine diesem Kapitel entsprechende Darstellung fir das Vanadium gibt: Rehder, Dieter: Inorganic Considerations on the
Function of Vanadium in Biological Systems. IN: Sigel/Sigel 1995 (wie Funote 60), 1-43.

112 7 8. bilden sich in Gegenwart von ClIO,~ leichter Polymolybdationen als in Gegenwart einer gleich hohen Konzentration

von Cl , siehe Abschnitt 2.4.1.3.
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2.4.1.2 Strukturell charakterisierte Cluster

Pope hat die insgesamt 17 seinerzeit bekannten Isopolymolybdat(VI)-Strukturen zusammengestellt'!2.

Diese Liste enthdlt jedoch zahlreiche Cluster, die nur aus nichtwéssrigen Lésemitteln hergestellt werden
konnten und daher fir eine biochemische Fragestellung wohl ohne Belang sind, sowie hochpolymere
Strukturen, die ebenfalls fir einen proteingebundenen Cluster nicht in Frage kommen. Es bleiben nur
fonf aus wassriger Lésung isolierbare diskrete Spezies: monomeres Molybdat und vier Isopolymolyb-

date, die in Tabelle 2.6 grau unterlegt sind.

2.4.1.2.1 Heptamolybdat'*

Ohne irgendeine nachweisbare Zwischenstufe entsteht beim Anséuern von Mo-
lybdatlésungen als erstes dieses durch das Zahlenpaar'® (8, 7) charakterisierte
Polyanion, das aus zahlreichen Salzen in fester Form bekannt ist. Da beim Mo-

lybdat-Heptamolybdat-Gleichgewicht keine parallel liegenden Gleichgewichte

stéren, gibt es fur diesen Ubergang am ehesten vertrauenswirdige thermody-

namische Daten.

2.4.1.2.2 Oktamolybdat

Der ndchste charakterisierte Cluster ist nicht viel gréfer, sondern vor al-
lem kompakter als das Heptamolybdat. Vom Oktamolybdat sind aus Sal-

zen drei Formen bekannt, von denen zwei isomer zueinander sind.

Die erste Form ist die Spezies (10, 8) ([MogO,(OH),]¢—, Abbildung "a",
die Lage der Hydroxogruppen ist durch die "Antennen" markiert)), deren
Existenz in Lésung mit den Ergebnissen von '"O-NMR, Réntgenstreuung
und elektrochemischen Messungen im Einklang ist'*®. In fester Form

konnte sie als Isopropylammoniumsalz erhalten werden"”.

Wesentlich mehr Salze kennt man vom B-Oktamolybdat (Abbildung "b"),

der Spezies (12, 8). Die isomere Form o-Oktamolybdat ist nur aus nichtwéssrigen Lésemitteln erhalt-

lich und wird daher hier nicht behandelt''8.

ns Pope 1991, 211. Diesem Review von M.T. Pope sind auch in diesem Abschnitt gezeigten Struktur-Abbildungen entnom-
men, nur die Abbildung von "Mos," wurde von mir erstellt. Strukturdaten von "Mos,": persénliche Mitteilung von Marc
Schmidtmann, Ak Anorganische Chemie 1 der Universitét Bielefeld.

1% pope 1991, 212¢.
115 Siehe Tabelle 2.6 und den Text zu Gleichung (4).
116 pope 1991, 214,
17 |sobe &al. 1978.
118 pope 1991, 2111,
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2.4.1.2.3 "Moy,'

Dieses Polyanion lésst sich anschaulich am besten beschreiben als
Heptamolybdat (in der Abbildung hell dargestellt), das ringférmig
von zehn verbundenen MoOy-Oktaedern (dunkel) umgeben ist, zwei
dieser Mo, ,-Einheiten werden durch zwei weitere MoO,-Oktaeder
(hell) miteinander verknipft. Es handelt sich um eine offene, etwas
aufgelockerte Struktur, zwischen den beiden zentro- und rotations-
symmetrisch angeordneten Mo,,-Halften liegt ein kleiner Kanal, der
im Kristall ein Wassermolekil enthélt. Bemerkenswert ist die Aufwei-
tung der Koordinationssphédre vom Oktaeder zur pentagonalen Bipy-

ramide bei insgesamt vier der Mo-Zentren''®.

Aufgrund seiner Gréfie und Komplexitét braucht dieses lon merkliche Zeit zu seiner Entstehung. Nach
den Ergebnissen verschiedener spektroskopischer und elektrochemischer Methoden liegt die zur
Gleichgewichtseinstellung nach Zugabe der entsprechenden Séuremenge erforderliche Zeit zwischen

3 und 30 Minuten'??,

2.4.1.3 In Lésung vorkommende Cluster

Beziglich der in Lésung vorkommenden Spezies ist man auf hypothetische Modelle angewiesen. Das
derzeit am besten die experimentellen Befunde beschreibende Modell'®' beruht auf elektrochemischen
Daten, es benutzt die in Tabelle 2.6 zusammengestellten lonen (mit Ausnahme der in Kursive einge-
tragenen Spezies (10, 8)). Verschiedene Modelle mit jeweils anderen Sétzen von Polyanionen wurden
jeweils durch Variation der Bildungskonstanten der einzelnen Spezies an die Messdaten angepasst.
Das dargestellte Modell ergab letztlich die beste Ubereinstimmung der theoretischen Vorhersagen mit

den tatsdchlichen potentiometrischen Daten?2.

Alle in Tabelle 2.6 durch die rote Umrahmung in der p,g-Spalte markierten Spezies wurden von den
Autoren aus friheren Modellen Gbernommen. Die Gbrigen Spezies wurden von ihnen neu postuliert,
die dodekameren lonen in Analogie zum Wolframat-System (Parawolframat B, s.u.), (13, 8) aufgrund
der Basizitdt des Oktamolybdations und (32, 18) aufgrund der Struktur des "Mog,". Nachgewiesen
wurden diese Spezies bisher nicht. Angesichts der Struktur von Mo, erscheinen mir eher Mo, ;- statt
Mo, g-Cluster in Lésung vorstellbar. Véllig unklar bleibt, warum die bereits fast funf Jahre friher be-

schriebene'?® Spezies (10, 8) nicht bericksichtigt wurde'?*. Fir das von ihnen untersuchte System

119 Krebs/Paulat-Béschen 1982.

120 5 elin 1987, 192.

121 o, bewertet in: Gmelin 1987, wobei anzumerken wdre, dass der Autor des betreffenden Kapitels des Gmelin-Handbuchs

mit dem Urheber des besagten Modells identisch ist.
122 Tyto &al. 1983.

123 |5obe &al. 1978.

124 Auch in dem von ihm verfassten Kapitel des Gmelin-Handbuches (Gmelin 1987) erwdhnt Tytko diese Spezies nicht.
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(Molybdat in 3 M NaClO,, 25°C) errechneten die Autoren die in Abbildung 2.7 dargestellten Zu-

sammensetzungen.

Tabelle 2.6: In Lésung beim Ansduern entstehende Molybdat-Spezies.

lierbare Spezies sind grau unterlegt.

Z

125 |n Form fester Salze iso-

P, 9 |Name Formel
0 0, 1 Molybdat MoO,*~
1 1,1 Hydrogenmolybdat HMoO,~
1,143 8,7 Heptamolybdat [Mo,0,,]6—
1,167 14,12
1,25 10, 8 [MogO,4(OH),]*~ (nicht bei Tytko &al.!)
1,25 15,12
1,286 9,7
1,333 16,12
1,429 10,7
1,5 12,8 | B-Oktamolybdat B-[MogO,4]*—
1,571 1,7
1,625 13,8
1,778 32,18
1,778 | 64,36 |'Mos,' [M0340115(H,0) 141>
2 2,1 Molybdénséure H,MoO,
2,5 5,2

Pope sieht Modelle wie dieses sehr kritisch, da eine wirkliche Unterscheidung von Spezies mit glei-

chem oder nahe beieinander liegendem Z-Wert aufgrund elektrochemischer Messungen unsicher sei

und zudem der Verlaut der Molybdat-Hydrolyse beim Anséuern fast mit Sicherheit von der sonstigen

Zusammensetzung der Lésung abhange?®. Die Titration von Molybdatlésungen mit Sdure zeigt ein-

deutig, dass andere lonen einen erheblichen Einfluss auf die Hydrolyse haben: 10 mM geléstes Mo-
lybdat liegen in Gegenwart von 3 M NaClO, bei pH 5,59, in Gegenwart von 3 M LiClO, bei
pH 5,38 und in Gegenwart von 1T M NaCl erst bei pH 4,98 zu 50% als Heptamolybdat vor ?7. Daher

gilt ein Modell, wenn Gberhaupt, immer nur fir eine ganz spezielles, genau festgelegtes Medium. In

der Literatur fanden sich schon vor 15 Jahren mehr als 150 Modelle mit unterschiedlichen Sétzen von

Polymolybdat-lonen oder einzelnen theoretisch postulierten, noch nicht definitiv charakterisierten lo-

nen'?,

125 Nach: Tytko &al. 1983. Ergénzt nach: Pope 1991.
Pope 1991, 213.
127 b erechnet nach den Gleichgewichtsdaten aus: Pope 1991, 212.

126

128 aufgelistet in Gmelin 1987, 110-143.



42

Species fraction F 4

Species fraction Fj, 4

Abbildung 2.7: Zusammensetzung wiéssriger Molybdatlésungen in Abhdngigkeit von Molybdat-
konzentration und pH (in Gegenwart von 3 M NaClO,, bei 25°C). Aus: Tytko &al. 1983.



2.4.2 Isopolywolframate'?

2.4.2.1

Allgemeines
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Aufgrund der engen Verwandtschaft von Mo und W gibt es natirlich Ahnlichkeiten zwischen Molybda-

ten und Wolframaten. So basieren z.B. auch bei den Polywolframaten die Strukturen auf dem WO,-

Oktaeder. Die wichtigsten Unterschiede sind:

- Wolframat bevorzugt Strukturen, bei denen einzelne Oxo-Gruppen (freie Ecken des Oktaeders)

vorliegen, wihrend Polymolybdate eher cis-Dioxo-Strukturen (freie Kanten) einnehmen.

- Wolframat bildet viele metastabile Polyanionen, die extrem langsam zerfallen bzw. sich umlagern.

Das erschwert u.a. die Untersuchungen der Gleichgewichte erheblich, einige stellen sich praktisch

sofort ein, andere brauchen Tage dafir. Manche anscheinend stabile Cluster kénnten durchaus

auch labile, aber inerte Ubergangsformen sein.

Tabelle 2.7: Bekannte und vermutete in wéssriger Lésung vorkommende Wolframat-Spezies.!

Name analog zu

30

/ p, q Bezeichnung nach Pope vermutliche Formel

den Polymolybdaten
0 0,1 Wolframat Wolframat WO,
0 0,4 | Tetrawolframat tetrameres Orthowolframat | [W,O,4]8 (zwei Isomere)
1 1,1 | Hydrogenwolframat | — HWO,
1 2,2 |— Diwolframat "W,0O,>" (vermutlich polymer)
1,143 8,7 | Heptawolframat Parawolframat A W,0,,]¢~
1,167 14, 12 | Dodekawolframat | Parawolframat B [H,W,,0,,]"
~1,33 [4 — saures Parawolframat Summenformel evtl. "W,O, ;"
~1,5 2 — ¢-Metawolframat vermutlich Dodekamer (meta-

(Pseudo-Metawolframat) stabile Ubergangsform)

1,5 18, 12 | Dodekawolframat | Wolframat-X B-[(Hy)W1,0,,]¢ (metastabil)
1,5 18, 12 | Dodekawolframat | Metawolframat 0-[(Hy)W;,0 5]
1,6 16, 10 | Dekawolframat Wolframat-Y [W;003,]*~ (in H,O metastabil)
2 2,1 | Wolframséure — H,WO,

1

130 Tabelle von mir erstellt nach den Angaben in: Pope 1983.

2% hach: Pope:1983, Chapter 3, Part F: Tungstates. Dieser Versffentlichung sind auch in diesem Abschnitt gezeigten Abbil-
dungen entnommen.
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2.4.2.2 Strukturell charakterisierte Wolframat-Spezies

In Tabelle 2.7 sind die beim Ansduern von waéssrigen Lésungen vermutlich entstehenden Wolframate
nach steigendem Séuregrad Z geordnet (zur Erlduterung siehe oben den einfihrenden Abschnitt zu
den Polymolybdaten). Wo die Formel des Polyanions nicht bekannt ist, ist Z der experimentell einge-

stellte Séuregrad.

Tetrawolframat ist ein Cluster, der ein vom Molybdan her

unbekanntes Phénomen darstellt: er entsteht ausschlieBBlich N
durch Konzentrationserhdhung, Protonen werden nicht ver-

braucht. Aus Kristallstrukturuntersuchungen sind zwei isome-

re Formen bekannt. Es gilt als gesichert, dass er auch in L&-

sung existiert, in welcher Form, ist jedoch unklar.

Die Spezies (1, 1) und (2, 1) spielen, wie beim Mo, nur in stark verdiinnter Lésung eine nennenswerte
Rolle und sind fir das Thema dieser Arbeit natirlich sowieso ohne Belang. Die Herstellung von (2, 2)

wurde bisher nur ein Mal beschrieben, beim normalen Anséuern von Lésungen entsteht es wohl nicht.

2.4.2.2.1 Heptawolframat

Wie beim Mo entsteht ohne irgendeine stabile oder metastabile Zwischenstufe
(es gibt nur unklare Hinweise auf einen tetrameren Ubergangszustand) als erstes
das Polyanion (8, 7). Nicht nur die Formel, auch die Struktur stimmt exakt mit

Heptamolybdat Gberein. Kristalle mit dem Heptawolframat-Anion sind jedoch

schwer zu erhalten und nur metastabil: sie lagern sich zu Salzen mit dem nach-

folgend beschriebenen Anion (14, 12) um.

2.4.2.2.2 Parawolframat B (Dodekawolframat)

Solche Dodekawolframate sind es meist, die aus schwach angeséuerten Wolframatlésungen auskris-
tallisieren. In Ldsung steht Dodekawolframat mit Heptawolframat in einem Gleichgewicht, das sich nur
langsam einstellt. Frisch angesetzte Lésungen von Dodekawolframaten enthalten daher kein Hepta-

wolframat.

Im Kristall enthalt das Parawolframat-B-lon im Inneren zwei gebundene Pro-

tonen (mit Neutronenbeugung nachgewiesen, in der Abbildung als Punkte

dargestellt), die im Gegensatz zu den Protonen der Metawolframate (s.u.)

austauschbar sind.
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2.4.2.2.3 "Saures Parawolframat"

Diese Spezies unklarer Natur entsteht beim weiteren Anséuern von Lésungen "geringer lonenstérke™3?.

Sie wandelt sich dann offenbar langsam in eine Mischung aus Metawolframat und monomerem

Wolframat um.

2.4.2.2.4 Metawolframate (Keggin-Dodekawolframate)

In Lésungen mit einigen mM Wolframat bildet sich beim Ansduern auf Z = 1,5 das dodekamere Me-
tawolframat. Die drei verschiedene Formen bilden eine Stufenreihe zunehmender thermodynamischer
Stabilitat. Die zundchst entstehende @-Form wandelt sich in das B-lon (Wolframat-X) und dieses in das
stabile o-[(Hy)W;,0,,]¢~ um. Die vollstdndige Umwandlung in letzteres benétigt selbst beim Erwdrmen

auf 50°C noch etwa zwei Wochen (bei einer Wolframatkonzentration von 5 mM).

0-[(Hy)W,,0,,]¢~ hat eine Keggin-Struktur, in der das tetraedrische Zentral-lon
durch zwei Protonen vertreten wird, die normalen Austauschprozessen nicht
mehr zugdnglich sind. Da die beiden Vorstufen @hnliche Merkmale zeigen

(nicht austauschbare Protonen, vergleichbare Cluster-Masse), geht man davon

aus, dass sie ebenfalls Keggin-ghnliche Dodekamere darstellen. Alle drei las-
sen sich reduzieren, verlieren danach leicht eines der Protonen, bei erneuter
Oxidation erhalt man [HW,,0,,]"—, welches das "fehlende" Proton nicht wieder aufnehmen kann. Auf

direktem Weg durch Einstellung des pH ist diese (17, 12)-Spezies nicht zugénglich.

2.4.2.2.5 Dekawolframat

Beim raschen Anséuern von Wolframatlésungen Gber Z = 1,5 hinaus tritt eine
gelbe Farbe auf (A, = 320 nm), die durch das lon [W,,O5,]*~ hervorgerufen
wird, das einzige farbige Isopolywolframat(Vl). Dieses (16, 10)-Wolframat ist in
nichtwéssrigen Medien stabil, in Wasser ist es immerhin noch metastabil und zer-

fallt nur langsam zu Metawolframat. Es kénnte insofern fir die Speicherprotein-

Chemie von Belang sein, wenn dies auch nicht sehr wahrscheinlich ist.

131 Die ungenaue Formulierung steht so im Originaltext. Pope 1983, 51.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Vorversuche

3.1.1 Wachstumsversuche mit A. vinelandii

Diese Vorversuche dienten dazu, das Wachstumsverhalten des Bakteriums kennenzulernen und die
Eignung des von friheren Experimentatoren eingesetzten Kulturmediums zu Uberprifen. An diesem
Medium erschien mir von Anfang an fragwiirdig, dass als Stickstoffquelle’? fur die Anzucht Nitroge-
nase-reprimierter Zellen 20 mM Ammoniumchlorid eingesetzt wurden. Da beim Wachstum von Bakte-
rien der pH des Mediums meist durch saure Stoffwechselendprodukte absinkt und A. vinelandii leicht
alkalische Bedingungen bevorzugt, sollte der Zusatz eines in Lésung schwach sauren Salzes kontra-

produktiv sein. Als Alternative bot sich Ammoniumacetat an.

14 pH
oD - Stickstofffixierung '3 - Stickstofffixierung
12 4 —A— mit Ammoniumchlorid 8 —A— mit Ammoniumchlorid
— mit Ammoniumacetat — mit Ammoniumacetat

10 A

8 7 7 ,

6 .

4 6

2 .

o} T T T 5 T T T T

0 6 12 18 24 Zeit/h 30 0 6 12 18 24 Zeith 30

Abbildung 3.1: Wachstum und pH-Anderung in A. vinelandii-Flissigkulturen. Die Kurven geben

gemittelte Daten von jeweils doppelten Ansétzen wieder. Die OD versteht sich, wie in allen Fdllen,

in denen sie zur Bestimmung der Zelldichte dient, als bei 436 nm gemessen.
Das Resultat (Abbildung 3.1) bestétigte meine Vermutung: Mit Ammoniumchlorid sackte der pH stetig
in den sauren Bereich, das Acetat hingegen pufferte die frei werdenden Séuren ab und lieB den Wert
nur minimal unter 7 sinken. Das Wachstum der Zellen mit Ammoniumchlorid war nur wenig schwé-
cher, nichtsdestoweniger verwendete ich fortan bei allen Versuchen Ammoniumacetat als Quelle fir
gebundenen Stickstoff. Bemerkenswert ist, dass auch bei den stickstofffixierenden Zellen das Medium
konstant neutral blieb. Anscheinend bietet das diazotrophe Wachstum den Zellen die Méglichkeit, den

pH ihren Bedirfnissen anzupassen (siehe auch unten in 3.1.1.2).

132 Dg for die Gewinnung des Speicherproteins Nitrogenase-reprimierte A.v.-Zellen benutzt wurden, war der Zusatz von ge-

bundenem Stickstoff zum Medium der Normalfall. Wenn ausnahmsweise Stickstofffixierungs-Bedingungen angewandt wurden,
ist dies ausdricklich erwdhnt.
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Allgemein bestétigte der Test, dass Azotobacter ein schnell wachsendes Bakterium ist. Die Verdoppe-
lungszeit betrdgt etwa 2, bei Stickstofffixierung etwa 3 Stunden. Das exponentielle Wachstum hélt bis
zu einer Tribungs-OD von etwa 2 an, die Kulturen wachsen danach linear weiter. Das Maximum lag
in diesem Versuch bei einer OD = 12, es erwies sich aber bei den weiteren Arbeiten als schwan-

kungsanféllig. Teilweise wurden Werte fast bis 20 erreicht.

3.1.1.1 Nabhrstoffbedarf und Molybdat-Toleranz

Als néchstes prifte ich, ob im Medium ausreichende Uberschisse der Stickstoffquelle und des Kohlen-
stoff- und Energielieferanten Saccharose enthalten waren. Das Wachstum sollte nicht durch die Ener-
giequelle begrenzt werden, und da ich mit Nitrogenase-reprimierten Zellen arbeiten wollte, durften die
Bakterien auch nicht durch Mangel an Ammoniumverbindungen in die Stickstofffixierung hineinwach-
sen. Die letztere Sorge war insofern berechtigt, als die Versuche zeigten, dass der Ubergang zu dia-
zotrophem Stoffwechsel im Wachstumsverlauf fast nicht erkennbar ist, wenn die Zellen Gber genug Mo
verfigen. Nur in Kulturen ohne zugesetztes Mo zeigte sich die Erschépfung der Stickstoffquelle durch
Einbruch der Wachstumsrate. 1 mM Ammoniumacetat reichten bis zu einer OD = 1, die Ubliche
Menge sollte also bis zu OD = 20 sicher sein. Mit nur 0,5 % Saccharose brach das Wachstum bei
OD = 12 ab, die normale Ration von 2 % (w/v) genigt also theoretisch fir ein Wachstum bis

OD = 48 (Abbildung 3.2 links).

15 20
—8—kein Molybdat
oD —10 uM Molybdat
0D —&—100 pM Molybdat
-8 Standard 15 - ~#-1000 uM Molybdat
—k—0,5% Saccharose —-10 uM Wolframat
10 —&-1mM NH40AG; -Mo
—-1mM NH40Ac; +Mo
10 4
5 -
5 .
0 p=—0—0 T T T 04 T T T
0 8 16 24 Zeith 32 0 6 12 18 24 Zeith 30

Abbildung 3.2: Wachstumsversuche zu Stickstoffverbrauch, Energiebedarf (linke Abb.) und Molyb-
ddantoleranz (rechte Abb.) von A.v.. Jeweils Doppelansétze, beim "Zuckermangelversuch" (linke
Abb., rote Kurve) Vierfachansatz. Das Medium "Standard" enthielt 2 % Saccharose, 20 mM Ammo-
niumacetat.
Da versucht werden sollte, durch reichliches Angebot an Molybdat die Ausbeute des Speicherproteins
und seinen spezifischen Molybdéngehalt zu steigern, sowie durch Einsatz von Wolframat das Wolf-

ram-Analoge des Mo-Speicherproteins zu erhalten, musste auch erprobt werden, wie Nitrogenase-

reprimierter'®® A.v. auf erhdhte Molybdatkonzentrationen und auf Wolframat reagierte.

138 Diein N,-fixierenden Kulturen eingesetzte Standardkonzentration war 10 uM Natriummolybdat.



49

Im untersuchten Bereich von Null bis 1T mM zeigte sich kein signifikanter Einfluss der Molybdatkon-
zentration auf das Wachstum. Wolframat wirkt jedoch anscheinend leicht wachstumshemmend, wie

man es auch erwarten wiirde (Abbildung 3.2 rechts).

Bei diesem Versuch wurden jeweils die Zellen nach Versuchsende abgetrennt, mit Lysozym aufge-
schlossen und die Extrakte mit SDS-PAGE auf Proteine untersucht, die nur in Anwesenheit von Molyb-
dat gebildet wurden. Die Hoffnung, damit eventuell schon vor den Anreicherungsversuchen die Ban-
den des Speicherproteins im Gel identifizieren zu kénnen, erfillte sich jedoch nicht, in dem von Pien-
kos und Brill angegebenen Molmassenbereich zeigten sich keine auffdlligen Mo-abhéngigen Verén-
derungen. Erst nachdem ich die genaue Lage der MoSto-Banden ermittelt hatte, lieBen sie sich auch
in den hier erhaltenen Elektrophoresegelen erkennen. Es zeigte sich, dass die Banden nur schwach
ausgeprdgt waren, wenn dem Medium kein Molybdat zugesetzt worden war. Anders als es die Ergeb-
nisse der MoSto-Entdecker nahelegen®?, wird also die Biosynthese des Speicherproteins sehr wohl
Mo-abhéngig reguliert. Dieses vorléufige und ungenaue Ergebnis wurde spéter durch sorgféltige Un-

tersuchungen bestatigt!.

3.1.1.2 Toleranz gegeniber niedrigem pH

-®-nach 12h
-#- nach 30h

pH

~_
~
—

b T e o
—

//\‘ 4
+5

oD oD

nach 12h nach 30h

0,0 +& T i 0

autoklaviertes Kultur nach 30h

3 4 5 pH 6 Medium

~

Abbildung 3.3 links: pH-Abhéngigkeit des Wachstums von A.v.; rechts: Anderung des pH im Medium
wdhrend des Versuches. Jeweils Einfachansétze, Stickstofffixierungs-Bedingungen, 1,6 mM Phosphat.
Zwei Konftrollansdtze (pH 6,88 und 6,96) mit 16 mM Phosphat sind im rechten Diagramm weggelas-
sen, im linken Diagramm aber enthalten, da sie sich im Wachstum den anderen Ansdtzen entspre-
chend verhielten.

Dieser Versuch stand nicht unmittelbar im Zusammenhang mit den Arbeiten am Speicherprotein, da-
her rihrt auch, dass er mit N,-fixierenden Zellen durchgefihrt wurde. Er bestétigte im wesentlichen die

Angaben in der Literatur, wonach die untere pH-Grenze fir das Wachstum von A.v. bei 5,5 liegt. 12

Stunden nach dem Beimpfen zeigte sich in den Ansétzen mit niedrigerem pH keinerlei Wachstum.

134 pignkos/Brill 1981, 745f.
135 Diese genaue Untersuchung wurde durchgefihrt von Jérg Schemberg, siehe: Fenske &al. 2005.
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Interessant ist jedoch, dass N,-fixierendes A.v. anscheinend in gewissem Maf3e den pH seiner Umge-
bung erhdhen kann. 26 Stunden nach dem Start war auch in zwei bei 5,18 und 4,68 angesetzten Kul-
turen Wachstum festzustellen. Eine Kontrolle nach 30 h ergab, dass die pH-Werte der Anséitze Gber
6,2 gesunken, die darunter gestiegen waren, so dass nun alle Kulturen im Bereich 5,75-6,60 lagen,
mit Ausnahme des Ansatzes bei 3,12. Der Vorgang wurde beginstigt dadurch, dass das Medium mit

1,6 statt 16 mM Phosphat nur schwach gepuffert war.

Unklar ist, warum der pH auch in Kulturen anstieg, die kein Wachstum zeigten, bzw. warum die bei
pH 4,07 gestartete Kultur nicht zu wachsen begann (auch nach 49 h nicht), nachdem sie bei 30 h
den geeigneten pH-Bereich erreicht hatte. Méglicherweise beruht der pH-Anstieg teils auf der Aus-
scheidung basischer Substanzen durch lebende Zellen, teils auf der Lyse abgestorbener Zellen, wobei
mit abnehmendem pH letzteres mehr und mehr dominiert und schlieBlich die einzige Ursache wird.
Demnach wére der Ansatz bei pH 4,07 nur zuféllig nach Absterben aller Zellen gerade eben bis in
den pH-Bereich der lebenden Kulturen geraten. Dass lebende stickstofffixierende Zellen den pH des
Mediums aktiv beeinflussen, zeigte bereits der zu Beginn des Kapitels 3.1 beschriebene erste Wachs-

tumsversuch.

3.1.2 Priufung und Optimierung der Molybdén- und Wolfram-

Bestimmungsverfahren

Zur Durchfthrung der biochemischen Untersuchungen, insbesondere um den Verlauf der Proteinan-
reicherung zu kontrollieren, war unbedingt eine einigermaflen zuverldssige Methode zur quantitativen
Bestimmung von Molybdén erforderlich. Da fur die Routineanalysen keine Geréte fir elementaranaly-
tische Methoden wie ICP/MS, AAS o.48. zur Verfigung standen, musste ein geeignetes Verfahren aus

der klassischen Nass-Chemie gefunden und fir das vorliegende Problem optimiert werden:

- grofle Mengen organischen Materials durften nicht stéren.
- Molybdén musste zuverléssig aus MoSto herausgel&st werden.
- mdglichst hohe Empfindlichkeit, um nicht allzuviel Protein bei der Analytik zu verbrauchen.

- schnelle und einfache Durchfihrung wegen der nach Chromatographie-Laufen zu erwartenden
grofien Anzahl Proben.

Aufgrund der engen Verwandtschaft der beiden Metalle sind Molybdén-Bestimmungsverfahren i.d.R.

auch fir Wolfram anwendbar.

3.1.2.1 Colorimetrische Methode

Die Bestimmung beruht auf der Bildung eines griin geférbten Komplexes von Dithiol (Toluol-3,4-
dithiol, 3,4-Dimercaptotoluol) mit Molybdan", der mit einem organischen Losemittel extrahiert und

durch Messung der Absorption bei 680 nm bestimmt wird. Die Proteinmatrix stellt kein Problem dar,
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da ein oxidativer Aufschluss, der organisches Material restlos zu H,O, CO, und N, umsetzt, ohnehin

ein fester Bestandteil des Verfahrens ist.

Die Methode wurde nur unwesentlich gegeniber dem in der Literatur'®® beschriebenen Verfahren ab-
gewandelt: insbesondere wurde als organisches Lésemittel n-Amylacetat an Stelle von iso-Amylacetat
benutzt, was ohne Probleme méglich war. Fur Details der Durchfihrung sei daher auf den Methoden-

teil verwiesen (5.2.1.1).

Ebenfalls mit Dithiol soll eine Identifizierung von MoSto im Gel der nicht-denaturierenden PAGE als
grin geférbte Bande méglich sein. Das Verfahren wird allerdings in der entsprechenden Verdffentli-

chung™7 nicht im Detail beschrieben und wurde von mir nicht erprobt.

3.1.2.2 Katalytische Methode

Dithiooxamid (Dithio-oxalséurediamid, Rubeanwasserstoffséure) reagiert in sau-

H_N S
rer Ldsung mit Wasserstoffperoxid zu einem intensiv gelben Oxidationsprodukt 2
unbekannter Natur. Die Reaktion wird durch Metall-Oxo-Komplexe katalysiert,
insbesondere durch Molybdat und Wolframat. Bei niedrigen Konzentrationen von H,N S

H,O,, Séure und katalytisch aktiven Metallionen verlduft die Reaktion sehr lang-

sam nach einem Geschwindigkeitsgesetz nullter Ordnung, d.h. die Geschwindigkeit ist zeitlich kon-
stant und héngt allein von der Katalysatorkonzentration ab. Aufgrund der Farbe des Produkts lésst sich
der Reaktionsverlauf leicht durch Messung der Absorption bei 400 nm verfolgen. Das Verfahren wur-
de in den 1960er Jahren in der Sowjetunion zur Untersuchung legierter Stahle entwickelt'®. In der
Originalveréffentlichung wird die Durchfihrung in einem 25-mL-Messkolben mit folgendem Ansatz (in

dieser Reihenfolge!) beschrieben:

Chemikalie (jeweils auf 25°C vortemperiert): Menge:
vorbereitete Probe max. 12 mL
Salzsdure p.a., 250 mM 10 mL
Dithiooxamid-Lésung, 10 mM in Ethanol p.a. 1 mL
H,O, 50 mM T mL
H,O bidest. ad 25 mL

Die Wasserstoffperoxidldsung ist jeweils frisch anzusetzen (0,5 mL 30%ige Lésung mit Wasser auf

100 mL auffillen).

Fur Routineuntersuchungen mit einer groflen Anzahl verschiedener Proben erschien mir das Original-

verfahren zu umsténdlich. Daher verkleinerte ich den Ansatz einfach um den Faktor 10, so dass

136 Cardenas/Mortensen 1974.

'37 pienkos/Shah/Brill 1980, 393.

13? Pantaler 1963. Dieser Artikel, im Text als ,Originalveréffentlichung” bezeichnet, stammt in Wirklichkeit aus einer englischen
Ubersetzung der urspringlichen russischen Fachzeitschrift. Auf diese Methode hingewiesen wurde ich durch: Miller, Helmut;
Oftto, Matthias; Werner, Gerhard: Katalytische Methoden in der Spurenanalyse. Leipzig 1980. (zugleich: Weinheim [u.a.]
1980), eine Fundgrube fir empfindliche klassisch-chemische Analyseverfahren.
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sich die Reaktion unter gleichzeitiger automatischer Messung und Aufzeichnung der Absorption in ei-
ner 3-mL-Standardkivette durchfihren lief. Da dabei das Gesamivolumen des Ansatzes nicht mehr
durch ,Auffillen bis zur Marke” eingestellt wird und da bei der Zugabe von Wasserstoffperoxid die

Reaktion beginnt, wurde auch die Reihenfolge des Ansatzes umgestellt.

Chemikalie: Menge:
vorbereitete Probe max. 1,3 mL
H,O bidest. ad 1,3 mL
Salzsgure p.a., 250 mM T mL
Dithiooxamid-L&sung, 10 mM in Ethanol p.a. 100 uL
H,O, 50 mM 100 uL

Alle Volumina wurden mit Luftpolsterpipetten abgemessen, von der Richtigkeit und Reproduzierbarkeit
der Volumenmessung héngt die Genauigkeit der Messungen in erster Linie ab. Es bewéhrte sich, fur
jede der bendtigten Lésungen jeweils eine eigene Pipette zu benutzen, die nicht gewechselt wurde, so
dass der eventuelle Fehler innerhalb einer Messreihe fir alle Messungen einschlieBlich der Kalibrie-
rungsmessungen gleich blieb. Aus dem gleichen Grund wurden fir alle Messungen innerhalb einer
Messreihe die selbe HCI- und H,O,-Lésung verwendet. Einstellen der Lésungen auf eine bestimmte
Temperatur erwies sich als Gberflissig. Da parallel zu jeder Messreihe eine Kalibrierkurve gemessen

wurde, genigte Temperieren auf RT.

Unter Verwendung selbst hergestellter 1 uM und 10 uM Molybdat-Standardlésungen wurde das Ver-
fahren fir Stoffmengen zwischen 0,02 und 10 nmol Molybdat (im angegebenen Ansatz von 2,5 ml)
getestet. Dabei zeigte sich, dass unterhalb 0,1 nmol kein sicherer Nachweis von Mo méglich ist. Die
Reaktion l&uft auch unkatalysiert ab, und bei Stoffmengen von 0,02 und 0,05 nmol lag die Erhéhung
der Reaktionsgeschwindigkeit in der gleichen Gréfienordnung wie die Schwankungen des Blindwertes.
Nimmt man an, dass die Mindeststoffmenge von 0,1 nmol in dem maximalen Probevolumen von

1,3 mL geldst ist, ergibt sich eine untere Grenzkonzentration von etwa 70 nM bzw. 7,5 ppb w/v.

Die Obergrenze liegt bei etwa 5 nmol. Bei héheren Mo-Gehalten wurde die Reaktion so schnell, dass
sich der Verbrauch der Edukte bemerkbar machte: statt einer Geraden war der zeitliche Verlauf der
OD,q eine Kurve, die Reaktion verlief nicht mehr wie erforderlich nach einem Geschwindigkeitsgesetz
nullter Ordnung. Bis zu einem gewissen Grad lief} sich dies ausgleichen, indem nur die ersten Mess-
werte der Kurve zur Bestimmung der Steigung herangezogen wurden, jedoch erhielt ich auch dann
tendenziell zu niedrige Werte. Fir genaue Bestimmungen sollten keine Stoffmengen Gber 2 nmol ein-

gesetzt werden, was sich durch Verringerung der Probenmenge leicht bewerkstelligen lésst.

Die auf gleiche Art durchgefihrte Prifung mit Wolframat ergab im wesentlichen die sinngeméf glei-
chen Resultate. Lediglich die Konzentrations-Obergrenze liegt bei Wolframat héher (max. 20 nmol W
im Ansatz). Das Verfahren kann also bei Bedarf zur Wolframat-Bestimmung auf gleiche Weise durch-

gefuhrt werden wie bei Molybdat.
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Zur Probenvorbereitung, d.h. zur Zerstérung der Proteinmatrix und vollsténdigen Freisetzung des Mo-
lybdans als katalytisch aktives Molybdat wurden verschiedene Verfahren getestet. Es wurden jeweils
gleiche Mengen einer MoSto-Probe eingesetzt, deren Gehalt ich zuvor mit der colorimetrischen Me-

thode (siehe 5.2.1.1) bestimmt hatte.

Probenvorbereitung bestimmte Mo-
Konzentration [UM]
Vergleichsbestimmung colorimetrische Methode 23,1
1 | keine Probenvorbereitung 15,5
2 | 30 min bei RT, Zusatz von T mL 250 mM HCI 16,7
(HClI-Zugabe beim Ansatz entféllt)
3 | 15 min bei 100°C, Zusatz von 1 mL 250 mM HCI 15,8

(HClI-Zugabe beim Ansatz entféllt)

4 | Abrauchen mit wenigen Tropfen HNO,;, anschlieffend 3maliges Ab-
rauchen mit HCl, Aufnehmen mit T mL 250 mM HCI| 7,3
(HClI-Zugabe beim Ansatz entféllt)

5 | 15 min bei 100°C, mit Wasser verdinnt 20,7
6 | 15 min bei 100°C, Zusatz von 100 uL 10%iger SDS-Lésung 13,4
7 | 15 min bei 100°C, Zusatz von 500 uL 250 mM NaOH 21,8

(HCl-Volumen beim Ansatz zur Neutralisation entsprechend erhéht)

Damit erwiesen sich die Probenvorbereitungen durch einfaches Kochen (Nr. 5) und alkalisches Ko-
chen (Nr. 7) als geeignet fir das Mo-Speicherprotein. Bei einem weiteren Test wurden finf verschie-
dene Proben aus einer MoSto-Anreicherung auf diese Art vorbereitet und die Analyseergebnisse mit
den Resultaten vorheriger colorimetrischer Bestimmungen verglichen. Die Werte nach dem katalyti-
schen Verfahren mit Probenvorbereitung Nr. 5 entsprachen im Mittel 92% der colorimetrisch bestimm-
ten Werte. Mit der alkalischen Probenvorbereitung waren nur geringfiigig bessere Ergebnisse (94%) zu
erzielen, die m.E. nicht die umsténdlichere Durchfihrung aufwogen'®. Daher wurde als Standardver-
fahren fortan immer die ggf. mit bidest. Wasser verdinnte Probe in einem dicht schliefenden Geféf3
einfach for 15 min in ein siedendes Wasserbad gestellt und nach Abkihlung die benstigte Menge in
die Kivette Gbergefihrt.

3.1.2.2.1 Einfluss von Europium und Vanadium

In der Originalveréffentlichung sind die evil. stérenden Einflisse zahlreicher Metalle und einiger Anio-
nen untersucht und beschrieben, der Einfluss von Europium und insbesondere Vanadium ist jedoch
nicht behandelt. Einige Mo- und W-Bestimmungen, die mit den Untersuchungen am Speicherprotein

nichts zu tun hatten, machten es notwendig, auch den Einfluss dieser Metalle abzukléren.

139 Zudem hatte ich zu jenem Zeitpunkt auch keine Méglichkeit, Gber die Richtigkeit der mit der colorimetrischen Methode be-

stimmten Mo-Gehalte (d.h. der Vergleichswerte) etwas zu auszusagen.
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Europium (als EuCly) in einer Konzentration von 117 uM (293 nmol im Ansatz) zeigte keine eigene
katalytische Aktivitét. Auch die Geschwindigkeit der durch 0,4 uM (1 nmol) Molybdat katalysierten Re-

aktion énderte sich nicht signifikant bei Zusatz der o.a. Europiumkonzentration.

Vanadium (als Vanadat(V)) ist selbst katalytisch aktiv, jedoch ist die Aktivitdt um etwa den Faktor 50
geringer als bei Molybdat und Wolframat. Bei Abwesenheit dieser lonen liee sich das Verfahren ohne
weiteres auch zur quantitiativen Bestimmung von Vanadat einsetzen. Die VO,>-Stoffmenge in der

Probe musste dafir im Bereich 20 bis 250 nmol liegen.

Bei Testmessungen mit jeweils 2 nmol Wolframat in der Reaktionsmischung fihrte ein dquimolarer
Zusatz von Vanadat zu keiner signifikanten Anderung des OD-Gradienten. Ein Uberschuss an Vana-
dat (20, 50, 200 nmol) erhéhte die Reaktionsgeschwindigkeit um etwa 75% des Wertes, der fir einen
ausschlieBlich Vanadat enthaltenden Ansatz zu erwarten war. Daraus folgt, dass einerseits Vanadat in
maximal dquimolarer Konzentration bei der Wolframatbestimmung nicht stért, andererseits die kataly-
tische Aktivitét von Vanadat durch kleine Mengen Wolframat vermindert wird. Die Wechselwirkung
von Molybdat und Vanadat wurde nicht untersucht, vermutlich gilt dort aber das Gleiche wie bei

Wolframat.14°

3.1.2.2.2 Einfluss von Citrat

Die Originalversffentlichung gibt an, dass es méglich sei, Wolfram und Molybdén auch nebeneinan-
der zu bestimmen, da sich Wolframat durch den Zusatz von 0,1 M Zitronenséure zum Reaktionsansatz
maskieren lasse, wihrend Molybdat auch unter diesen Bedingungen voll katalytisch aktiv bleibe!.
Der Artikel enthélt an dieser Stelle offensichtlich einen Fliichtigkeitsfehler. Zitronenséure in der ange-
gebenen Konzentration blockierte die Reaktion vollsténdig, gleichgiltig ob Molybdat oder Wolframat
eingesetzt wurde. Die Konzentration an Zitronensdure wurde darauthin stufenweise reduziert, 4 mM
verringerten die Geschwindigkeit der Wolframat-katalysierten Reaktion um den Faktor 20, diejenige
der Molybdat-katalysierten Reaktion immer noch um den Faktor 2. Da es bei den betreffenden Versu-
chen nur um eine qualitative Unterscheidung von Mo und W ging, wurde der Test mit der zuletzt ge-
nannten Zitronensédurekonzentration durchgefihrt und die Wirkung von Citrat nicht noch ausfihrlicher
untersucht™2. Vermutlich wurde in der Originalversffentlichung (oder bei der Ubersetzung ins Engli-

sche) das Symbol fir die GréBenordnung verwechselt und die Angabe fir die geeignete Citratkon-

zentration muss richtig 100 uM statt 100 mM sein.

190 iy Messungen zum Vanadium wurden im Januar 2002 durchgefihrt von Meike Baumgart, damals Praktikantin an der
Universitat Bielefeld und Schilerin am Gymnasium Harsewinkel.

181 pontaler 1963, 5211.

142 Dig Messungen zum Citrat wurden durchgefihrt von Maja Henjakovic und Sabrina Laing,

Praktikum Bioanorganische Chemie WS 2001/02.



55

3.2 Isolierung des Molybddn-Speicherproteins

3.2.1 In der Literatur beschriebene Anreicherungsverfahren

Voraussetzung fir alle weiteren Untersuchungen war, zunéchst ein Verfahren zur Isolierung von MoSto
aus A. vinelandii-Zellen zu erarbeiten. Das Néchstliegende war dabei der Versuch, die wenigen bisher
publizierten Ergebnisse zu reproduzieren. AnschlieBend sollte dann versucht werden, das erfolgver-

sprechendere Verfahren noch zu verbessern.

3.2.1.1 Verfahren nach Philip Pienkos und Winston Brill

Die Arbeit von Pienkos und Brill'*?® enthdlt die einzige bis heute in der Literatur beschriebene vollstan-

dige Isolierung von MoSto. Das Verfahren umfasst folgende Schritte:
1. Zellaufschluss (durch osmotischen Schock) in 25 mM Tris/HCl pH 7,4.

2. Auftragen auf eine DEAE-Cellulose-Anionenaustauschersdule. Waschen der Saule mit 25 mM
Tris/HCl pH 7,4 + 50 mM NaCl. Elution von MoSto mit 50 mM Imidazol/HCI pH 6,5 + 50 mM
NaCl.

3. Vereinigen der MoSto-haltigen Fraktionen. Einstellen einer 20%igen Sattigung mit Ammoniumsul-
fat, Zentrifugation, Verwerfen des Niederschlages. Erhdhen der Séttigung auf 50%, Zentrifugati-

on, Verwerfen des Uberstandes.

4. Aufnehmen des Niederschlages in 50 mM Imidazol/HCI pH 6,5; Aufbringen der Proteinlésung

auf eine Sephadex G100-Gelfiltrationsséule und Elution mit dem gleichen Puffer.

Nach Angabe der Autoren wurde damit ein Praparat erhalten, das in der nativen PAGE nur eine Ban-
de und der SDS-PAGE eine Doppelbande zeigte, ohne dass Banden anderer Proteine zu erkennen

waren.

An Stelle von Imidazol setzte ich MOPS/NaOH als Puffersystem ein. Da bei der abschliefenden Gel-
filtration die Molekilmasse von MoSto bestimmt werden sollte, wurde statt einer G100- eine G150-
Séule verwendet, die fir die nach den Angaben von Pienkos/Brill 1981 erwartete Protein-Molmasse

von etwa 90-100 kg/mol besser geeignet ist.

Das Verfahren erwies sich beim ersten Versuch als nur eingeschrénkt reproduzierbar, aber im Grunde
brauchbar. Es wurde daher als Grundlage zur weiteren Optimierung herangezogen. Alle Ergebnisse
der damit durchgefihrten Anreicherungsversuche sind in Kapitel 3.2.2 (ab Seite 58) zusammenge-
fasst, eine tabellarische und grafische Ubersicht des ersten Reproduktionsversuches findet sich als

Tabelle 7.1 im Anhang.

143 pienkos/Brill 1981.
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Da vorherige Untersuchungen an zellfreien Extrakten (Seite 49) keinen Hinweis gegeben hatten, wie
sich MoSto in der SDS-PAGE zeigt, konnte das Protein beim ersten Anreicherungsversuch nur mit Hilfe
der Molybdénanalytik verfolgt werden. Nach jedem Anreicherungsschritt wurden jeweils die Fraktionen

mit dem héchsten Mo/Protein-Verhdlinis zur Weiterverarbeitung eingesetzt.

3.2.1.2 Anreicherung nach Waltraud Suer

Ein anscheinend erfolgloser Anreicherungsversuch wurde in unserer Arbeitsgruppe im Zusammenhang
mit den Arbeiten, die erstmals Hinweise auf ein Polyoxomolybdat in MoSto lieferten, durchgefihrt und
beschrieben'*?. Nachdem das aufféllige, mit ganzen Zellen ebenso wie mit zellfreien Extrakten erhal-
tene TDPAC-Spektrum dem Speicherprotein zugeschrieben worden war, wurde versucht, MoSto durch
eine DEAE-Sephacel-Anionenaustauschchromatographie anzureichern. Als Aufschlusspuffer diente

50 mM Tris/HCl pH 7,8, eluiert wurde mit einem achtstufigen NaCl-Gradienten (50, 100, 150, 200,
280, 350, 500, 1000 mM) in dem gleichen Puffer. In den Mo-haltigen Fraktionen war jedoch das
charakteristische Spektrum verschwunden, es zeigte sich nur das TDPAC-Spektrum von monomerem
Molybdat. Daher wurde angenommen, dass auf der Anionenaustauscherséule das Molybdat aus dem
Protein herausgeldst werde. Der Unterschied zur ersten Anreicherungsstufe von Pienkos/Brill besteht

im wesentlichen im héheren pH-Wert bei dem DEAE-Séulenlauf.

Bei meiner Wiederholung dieser Anionenaustauschchromatographie zeigte sich jedoch, dass Molyb-
dén in dem Bereich nachweisbar war, in dem auch bei der SDS-PAGE die charakteristischen Banden
von MoSto gefunden wurde (NaCl-Konz. ca. 150 mM; Abbildung 3.4). Offenbar wird das Mo in die-
sem Schritt nicht vom Protein getrennt, denn in einem Testlauf wurde freies Molybdat erst bei wesent-
lich héherer NaCl-Konzentration (>250 mM) eluiert. Auch war das Molybddan/Protein-Verhaltnis nicht

ungewshnlich niedrig, eher etwas héher als in diesem Anreicherungsschritt bei pH 6,5 Ublich.

Ich versuchte, die Anreicherung bei gleichbleibendem pH 7,8 fortzusetzen. Die Hauptfraktionen des
MoSto-Peaks wurden vereinigt und finf Tage bei —20°C aufbewahrt, dann aufgetaut und, an Stelle
der Ammoniumsulfatféllung, durch Ultrdfiltration in einer Rihrzelle und anschlieBend einer Stehkam-
mer von 28 auf 2 mL eingeengt. Aufgrund von Problemen mit der Gelfilirationsséule konnte die auf-
konzentrierte Lésung aber nicht sofort eingesetzt werden, sondern musste abermals sechs Tage bei
-20°C aufbewahrt werden. Ein derartiges Vorgehen mit wiederholten Einfrier- und Auftauvorgéngen,
obschon nicht gerade proteinschonend, erwies sich im Zusammenhang mit MoSto i.d.R. als unprob-
lematisch, sofern die Lésung nicht hoch gereinigt war, sondern auch noch andere Proteine enthielt.
Diesmal jedoch zeigte sich in der konzentrierten Proteinlésung nach dem abermaligen Auftauen eine
erhebliche Menge ausgefallenes Protein, das vor dem Auftragen auf die Gelfiltrationsséule abzentrifu-

giert werden musste.

144 Miller &al. 1997. Siehe auch oben unter 1.1.1.
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Abbildung 3.4: Ergebnis der DEAE-Anionenaustauschchromatographie bei pH 7,8.

Nach der Gelfiltration fand sich bei der Untersuchung der Fraktionen mit SDS-PAGE die MoSto-
Doppelbande nur noch schwach, und zwar zum einen im erwarteten Bereich (bei einem einer Mol-
masse von 244 kg/mol entsprechenden Elutionsvolumen), zum anderen im Ausschlusspeak (entspre-
chend einer Molmasse >1000 kg/mol). Molybdén war nur in winzigen Spuren und nur als niedermo-

lekulare Spezies nachweisbar.

In der Anreicherungsprozedur ist die Aufkonzentrierung der einzige Schritt, bei dem das Mo entfernt
worden sein kann. Es ist anzunehmen, dass MoSto durch den erhéhten pH-Wert destabilisiert wurde,
die Freisetzung des Mo jedoch so langsam erfolgte, dass sie sich nicht bei dem DEAE-Séulenlauf,
sondern erst nach léngerer Lagerung und vor allem der langwierigen Ultrafiltration bemerkbar mach-
te. Vermutlich erfolgte auch die seinerzeit im TDPAC-Spektrum beobachtete Umwandlung in freies
Molybdat erst nach dem DEAE-S&ulenlauf. Eine solche Interpretation der Beobachtungen ist im Ein-
klang mit den mittlerweile vorliegenden Ergebnissen zum Ablauf der Mo-Freisetzung aus MoSto, de-

nen zufolge bei Kihlung auf 12°C die vollstandige Freisetzung mehrere Stunden beansprucht'#®.

Im Vergleich zum Holoprotein ist Mo-freies Apo-Speicherprotein (zumindest bei pH 7,8) offenbar we-
niger stabil und neigt zur Aggregation und Denaturierung. Das wirde sowohl den Niederschlag als
auch das Auftauchen von MoSto im Ausschlusspeak erkléren. Demnach kénnte die Isolierung des A-

poproteins sich schwierig gestalten, wenn nicht stabilisierende Bedingungen gefunden werden.

Weitere Anreicherungsversuche in 50 mM Tris/HCl pH 7,8 wurden nach diesen wenig ermutigenden

Ergebnissen nicht unternommen.

145 Jérg Schemberg und Volker Henschel, persénliche Mitteilung. Siehe auch Fenske &al. 2005.
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3.2.2 Optimierung der Anreicherungsmethode

3.2.2.1 Extraktgewinnung

Der Zellaufschluss wurde von Pienkos/Brill 1981 in 25 mM Tris/HCl pH 7,4 durchgefihrt. Nachdem
der Puffer- und pH-Wechsel wahrend der Anionenaustauschchromatographie wedfiel (siehe unten),
wurde auch beim Zellaufschluss 50 mM MOPS/NaOH pH 6,5 (im Folgenden einfach als "Standard-
puffer' bezeichnet) verwendet. Dies hatte keine erkennbaren Auswirkungen auf Qualitdt und Menge

des gereinigten Proteins, aber es vereinfacht natirlich die Anreicherung.

3.2.2.2 Anionenaustauschchromatographie

Beim ersten Versuch, das Verfahren von Pienkos/Brill 1981 zu reproduzieren, wurde in diesem Schritt

folgende Abfolge von Elutions-Pufferlésungen eingesetzt:

Fraktionen | Puffersubstanz | Konzentration / pH | NaCl-Zusatz (mM) | Fraktionsvolumen
1 Tris/HCI 25 mM /7,4 - 20

2 ! ! 50 40
3,4 MOPS/NaOH 50 mM /6,5 50 35, 60

5 ! ! 250 60

Bei diesem ersten Versuch wurde, anders als im Methodenteil beschrieben, noch nicht mit einem Frak-
tionssammler gearbeitet, sondern die Vorlage wurde von Hand gewechselt. Fraktion 3 wurde dabei so
gewdhlt, dass in ihr ein auffélliges lachsrotes Protein aufgefangen wurde. MoSto wurde in Fraktion 3
oder 4 erwartet, tatséchlich jedoch war Mo nur in Fraktion 5 nachweisbar. Auch der weitere Verlauf
der Anreicherung zeigte, dass MoSto erst mit der 250 mM NaCl enthaltenden Lésung eluiert worden
war, die urspriinglich eher zur Reinigung der Séule hatte dienen sollen. Darauthin startete ich eine

146

kleine Versuchsreihe'*®, um dieses Ergebnis zu bestétigen und ggf. die Abstufung des NaCl-
Gradienten den Erfordernissen anzupassen. Das Ziel war, MoSto in einem méglichst kleinen Volumen

und méglichst rein, d.h. als (nach SDS-PAGE) dominierendes Protein zu erhalten.

Der pH- und Puffer-Wechsel wurde zunéchst beibehalten, nachdem er jedoch mehrmals nicht, wie
von Pienkos/Brill 1981 angegeben, zur Elution von MoSto gefihrt hatte, war ein Zufallsfehler ausge-
schlossen. Der Wechsel ist folglich fur die Chromatographie Uberflissig und wurde hinfort weggelas-

sen, was keinerlei Probleme mit sich brachte.

In den Versuchen erwies sich die anfangs gewdéhlte Abstufung (100/160 mM NaCl) als prinzipiell ge-
eignet. In zwei von drei Laufen wurde MoSto mit 100 mM NaCl gar nicht, mit 160 mM dann in einem

kleinen Volumen vollstandig eluiert. Es zeigte sich aber auch, dass diese Abstufung nicht "narrensicher'

196 | Praktikum Bioanorganische Chemie 2000/2001 von Studenten durchgefuhrt.
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ist. Vermutlich durch mangelnde Sorgfalt bei der Beladung der Séule wurde in einem Lauf MoSto teil-
weise schon mit 100 mM NaCl eluiert und dadurch Gber viele Fraktionen verteilt. Das Gleiche ge-
schah im Versuch 3 mit der feineren Abstufung bei der Konzentration 120 mM. Andererseits wurden in
drei Laufen Fraktionen mit MoSto als dominierendem Protein erhalten, darunter war jedoch nur ein

Lauf, bei dem es auch in einem kleinen Volumen gesammelt werden konnte.

Versuch Nr. 1 2 3 4
pH-Wechsel + + + —
Stufen der NaCl- 50 50 50 50
Konzentration 80
(jeweils in mM) 100 100 100
(Volumen je Stufe je- 120
weils efwa 160 160 160 160
0,8 - Séulenvolumen)
250 250 250 250
Fraktionsgréfie/mL 10 5 7 10

Mit einem abgestuften Gradienten sind die beiden Ziele "kleines Volumen" und "hohe Reinheit" offen-
bar nur schwer miteinander vereinbar. Daher wurde als néchstes ein linearer Gradient von 50 bis

250 mM NaCl (im 5-fachen Séulenvolumen) erprobt.

Dieser ergab in allen damit durchgefihrten Laufen eine zufriedenstellende Anreicherung von MoSto
auf =50% des Gesamt-Proteins, verteilt auf etwa das 0,8-fache Sdulenvolumen. Durch einen steileren
Gradienten (im 3,3-fachen Séulenvolumen) konnte bei gleichbleibender Reinheit noch eine stérkere
Konzentrierung erreicht werden, MoSto verteilte sich nur noch auf eine Lésungsmenge vom halben
Volumen der Séule. Das oben bereits erwdhnte lachsrote Protein eignete sich hervorragend als Mar-

ker. Die Elution von MoSto begann in der Regel mit dem Auslaufen des "Lachsprotein”-Peaks.

Eine bei einem typischen Lauf durchgefihrte Natriumbestimmung an den Fraktionen ergab fir den
MoSto-Peak eine Na-Konzentration von etwa 105 mM. Da der Standardpuffer (50 mM MOPS

pH 6,5) aufgrund der pH-Einstellung mit Natronlauge bereits 8 mM Na™ enthélt, ergab sich eine zur
Elution erforderliche Chloridkonzentration knapp unter 100 mM. Dies ist im Einklang mit den o.a. Er-
gebnissen der Versuche mit einem gestuften Gradienten, wenn man die Ungenauigkeiten der Na-
Bestimmung (insbesondere Verdinnungsfehler) und der Gradientenabstufung (insbesondere durch

Rickvermischung im Totvolumen Uber der Séule) beriicksichtigt.

3.2.2.3 Zwischenschritt zur Autkonzentrierung der Proteinlésung

Pienkos/Brill 1981 benutzten, wie oben schon beschrieben, eine Ammoniumsulfat-Fraktionierung mit
20% und 50% Sattigung zum Einengen der MoSto-haltigen Lésung auf ein zum Auftragen auf eine
Gelfiltrationsséule geeignetes kleines Volumen. Dabei wird MoSto gleichzeitig weiter gereinigt, wenn

auch in geringem Mafe.
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Bereits beim ersten Versuch, dieses Verfahren zu reproduzieren, nahm ich eine Anderung vor. Da sich
nach Einstellung einer 20%-igen Séttigung mit Ammoniumsulfat keinerlei Niederschlag beobachten
lie3, erhdhte ich die Konzentration weiter. Bei 36% zeigte sich eine leichte, bei 40% eine starke Tri-
bung. Die Zentrifugation ergab ein kleines braunes Pellet (Fraktion 1), das sich in 3 mL frischem Stan-
dardpuffer nicht vollstéindig wieder auflésen lief, vermutlich weil auf dieser Stufe denaturierte Protein-

anteile mitgefallt werden.

Der Uberstand wurde auf 50%-ige Séttigung gebracht, wobei er sich stark tribte. Die Zentrifugation
ergab ein grofies hellbraunes Pellet, das sich in 3,5 mL frischem Standardpuffer als klare gelbbraune

Lasung (Fraktion 2) wieder aufnehmen lieB. Der Uberstand der zweiten Féllung bildete die Fraktion 3.

Die Molybdéanbestimmung ergab, dass das vorhandene Mo sich jeweils zu gleichen Teilen in den

Fraktionen 2 und 3 befand, Fraktion 1 enthielt weniger als 2% des Gesamtgehaltes. Da das Verhéltnis
Molybdén/Protein bei Fraktion 2 doppelt so hoch lag wie bei Fraktion 3, wurde erstere fir die Weiter-
verarbeitung ausgewdhlt. Die Untersuchung mit SDS-PAGE belegte spéter, dass MoSto tatséchlich fast

ausschlieBllich in Fraktion 2 enthalten war.

Spétere Versuche ergaben, dass die Fraktionierungsstufen mit 40% und 50% fast optimal gewdhlt wa-
ren. Absenken der zweiten Stufe fihrte stets zu unvollstdndiger Féllung. Um mit Sicherheit kein MoSto
mehr im Uberstand zu haben, kann hingegen die Séttigung noch geringfigig tber 50% gesteigert
werden. Die erste Stufe kann relativ problemlos auf 42% erhéht werden. Dadurch steigt jedoch das
Risiko, MoSto zum Teil bei den froher ausfallenden Proteinen mit zu féllen, vor allem wenn man, wie

ich, festes (NH,),SO, zur Féllung einsetzt.

Ich empfehle fir eine Anreicherung, bei der Schnelligkeit im Vordergrund steht, die Abstufung 38%—
51%, da dabei MoSto mit Sicherheit komplett in die mittlere Fraktion gelangt. Analysen der Fraktionen
sind dann Gberflissig. Wird héchste Reinheit angestrebt, so kann der Reinigungseffekt der Fraktionie-
rung mit der Abstufung 42%—50% maximiert werden. Dabei sollten allerdings sicherheitshalber die

duBeren Fraktionen auf gréfiere MoSto-Verluste geprisft werden.

Zum Wiederaufnehmen des Protein-Niederschlages nach der zweiten Fallungsstufe reichen bei dem
von mir verwendeten Maf3stab 0,8 ul Standardpuffer véllig aus, die vollstdndige Lésung des Pellets

benstigt dann ein paar Minuten.

Zwischenzeitlich versuchte ich, die Fallung durch eine Aufkonzentrierung mittels Ultrafiltration in einer
Rihrkammer zu ersetzen. Hintergrund war die Uberlegung, das Protein auf diese Weise eventuell

schonender zu behandeln als dies bei der Féllung méglich ist.

Verwendet wurde zunéchst eine Membran mit einer AusschluBgrenze von 100 kg/mol (Amicon
YM100), um gleichzeitig kleinere Proteine abzutrennen und so auch bei der Ultrafiltration einen ge-
wissen Reinigungseffekt zu erzielen. Die technischen Einschrdnkungen fir diese Membran (Filtrations-
Uberdruck maximal 0,7 bar, Proteinkonzentration max. 5 g/L) fihrten jedoch zu einer sehr langsamen

Filtration und erzwangen einen frihen Abbruch, was weder proteinschonend war noch eine
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anndhernd vollsténdige Abtrennung kleiner Proteine zulief3. Daher ging ich zu einer Amicon PM30-
Membran Gber. Die Filtration lief sich damit bis zu einem hinreichend kleinen Restvolumen von etwa
1 mL fortfGhren, einen Reinigungseffekt hat der Aufkonzentrierungsschritt auf diese Weise freilich nicht
mehr. Zudem war die aufkonzentrierte Proteinlésung stets mehr oder weniger stark durch ausgefalle-
nes Protein getribt und musste vor der Weiterverarbeitung zentrifugiert werden. Dies lie3 darauf
schlieen, dass die Ultrafiltration eher belastender als schonender fir das Protein ist, hinzu kamen die
unvermeidlichen Proteinverluste durch Anhaftung an der Membran. Daher wurde die Ultrafiltration
nach einigen damit durchgefihrten Anreicherungen wieder aufgegeben und durch die urspringliche

Ammoniumsulfat-Fraktionierung ersetzt.

3.2.2.4 Gelfiltration

Das von Pienkos/Brill 1981 benutzte Séulenmaterial Sephadex G100 wurde von vornherein durch
Sephadex G150 ersetzt, da G100 aufgrund seiner Ausschlussgrenze von 150 kg/mol weniger geeig-
net erschien fir die genaue Bestimmung der Molmasse von MoSto, welche die beiden Autoren seiner-
zeit auf 90 bis 100 kg/mol schétzten. Bei G150 liegt die Ausschlussgrenze bei 300 kg/mol. Uberra-
schenderweise wurde die héchste Mo-Konzentration trotz des Wechsels auf G150 in sehr frish eluier-
ten Fraktionen gefunden: beim 1,14-fachen, statt, wie fir eine Molmasse um 90 kg/mol zu erwarten
gewesen wére, beim etwa 1,6-fachen des Ausschlussvolumens. Offenbar ist die von Pienkos/Brill
1981 angegebene Molmasse nicht richtig (siehe 3.3.1). Ein weiterer Molybddnpeak zeigte sich noch
beim 3-fachen des Ausschlussvolumens, wo er eindeutig nur durch freies, nicht proteingebundenes

Molybdat verursacht werden konnte.

Eine Elution so nahe an der Ausschlussgrenze ist fir die Reinheit des gewonnenen Proteins nachteilig,
da der MoSto-Peak dann unvermeidlich mit dem Ausschlusspeak Gberlagert und MoSto folglich mit
verschiedenen Proteinen héherer Molmasse verunreinigt ist. Auch deshalb benutzte ich fir die folgen-
den Anreicherungen Sephadex G200 (Ausschlussgrenze 600 kg/mol) als Gelfiltrationsmaterial. Auf

dieser Séule wurde MoSto etwa beim 1,4-fachen des Ausschlussvolumens eluiert.

Nachteilig wirkte sich beim G200 seine geringe mechanische Bestédndigkeit aus. Die Séule konnte
héchstens mit einer Strdmungsgeschwindigkeit von 0,6 mm/min (entspricht bei der verwendeten Séule
einem Volumenstrom von 0,3 mL/min) gefahren werden. Die Elution von MoSto erfolgte dadurch erst
13 Stunden nach dem Auftragen, ein kompletter Lauf (500 mL bis zur Elution aller aufgetragenen
Substanzen) beanspruchte 28 Stunden. Selbst bei dieser niedrigen Flussrate aber wurden die G200-
Gelpartikel durch den Pumpendruck beschédigt, was sich in nach und nach immer unschérfer wer-
denden Peaks zeigte. Nach etwa einem halben Dutzend Anreicherungen, was mit Testldufen und Rei-
nigung schétzungsweise 10 L Durchfluss entspricht, begannen Bruchsticke des Gelmaterials aus der
Séule auszutreten, sie war damit endgiltig unbrauchbar geworden und musste erneuert werden. Auf-
grund dieser Probleme wurden vollstdndige Aufreinigungen mit Gelfiltration nur durchgefihrt, sofern

unbedingt eine méglichst reine MoSto-Probe fir eine bestimmte Untersuchung benétigt wurde.
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Versuche zur weiteren Optimierung des letzten Anreicherungsschrittes unterblieben. Solche Versuche
wéren méglich gewesen, nachdem Superdex 200 (S200) als Ersatz fir das nicht mehr lieferbare Se-
phadex G200 beschafft wurde. S200 gestattet eine zehnmal héhere Flussrate als G200, erwies sich
als lange besténdiges Material und lieferte von Anfang an schérfere Peaks und damit bessere Auftren-
nung und geringere Verdiinnung der Proteine. Diese geringere Verdiinnung und die schnellere Durch-
fohrung eines Gelfiltrationslaufes bedeuten schonendere Behandlung der Proteine und wirkten sich
daher auch positiv auf die Qualitét des Produktes aus. Leider wurde das Superdex 200 erst kurz vor
dem Abschluss meiner Arbeiten beschafft, so dass mir ausfihrliche Versuche damit nicht mehr méglich

waren.

Deutliche Wirkung zeigte der Wechsel von Sephadex G200 zu Superdex 200 vor allem beim spezifi-
schen Molybdéngehalt des Préparates. Mit G200 ergaben sich je nach Anreicherung und Analyseme-
thode Werte zwischen 125 und 240 umol Mo je g Protein'. In den Anreicherungen mit Superdex
200 wurden hingegen fir die MoSto-Peakfraktionen Werte von 299 und 569 umol/g ermittelt. Der in
den G200-Gelfiltrationen auftretende breite Mo-Peak am Beginn des niedermolekularen Bereiches
war mit Superdex 200 nicht mehr vorhanden, statt dessen zog sich hinter dem MoSto-Peak ein langer
(etwa siebenfache Breite des Peaks) Bereich hin, in dem bei schwankendem und schlieBlich auf Null

abfallendem Proteingehalt die Mo-Konzentration niedrig und fast konstant war.

Offenbar gibt isoliertes MoSto in verdinnter Lésung langsam Mo ab, bis zu einem Gehalt von etwa
150 umol/g. Die restlichen Mo-Atome sind fester gebunden und bleiben auch unter ungiinstigen Be-
dingungen erhalten. Bei der langen Dauer eines G200-Laufes geht das proteingebundene Mo bis auf
diesen Restgehalt verloren und sammelt sich im niedermolekularen Bereich als Peak an. In der kirze-
ren Zeitspanne, die ein Superdex 200-Lauf dauert, geht nur ein kleiner Teil des Mo verloren, der als

"Bremsspur" hinter dem Peck sichtbar wird (siehe Abbildung 7.1 im Anhang).

3.2.3 Bilanz der Optimierungsversuche und weitere Verbesserungsméglich-

keiten

Das von Pienkos/Brill 1981 beschriebene Verfahren erwies sich als grundséizlich reproduzierbar und
geeignet. Im Detail stellte ich allerdings zahlreiche Abweichungen von den Angaben dieser Autoren
fest, so dass Verbesserungen gegeniber einem reinen "Nachkochen" erforderlich, aber auch méglich
waren. Die Anreicherung konnte zudem durch einige Anderungen und den Wegfall eines Teilschrittes
beschleunigt und vereinfacht werden. Eine drastische Verbesserung wurde aber vor allem in der letzten
Anreicherungsstufe méglich durch den Einsatz eines anderen Gelfiltrationsmaterials, das Pienkos/Brill
seinerzeit noch nicht zur Verfigung stand. Der Zeitaufwand fir die Chromatographie verringerte sich
um 90%, die Qualitét des Produktes wurde erhéht, was sich an dem spezifischen Mo-Gehalt zeigt, der
doppelt so hoch liegt wie von Pienkos/Brill 1981 angegeben.

197 pignkos/Brill 1981 hatten 161 umol/g berichtet.
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Folgende Versuche erscheinen mir sinnvoll, um eventuell weitere Verbesserungen zu erreichen:

Anderung der Abfolge der einzelnen Stufen: Hoch gereinigtes MoSto scheint empfindlicher fir Dena-

turierung zu sein als MoSto in Gegenwart anderer Proteine. Dies gilt insbesondere fur verdinnte L6-
sungen. Daher sollte man eventuell die Superdex 200-Gelfiltration vor der DEAE-Chromatographie
durchfihren. MoSto wére so auf der Gelfiltrationsséule noch mit anderen Proteinen zusammen und
dadurch geschitzter. Um die Gelfiltrationsséule nicht mit Protein zu Uberladen, wére die Ammonium-

sulfat-Fraktionierung als erster Schritt einzusetzen.

Erprobung anderer Anionenaustauschermaterialien (z.B. Q-Sepharose)

Untersuchung der Fremdproteine: Ich habe nach der DEAE-Chromatographie stets diejenigen Frakti-

onen zur Weiterverarbeitung ausgewdhlt, in denen MoSto das dominierende Protein darstellte. Es
kénnte aber sein, dass eventuell einige dieser Fraktionen weniger geeignet sind, da sie ein in den fol-
genden Stufen schwer entfernbares Fremdprotein enthalten, wéhrend andere Fraktionen mit geringe-
rem MoSto-Anteil sich vielleicht leicht weiter reinigen lassen. Um dies zu prifen, misste das MoSto-
haltige Eluat der DEAE-Séule fraktionsweise aufgeteilt in die folgenden Anreicherungsstufen einge-
bracht werden. Fir erste Versuche dirfte es genigen, es grob nach Vor-, Haupt- und Nachlauf-

Fraktionen aufzuteilen.

VergréBerung des Maf3stabes: Mit Anlagen im TechnikumsmaBstab lieflen sich gréfere Mengen

MoSto gewinnen, entsprechende Anlagen stinden im Prinzip an der Universitét Bielefeld zur Verfi-
gung. Das Protein lieBe sich im Voraus fir die verschiedensten Versuche gewinnen, wodurch die zeit-
aufwéndigen stdndigen Zellanzuchten und Anreicherungen vor neuen Untersuchungen enffielen. Vor
allem fir Versuche zur Proteinkristallisation durfte es vorteilhaft sein, auf einen gréBeren Vorrat eines
MoSto-Préparates mit einheitlichen Eigenschaften zugreifen zu kénnen, Schwankungen von Fremdpro-
teinanteilen, Konzentration und spezifischem Molybdéngehalt wirden die Reproduzierbarkeit nicht

mehr beeinflussen.

3.3 Struktur der Protein-Komponente

3.3.1 Untereinheitenstruktur und Molekilmassen

3.3.1.1 Gesamtmasse

Die in der ersten Anreicherung verwendete Sephadex G150-Gelfiltrationsséule (siehe 3.2.2.4) wurde
nachtraglich for die Molmassenbestimmung kalibriert und anschlieBend anhand des Elutionsvolumens
die Molmasse von MoSto zu 239 kg/mol berechnet. Obwohl G150 nicht optimal fir die Bestimmung
einer Molmasse dieser Grof3e ist, die nahe an der Ausschlussgrenze des Materials liegt, blieb dies der
zuverldssigste Wert, den ich durch Gelfiltration bestimmen konnte. Die Versuche, die Molmasse mit

einer Gelfiltration auf G200 zu bestimmen, lieferten aufgrund der problematischen Handhabung
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dieses Materials keine wirklich verl@sslichen Ergebnisse. Aus insgesamt acht Laufen ergab sich als Mit-
telwert eine Molmasse von 207 kg/mol, wobei aber die einzelnen Werte von 79 bis 425 kg/mol (sic!)

reichten.

Es ergab sich jedoch im Rahmen der Arbeit die Méglichkeit, eine Bestimmung der Molekilmasse mit
Réntgenstreuung (SAXS) durchzufihren'®®. Diese Messung ergab eine Masse von 247 kg/mol, was die
erste Bestimmung durch G150-Gelfiltration sehr zufriedenstellend bestatigte. Allerdings ist auch dieser
zweite Wert mit erheblichen Unsicherheiten behaftet. Dies liegt vor allem daran, dass fir die Messung
mit SAXS der Proteingehalt der Probenlésung genau bekannt sein muss, die Ergebnisse kurzfristig wie-
derholter Bestimmungen mit dem BCA-assay kénnen jedoch durchaus um 20-30% voneinander ab-

weichen.

Spéter konnte ich die genaue Masse der Untereinheiten aus der Aminoséuresequenz ermitteln. Da of-
fenbar beide Untereinheiten zu gleichen Teilen vorhanden sind, waren nun nur noch bestimmte Werte

fir die Gesamtmasse méglich:

Proteinkomplex ‘ Masse/g/mol
Hexamer o333 172.237
Oktamer ouPy 229.649
Dekamer o5 287.062

Die Werte fir die hexamere und die dekamere Struktur weichen so weit von den experimentellen Wer-
ten ab, dass sie trotz der Ungenauigkeiten bei den beiden Bestimmungsverfahren ziemlich sicher aus-
geschlossen werden kénnen. MoSto dirfte demnach als Oktamer mit einer Molmasse von

230 kg/mol vorliegen. Méglicherweise ist das Molekil durch Hohlrdume zur Aufnahme des Mo ver-
groflert, so dass die verwendeten Bestimmungsmethoden systematisch die Molekilmasse ein wenig zu

hoch schétzten, weil beide im Grunde das Molekil-Volumen ermitteln.

3.3.1.2 Untereinheiten

Die Molybdénanalyse und die erfolgreiche Anreicherung des Mo-Speicherproteins erméglichten die
|dentifizierung der zugehérigen Banden in der SDS-PAGE. Die Angabe, dass MoSto aus gleichen
Mengen zweier Untereinheiten mit geringfiigig verschiedenen Massen bestehe, wurde bestdtigt. Re-
gelmaBig zeigten die Gele eine aufféllige Doppelbande bei ungeféhr gleicher Laufstrecke wie das En-

zym Carboanhydrase im verwendeten Molmassen-Marker-Gemisch.

148 Dig Grundlagen von SAXS sind in "Materialien und Methoden", Abschnitt 5.5.1 dargestellt.
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Abbildung 3.5: MoSto in der SDS-PAGE.
Links das Endprodukt der ersten erfolgreichen
Anreicherung. A: Molmassen-Marker mit Ban-
den bei 66; 45; 29; 20,1 und 14,2 kg/mol
(5-fach-Marker). B: Mo-Peakfraktionen der
G150-Gelfiltration.

Rechts Produkte der einzelnen Anreicherungs-
schritte bei einer spéteren Anreicherung.

1: Molmassen-Marker wie oben, zusétzliche
Bande bei 36 kg/mol (6-fach-Marker).

2: Rohextrakt.

3: Proteinlésung nach DEAE-Anionenaus-
tauscherchromatographie;

4: nach Ammoniumsulfatfraktionierung;

5: nach S200-Gelfiltration.

Die Lage der MoSto-Doppelbande auf gleicher Hohe mit Carboanhydrase (M = 29 kg/mol) zeigte

jedoch auch, dass die bisher angenommenen Massen der Untereinheiten von 24 bzw. 21 kg/mol

nicht zutreffen konnten. Mit Hilfe des 5-fach Molmassen-Markers (Abbildung 3.5) wurde eine eigene

Berechnung angestellt, die zur Sicherheit mit zwei verschiedenen Puffersystemen durchgefihrt wurde.

Ublicherweise nimmt man fir eine solche Berechnung an, dass die von einem Polypeptid in der SDS-

PAGE zuriickgelegte Laufstrecke d proportional zum Logarithmus seiner molaren Masse M ist. Da a-

ber in einer Auftragung von log M Uber d fur die Markerproteine die Werte augenscheinlich systema-

tisch vom linearen Zusammenhang abwichen, entschied ich mich dafir, abweichend vom Ublichen

Verfahren mich der von den Marker-Werten gebildeten Kalibrierkurve mit Polynomen méglichst gut

anzundhern.

Tris-Glycin- | Tris-Tricin-
Gel 12,8% | Gel 12,5%
Marker-Masse/kg/mol Laufstrecke/cm
66 1,8 1,9
45 2,8 3,1
29 3,6 4,4
20,1 5,2 59
14,2 6,2 7,3
Strecke 3,6 4,5
o-MoSto 4 ce 31,8 28,1
Strecke 3,7 4,7
P-MoSto 1 se 30,1 26,5

70

60

50

M/kg/mol

40

30 1

20

+ Glycin 12,8%

®  Tricin 12,5%
——Glycin 12,8% polynomisch
——Tricin 12,5% polynomisch

¥ = -0,0835x" + 1,3272x° - 5,3505%>
-10,592% + 97,425

+
¥ =-0,4114x° +7,5189x7
- 49,043x + 133,02

10
1

2 3 4 Laufstrecke/cm 6 7

Abbildung 3.6: Ermittlung der Molmassen der MoSto-Untereinheiten aus SDS-PAGE

mit zwei verschiedenen Puffersystemen.
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Mit den Formeln der gefundenen Ausgleichskurven wurden die Massen der Untereinheiten zu 29,9

und 28,3 kg/mol berechnet'? (Mittelwerte fur die beiden unterschiedlichen Puffersysteme).

Mit einer gefriergetrockneten Probe wurden spéter durch MALDI-TOF- Massenspektrometrie mit die
Molmassen zu 29,12 (a-Untereinheit) und 28,15 (B-Untereinheit) kg/mol bestimmt'®®. Die Be-
rechnung der Molmassen aus der Aminosdurezusammensetzung (siehe im folgenden Abschnitt) bestd-

tigte diese Werte.

3.3.2 Aminosduresequenz

Die beiden verschiedenen Untereinheiten wurden durch Tris-Tricin-SDS-PAGE voneinander getrennt
und durch Edman-Abbau wurde die Sequenz der N-Enden bestimmt'®'. Bei der schwereren Unterein-
heit gelang die Bestimmung der ersten 27, bei der leichteren die Bestimmung der ersten 35 Amino-

1152 seine Arbeit abgeschlos-

séuren. Nachdem Mitte des Jahres 2002 das Azotobacter Genome Projec
sen hatte, wurde in der dort zur Verfigung stehenden Gendatenbank nach diesen Sequenzen gesucht.
Es fanden sich zwei Gene mit jeweils nahezu identischer Startsequenz. In der nachstehenden Ubersicht
sind die durch Edman-Abbau selbst bestimmten Sequenzen (jeweils oben stehend) den aus dem Ge-

nom Ubersetzten Sequenzen gegenibergestellt.

schwere (oi-)Untereinheit:

MDTTN[S T KHZ?2[I SPLAAMRQMPLQ|ID 2 D E T|N)P
MTDTTN|[S T KHV[I SPLA[RQT LQDRDLT|[RP
leichte (B-)Untereinheit:

ANS TAE EE\LTQRHLTDPQHQAWW| 2 (
MANSTA[ELEE \LMQRS|LTDPQ\LQAAA|AAAA \

(es bedeuten: (X) Bestimmung unsicher; X/Y zwei Méglichkeiten; 2 keine Aminosdure detektierbar)

Die Ubereinstimmung der Sequenzen ist eindeutig. Auch dort, wo bei der Analyse die Bestimmung un-
sicher war, stimmt die gefundene Aminoséure meist mit der aus dem Genom Ubersetzten Gberein. Das
Entfernen des als Startsignal dienenden Methionin-1 ist eine so héufig vorkommende posttranslationa-
le Modifikation, dass man davon ausgehen kann, dass diese Aminoséuren im funktionellen MoSto tat-
sdchlich nicht vorhanden sind. Da die beiden Gene zudem unmittelbar hintereinander auf dem selben
Operon liegen und die aus der zugehérigen vollstdndigen Aminoséduresequenz berechneten Molmas-
sen mit 29.188 bzw. 28.225 g/mol sehr gut mit den massenspektrometrisch und durch SDS-PAGE
bestimmten Massen der MoSto-Untereinheiten Ubereinstimmen, kann als sicher gelten, dass MoSto in

diesen Genen codiert ist.

149 Die "richtige" Methode ergab die Werte 31,9 und 30,2 kg/mol. Die spéateren Resultate belegen, dass das Abweichen vom
blichen Verfahren berechtigt war.

150 Durchgefthrt von Dr. Mathias Letzel im Arbeitskreis Organische Chemie Il der Universitét Bielefeld.
131 Sequenzanalyse durchgefihrt von Marc-Oliver Luther am Lehrstuhl Biochemie | der Universitét Bielefeld.

152
www.azotobacter.org
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Die aus dem Genom Ubersetzten Sequenzen der Untereinheiten sind auf Seite 68 in Tabelle 3.1 ein-
ander gegenibergestellt. Bei dem gewdhlten Alignment sind 113 der 276 bzw. 270 Aminoséuren i-
dentisch, was 42% Identitat entspricht. Die beiden Untereinheiten haben sich also vermutlich aus ei-

nem gemeinsamen Vorlaufer-Gen entwickelt.

Eine detaillierte Ubersicht der quantitativen Aminosdurezusammensetzungen findet sich im Anhang

(Tabelle 7.2).

3.3.2.1 Homologe von MoSto in anderen Organismen

Die automatisierte Suche nach verwandten Sequenzen in allen Eintréigen in Online-Proteindaten-
banken, eine BLAST-Recherche'®?, férderte drei Eintrége zu Tage, die extrem hohe Ahnlichkeit mit den

MoSto-Untereinheiten aufweisen4.

Zwei davon stammen aus dem kirzlich sequenzierten Genom von Rhodopseudomonas palustris'3.
Die unmittelbar hintereinander liegenden Gene rpa1441 und rpa1442 codieren Polypeptide mit 273
bzw. 270 Aminosduren, von denen das léngere zu 80,7 % mit der MoSto-ai-Untereinheit, das kirzere
zu 84,8 % mit der MoSto-B-Untereinheit identisch ist, wobei das Alignment jeweils Gber die gesamte
Lange reicht und fast bzw. vollstandig lickenlos ist. Die Ubereinstimmungen sind so frappierend, dass
kaum ein Zweifel bestehen kann: R. palustris verfigt Gber ebenso ein Molybdén-Speicherprotein wie

A. vinelandii.

Ein weiteres mit der MoSto-B-Untereinheit eng verwandtes Protein ist in dem Gen pRhico094 auf dem
sogenannten pRhico-Plasmid aus Azospirillum brasilense'®® codiert. Dieses Genprodukt ist 318 AS
lang, die Uberlappung mit MoSto-B umfasst jedoch nur 253 AS. Das Alignment ist jedoch ebenfalls
lockenlos, die Identitét der Sequenzen betrégt 85,4 %. Fir ein MoSto-a. entsprechendes Peptid gibt es
an dieser Stelle keine Anzeichen. Natirlich wére es auch denkbar, dass ein MoSto bei einem anderen
Organismus als Homopolymer nur aus einem Typ Untereinheit aufgebaut ist. Dass hier dieser Fall
vorliegt, kann jedoch aufgrund der Unterschiede der Sequenzen (d.h. der insgesamt 82 AS langen "i-

berstehenden Enden") nur als Méglichkeit postuliert werden.

3.3.3 Hohere Strukturen

Als vor ber 50 Jahren die Struktur der DNA entschlisselt wurde, |8ste dieser Erfolg allgemeine Be-
geisterung in den Naturwissenschaften aus. Als fonf Jahre darauf die erste Struktur eines globuléren
Proteins (des Myoglobins) aufgeklért wurde, waren wissenschaftliche Leistung und Erfolg wohl kaum

geringer, doch herrschte jetzt allgemeine Enttduschung, sogar bei den Entdeckern selbst, die in der

133 BLAST-Methodik: Altschul &al. 1997.
154 Das komplette Alignment mit diesen drei engst verwandten Sequenzen befindet sich im Anhang, Tabelle 7.6, Seite 148.
155 | arimer &al. 2004.

156 \anbleu &al. 2004.
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Versffentlichung frustriert schrieben, das vielleicht hervorstechendste Merkmal der Struktur sei ihre
Komplexitdt und das Fehlen von Symmetrie und jener Art von RegelméfBigkeiten, die man instinktiv er-

warte, das Molekil sei komplizierter als jede Theorie der Proteinstruktur vorhergesagt habe'®”.

Das Problem ist geblieben: Proteinstrukturen sind komplex und unregelméfig, und bei jeder Struktur-
aufklérung muss Sisyphos den Stein aufs Neue auf den Berg schaffen. Immerhin lassen sich aufgrund
der in den seither vergangenen Jahrzehnten gesammelten Information einige Aussagen tber die drei-

dimensionale Struktur eines Eiweiistoffes auch ohne Réntgenkristallstrukturanalyse wagen.

3.3.3.1 Sekundarstrukturvorhersage

Tabelle 3.1: Manuelles Alignment der aus dem A. vinelandii-Genom ubersetzten Sequenzen der
beiden MoSto-Untereinheiten (ohne Starter-Methionin, Nummerierung der Aminoséuren beginnt
mit 2). Identische Aminosduren sind schwarz, homologe grau unterlegt.

Unter den Sequenzen sind die Ergebnisse der Sekundérstrukturvorhersage angegeben.
H=arHelix; L=Schleife (loop); S=BFaltblatt (sheet); weitere Erlduterungen im Text.

TDTTIEIKHVISPIARD RDITRPVEGKRPIRILERE R- PIIFRESLRKLLE 70
TAELEELJMORSHTISP QAAAEAAAD JTAIDATIYT OS\Tis Ny IVAARK 68
L HH ss

HHHHHHHHHH SSS HHHHHHHHHHHH

o E WTGAGRARH GLD SLAlY ERGRRGHT ASE[EVSY\EHPTVADQLATH 140
B TGAGIWRARHIH(SIN.V- OGSV GOLIAKH| IPVEGGAGLS-AVPLS 137

LL SSSSS HHHHHHHHHHH LLL HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH LL

o SAT IFFHHHEFI3GSR - - [RZSHNANT A GLTIE MY TAP GPDRGQ; 208
B ; GMZRKL 6} T PPMRUNDIAG®FLLA CKQMIFEKDE TygvIN); - - KTSKDR 205
HH LL H

=R

HHHHHHHHHH L SSSSS SS LLLL

a LEETEATDL - INASEGPLPVD TR T E RN A O AZ S RIBAINIREN WM IMRTGVRPA* 276

B TgI)ERI EIMK&GLHDSILEFP LLQSE QVVNGLVPGALTIZALNGEHVGTHIUY. Sy 270
HHHHH HHHHHHH HHHHHHHHHHHH LLSSSSS HHHHH Sss

Da MoSto aus zwei unterschiedlichen, aber miteinander verwandten Untereinheiten aufgebaut ist,
kann man einige allgemeine Aussagen Gber die dreidimensionale Struktur bereits durch eine einfache
Analyse der Sequenzen machen. Zunéchst einmal ist naheliegend, dass beide Untereinheiten die glei-
che Struktur aufweisen. Diese Vermutung lésst sich argumentativ anhand der Konservierung bestimm-
ter Aminoséuren stitzen. Das Alignment der Sequenzen (Tabelle 3.1) ist 265 Aminosduren lang, von
denen 113 paarweise identisch sind, d.h. 42,6 %. Mit diesem allgemeinen Wert kann nun der Kon-

servierungsgrad bestimmter fir die Struktur wichtiger Aminoséuren verglichen werden.

1. Glycin und Prolin. Die Méglichkeiten, bestimmte Konformationen einzunehmen, sind fir Glycin
wegen der fehlenden Seitenkette vielféltiger, bei Prolin hingegen aufgrund der Ringstruktur be-
schrankter als bei allen anderen Aminoséuren. Ein Austausch von Pro oder Gly kann daher an

bestimmten Stellen im Protein die Sekundér- und Tertidrstruktur deutlich beeinflussen. Glycin

157 Kendrew, John C.; Bodo, G.; Dintzis, H.M.; Parrish, R.G.; Wyckoff, H.; Phillips, D.C.: A Three-Dimensional Model of the
Myoglobin Molecule Obtained by X-Ray Analysis. Nafure 181 (1958) 662-666.
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ist zu 57,7/60,0 % konserviert, Prolin zu 52,4/73,3 % (Prozentangaben jeweils bezogen auf den

Gehalt der a-/ der B-Untereinheit), beide sind also deutlich Gberdurchschnittlich konserviert.

2. Hydrophobe Aminosduren. MoSto ist ein |8sliches Protein, das zudem eine erhebliche Menge Me-
tallat-lonen bindet. Daher ist zu vermuten, dass Aminoséuren mit hydrophoben Seitenketten beim
gefalteten Protein gréfitenteils im Inneren verborgen liegen und dort die Struktur durch hydropho-
be Wechselwirkung stabilisieren. Der Konservierungsgrad hydrophober Reste liegt mit 49,4% we-
nig Gber dem Durchschnitt. Allerdings kénnen sich hydrophobe Aminosduren i.d.R. untereinander
ersetzen (Leu/lle/Val und Tyr/Phe). Rechnet man zu den 41 paarweise identischen die 18 funktio-
nell einander entsprechenden hydrophoben Aminosduren hinzu, ergibt sich eine Ubereinstim-

mung von 71,1 %.

Diese beiden Befunde lassen als sicher erscheinen, dass die réumliche Struktur der beiden MoSto-
Untereinheiten die gleiche ist.

Mit Hilfe der in Strukturdatenbanken gesammelten Information kann ein geeignetes Computerpro-
gramm anhand der Aminosduresequenz eines Proteins die Sekundarstruktur detailliert vorhersagen'®.
Obwohl die Trefferquote einer solchen Vorhersage mit bis zu 85 % immer noch recht gering ist, kann
sie wichtige Hinweise liefern. Die Zuverl@ssigkeit der Vorhersage kann in unserem Fall noch gesteigert
werden, da zwei unterschiedliche Sequenzen vorliegen, die, wie oben dargelegt, die gleiche Struktur
ergeben sollten. Das Resultat der Vorhersage ist in Tabelle 3.1 eingetragen, bericksichtigt wurden
dabei nur Bereiche, in denen das Resultat fir beide Untereinheiten das gleiche war, fir Schleifen nur

dann, wenn zusétzlich die geschétzte Zuverl@ssigkeit der Vorhersage fur beide Untereinheiten jeweils

Uber 82 % betrug.

3.3.3.2 Vergleich mit bekannten Protein-Sequenzen und -Strukturen

Bei einem Vergleich der MoSto-Sequenz mit bekannten Aminoséduresequenzen anderer Proteine liegt
am néchsten, andere Molybdat enthaltende Eiweife (siehe Abschnitt 2.3.2) heranzuziehen. Dazu wur-
de zundchst "nach Augenschein" nach Ahnlichkeiten mit der Konsenz-Sequenz der Mop-Doméne
(Tabelle 2.5) gesucht, jedoch lieB sich keines der charakteristischen Muster wie z.B. das Motiv

(S/T)-A-R-N entdecken.

AnschlieBend wurde ein Alignment-Programm benutzt'®?. Mit dessen Hilfe wurden die Sequenzen bei-
der Untereinheiten jeweils mit der Mehrheits-Sequenz der Mop-Doméine (Tabelle 2.5) und mit der Se-
quenz von A.v. ModA'® verglichen. Zusatzlich wurde die B-Untereinheit mit der Mop-Doméine aus

A.v.-ModC und die a-Untereinheit mit dem vollsténdigen H. influenzae ModE verglichen. In allen Fél-

len wurden nur kurze Abschnitte mit Ghnlicher Sequenz gefunden, die nicht signifikant waren, d.h.

158 Giehe in "Materialien und Methoden", Abschnitt 5.4.2.

159 Siehe in "Materialien und Methoden", Abschnitt 5.4.1.

160 Luque, F.; Mitchenall, L.A.; Chapman, M.; Christine, R.; Pau, Richard N.: Characterization of genes involved in molybde-

num transport in Azotobacter vinelandii. Molecular Microbiology 7 (1993) 447-459.
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es handelt sich héchstwahrscheinlich um zuféllige Ubereinstimmungen. Offenbar ist MoSto Gberhaupt
nicht mit den Mop-Proteinen oder ModA verwandt und stellt einen véllig neuen Typ von Molybdopro-

tein dar.

Der néchste Schritt war eine automatisierte Suche nach verwandten Sequenzen in allen Eintrégen in
Online-Proteindatenbanken, eine BLAST-Recherche'®!. Diese Suche lieferte (abgesehen von den in
3.3.2.1 beschriebenen mutmaflichen Homo- bzw. Analogen) als ndchste Verwandte von MoSto eine

Familie von bakteriellen Uridylatkinasen, Enzymen, die die Reaktion
ATP + UMP — ADP + UDP (5)

katalysieren. Dieses allgemeine Resultat ergab sich bei beiden Untereinheiten, wenn auch im einzel-
nen die am engsten mit der jeweiligen Untereinheit verwandten Proteine jeweils andere sind. Als ent-

ferntere Verwandte finden sich auch andere Phospho-Transferasen.

Ein Problem bei der Bewertung dieses Befundes ist, dass die gefundenen verwandten Proteine nur un-
zureichend charakterisiert sind. Zum gréfiten Teil handelt es sich um nur hypothetische Proteine, deren
Aminosduresequenz aus einer Nukleotidsequenz Ubersetzt und deren Existenz und Funktion anhand
der Ahnlichkeit mit anderen Sequenzen postuliert wurde. Keines der 30 MoSto-&hnlichsten gefun-
denen Proteine ist strukturell charakterisiert. In der PSI-BLAST-Rangliste fur die leichtere B-Untereinheit
findet sich der erste (und einzige) Eintrag mit einer PDB-Kennung auf Platz 389 (von 513), bei der
o-Untereinheit gibt es Gberhaupt keinen solchen Eintrag (unter 253 Treffern).

Das BLAST-Ergebnis passt auf jeden Fall gut zu dem Befund'®?, demzufolge ATP oder ADP fir den
Austausch von MoSto-gebundenem Wolframat durch Molybdat erforderlich sei. Ein gemeinsames
Strukturmerkmal sehr vieler (keineswegs aller!) ATP-bindender Proteine ist die sogenannte P-Schlei-
fe'®3, ein etwa ein Dutzend Aminosduren kurzer, Glycin-reicher Abschnitt, der das terminale Phosphat
des ATP festhalt, wobei die Bindung vor allem durch H-Briicken von den NH-Gruppen des Peptid-
Rickgrates erfolgt. Ein grober Vergleich der P-Schleifen aus strukturell charakterisierten Uridylatkina-
sen mit der MoSto-Sequenz ergab, dass im Bereich 74-79 der B-Untereinheit eventuell ein solches
Motiv vorliegt. Der entsprechende Bereich der o-Untereinheit liegt bei 77-82, die Ahnlichkeit ist hier
weniger ausgeprégt. Auch dieser Befund ist mit Vorsicht zu bewerten, da sich fir die P-Schleifen ver-
schiedener Proteine keine wirklich allgemein giltigen Ubereinstimmungen angeben lassen. Es gibt ei-
ne Vielzahl von Varianten des Motivs, was bei der Bedeutung der Energieminze ATP im Stoffwechsel
nicht weiter verwunderlich ist. Vermutlich sind Ubereinstimmungen sowohl durch divergente als auch
durch konvergente Evolution entstanden, d.h. es handelt sich teils um homologe, teils um analoge

Strukturen'®*. Um eine eindeutigere Entscheidung treffen zu kénnen, wurden fir einen

161 B| AST-Methodik in: Altschul &al. 1997.

162 Allen &al. 1999. (Siehe auch 1.1.1),

163 5 raste/Sibbald/Wittinghofer 1990.

164 54 raste/Sibbald/Wittinghofer 1990, 430-432.
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genaueren Vergleich drei unterschiedliche Gruppen von bekannten Sequenzen aus der Literatur aus-

gewdhlt und in Tabelle 3.2 zusammengestellt:

(A) drei Nucleotid-Kinasen, fir die Réntgenstrukturuntersuchungen vorliegen: die beiden einzigen in

der Brookhaven PDB enthaltenen Uridylatkinasen sowie eine willkirlich ausgewéhlte Thymidylatkinase:

- Uridylatkinase (EC 2.7.4.-) aus Dictyostelium discoideum (Schleimpilz) mit dem Inhibitor P1-(5'-
Adenosyl) P5-(5-uridyl)-pentaphosphat (UP5A) und Mg?*; PDB-Eintrag 1UKE

-  Uridylatkinase aus Saccharomyces cerevisiae mit zwei ADP-Molekilen; PDB-Eintrag 1TUKY

- Thymidylatkinase (ATP:dTMP-phosphotransferase, EC 2.7.4.9) aus Mycobacterium tuberculosis
mit 5-Hydroxymethyl-desoxyuridin-monophosphat und Sulfat-lonen; PDB-Eintrag TMRS

Mit Hilfe der PDB-Strukturdatei wurde jeweils der Abschnitt mit der P-Schleife ausfindig gemacht und

von Hand ein Alignment mit der mutmaBlichen P-Schleife des MoSto durchgefihr.

(B) Da keines der obigen drei Proteine zu denen gehért, die die PSI-BLAST-Recherche als Verwandte

der MoSto-Untereinheiten liefert, sind aus diesen zusétzlich vier Beispiele ausgewdhlt:

- Acetylglutamatkinase (ATP:N-Acetyl-L-glutamat-5-phosphotransferase, EC 2.7.2.8) aus E. coli mit
dem ATP-Modell Adenosin-5'-[B, y-imido]-triphosphat (AMPPNP); PDB-Eintrag 1GS5; das einzige
strukturell charakterisierte Ergebnis der PSI-BLAST-Recherche

- mutmaBliche Uridylatkinase aus Thermoanaerobacter tengcongensis; SwissProt-Eintrag
Q8RA23 |PYRH THETN (1; 4)

- mutmaBliche Uridylatkinase aus Fusobacterium nucleatum; SwissProt-Eintrag

Q8R6G5|PYRH_FUSNN (3; 6)
- mutmafliche Uridylatkinase aus Synechocystis sp. (Stamm PCC 6803); SwissProt-Eintrag
P74457|PYRH SYNY3 (11; 1)
Bei den drei letzteren handelt es sich um jene Proteine, die im PSI-BLAST-Ergebnis im Mittel bei beiden
MoSto-Untereinheiten die drei vordersten Plétze belegten, die Zahlenpaare hinter den SwissProt-
Kennungen geben jeweils die "Platzierung" beim Vergleich mit der o- und der B-Untereinheit an. Alle
drei Proteine sind nur durch Ubersetzung der Sequenz aus dem Genom bekannt. Das in Tabelle 3.2
fur die vier Proteine der Gruppe B gezeigte Alignment ist nicht ganz identisch mit dem automatisch
durch BLAST erzeugten, welches jeweils einige Auslassungen in den Vergleichssequenzen enthielt. Die-
se Licken wurden ausgefillt, das Alignment der charakteristischen Glycin-Tripel als "Anker" beibehal-

ten.

(C) Als dritten und letzten Vergleich enthdlt Tabelle 3.2 die von Saraste &al.'®® postulierten konservier-
ten Ubereinstimmenden Sequenzen der P-Schleife allgemein und fir den Sonderfall der Nucleotid-

Kinasen.

165 54 raste/Sibbald/Wittinghofer 1990.
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Tabelle 3.2: Vergleich der méglichen P-Schleife in MoSto mit dem entsprechenden Abschnitt eines
MoSto-dhnlichen Proteins bzw. mit P-Schleifen aus strukturell charakterisierten Proteinen.
Ubereinstimmungen von MoSto mit den Vergleichssequenzen sind durch schwarze

(identische Aminosduren) bzw. graue (funktionelle Ahnlichkeit) Unterlegung markiert.

a-MoSto; 70-89 PEHRPLILTEAVRARHVFS
B-MoSto; 67-86 KNHKP LI TEARRADHIYA
D. discoideum Uridylatkinase TUKE; 9-28 VFVLGGPESEKEIOCANIVR
A S. cerevisiae Uridylatkinase TUKY; 18-37 IFVLGGPEAEKENQCEKIVK
M. tuberculosis Thymidylatkinase TMRS; 3-22 IAIEGVDEAEKRILVEKIESG
E. coli AGP-Transferase 1GS5; 34-53 HORPIVIIVHEGECVVIREIIMK
B Th. tengcongensis Uridylatkinase Q8RA23; 44-63 LGVQIGLVVIEGENIWEGRDA
F. nucleatum Uridylatkinase Q8R6G5; 44-63 LGVEVSHVIEGENIFIGIIsG
Synechocystis Uridylatkinase P74457; 61-80 AGVQUARVVIEGENI FGVKA
allgemeine P-Schleifen-Konsens-Sequenz --—-GXXXX[EKT--------
C Konsens-Sequenz fir AMP- und UMP-Kinasen --—-GXPExEKE-------

Es zeigt sich deutlich, dass die laut BLAST-Resultat mit MoSto verwandten Proteine der Gruppe B we-
nig Ahnlichkeit mit den von Saraste &al. postulierten Motiven der P-Schleife autweisen, wohingegen
sich diese sehr deutlich in den réntgenographisch charakterisierten Kinasen der Gruppe A wiederfin-
den. Die MoSto-Untereinheiten scheinen zwischen den beiden Gruppen zu liegen, wobei seltsamer-
weise der entsprechende Abschnitt der a-Untereinheit mehr der Gruppe B¢, derjenige der leichteren
B-Untereinheit mehr der Gruppe A &hnelt. Worauf dieser Befund auch hindeuten mag, es ist jeden-
falls nicht nur fur A, sondern auch fir eine der Sequenzen aus B eindeutig durch eine Strukturbestim-
mung mit gebundenem Substrat belegt, dass der gezeigte Abschnitt eine Bindestelle fir das terminale
Phosphat von ATP darstellt. Daher darf man davon ausgehen, dass der gezeigte Bereich auch im
MoSto eine P-Schleife enthdlt. Diese Vermutung wird durch die Sekundérstrukturvorhersage noch ge-

stérkt und erweitert (s.u.).

Der Unterschied zwischen den MoSto-Untereinheiten kénnte darauf hindeuten, dass es im Laufe der
Evolution zu einer funktionellen Differenzierung gekommen ist, éhnlich wie bei den Ferritinen der Wir-
beltiere, und die ATP-Bindestelle in der a-Untereinheit méglicherweise nur noch ein funktionsloses

Rudiment darstellt.

Wie Abbildung 3.7 zeigt, kann neben der Sequenz auch die réumliche Struktur einer P-Schleife
durchaus verschieden sein, als "echte" Schleife oder gestreckt. Gemeinsam ist ihnen aber, dass vor der
Schleife ein B-Faltblatt-Abschnitt liegt und nach ihr eine Helix folgt. Diese strukturelle Gemeinsamkeit
héngt natirlich mit der gemeinsamen Funktion zusammen: auf diese Weise wird das betréchtliche Di-
polmoment der Helix genutzt, um das Phosphat an den vorgesehenen Platz zu lotsen und dort Gber
die H-Briicken hinaus zusétzlich zu binden. Die Sekundérstrukturvorhersage prognostiziert fir den Be-

reich mit der mutmafBlichen P-Schleife im MoSto eben diese Abfolge von Sekundérstrukturen.

166 74 diesen Ahnlichkeiten zéhlt auch die funktionelle Entsprechung Leu/Val an Position 8 der gezeigten Abschnitte, die in der

Tabelle nicht markiert ist.
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1MRS 1UKY -~ 1GS5

Abbildung 3.7: Struktur-Vergleich der P-Schleifen aus drei der réntgenographisch charakterisierten
Phosphotransferasen der Tabelle 3.2. Dargestellt sind jeweils der in der Tabelle aufgelistete Ab-
schnitt der Peptidkette (20 Aminosduren) sowie das gebundene Substrat bzw. Substrat-Modell.

Bei der gestreckten P-Schleife der E.-coli-AGP-Transferase 1GS5 wird diese Struktur noch gedoppelt.
Vor der und rdumlich parallel zur eigentlichen P-Schleife liegt quasi eine zweite (Position 8-11), mit
der Sequenz K-L-G-G, umgeben von der gleichen Abfolge von Sekundérstrukturen und durch Lys und
Gly an der Bindung des Phosphats beteiligt. MoSto weist an der entsprechenden Stelle die in beiden
Untereinheiten gleiche Sequenz K-I-G-G auf (Position 45-48 bzw. 42-45). Die Sekundéarstrukturvor-
hersage stimmt for den gesamten Bereich'®” auffallend gut mit der bekannten Struktur der E.-coli-
AGP-Transferase Gberein. Dieser Bereich gehért zudem zu jenen, in denen die Sequenzen der o- und
B-Untereinheit besonders stark konserviert sind. Hinzu kommt, dass die geknickte Helix 12-32 und der
Faltblatt-Abschnitt 38-42 der Transferase durch Wechselwirkungen hydrophober Seitenketten in einer
Position gehalten werden, durch die die beiden Phosphat-bindenden Abschnitte parallel nebeneinan-
der liegen. Eben die daran beteiligten Aminoséuren finden sich jedoch in zumindestens funktionell
entsprechender Weise konserviert an den entsprechenden Stellen in den MoSto-Sequenzen wieder'®8.
Es ist daher durchaus wahrscheinlich, dass MoSto zumindest im Bereich 38-88 (ct-UE) bzw. 36-86
(B-UE) die gleiche Struktur wie die AGP-Transferase (Abbildung 3.8) besitzt.

) Abbildung 3.8: Ein Ausschnitt aus der Struktur von
ol MoSto2 Die Aminoséuren 1-57 der AGP-Transferase aus
E. coli (mit dem gebundenen ATP-Analog AMPPNP), die
2 dem BLAST-Sequenzvergleich zufolge den hoch konser-
/‘ L 4 vierten Abschnitten 38-88 bzw. 36-86 der MoSto-

Untereinheiten entsprechen kénnten.

187D h. tber beide Phosphat-bindenden Abschnitte und ihre Umgebung hinweg, nicht nur in dem in Tabelle 3.2 gezeigten
Teilstick.

168 Siche dazu das kommentierte Alignment der Sequenzen der MoSto-Untereinheiten und der AGP-Transferase in Tabelle 7.3
im Anhang.
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Eine vollstéindiges Alignment der MoSto-Untereinheiten und ihrer vorhergesagten Sekundéarstruktur mit

der AGP-Transferase und deren ermittelter Sekundéarstruktur befindet sich als Tabelle 7.3 im Anhang.

3.3.3.3 Bestimmung des Molekil-Umrisses mittels R&ntgen-Kleinwinkelstreuung

Mit der Réntgen-Kleinwinkelstreuung (SAXS)'®? an Lésungsproben wird die Gréfe in der Lésung vor-
handener Makromolekile bestimmt. AuBerdem lassen sich anhand der Streukurve Aussagen Uber die
Form des Molekils machen, allerdings ist dabei keine analytische Auswertung méglich. Daher muss
mit Simulationsrechnungen gearbeitet werden, in denen das Molekil durch ein Ensemble von Streu-
dichtezentren ('Debye-Kugeln") dargestellt wird. Das Resultat solch einer Simulation entspricht einer

durch Réntgenbeugung erhaltenen Struktur mit niedriger Auflésung (= 20 A).

Abbildung 3.9: Ergebnisse
von ab-initio-Bestim-
mungen der MoSto-
Molekalstruktur mit SAXS in
jeweils drei unterschied|i-
che Ansichten.

Oben: Simulationsrech-
nung ohne Symmetrievor-
gaben.

Mitte: mit vorgegebener
C,-Symmetrie.

Unten: mit vorgegebener
D,-Symmetrie.

Die rédumliche Orientierung
der Modelle ist durch die
kleinen Achsenkreuze an-
gedeutet. Die vermutete
bzw. vorgegebene C»-
Achse verléuft jeweils pa-
rallel zur z-Achse des Ko-
ordinatensystems. Jede der
"Debye-Kugeln" entspricht
einer Aminosdure. Die Auf-
lésung der Modelle betrdgt
etwa 20 A.

Abbildung 3.9 zeigt das Ergebnis solcher Simulationsrechnungen fir MoSto'”®. Ohne dass der Soft-
ware eine Symmetrievorgabe gemacht worden wdére, ergab sich ein Bild, das darauf hindeutet, dass

im MoSto eine zweizéhlige Symmetrieachse vorliegt. Eine Wiederholung der Rechnung mit der

169 Die Grundlagen der Methode sind unter "Materialien und Methoden" im Abschnitt 5.5.1 etwas ausfihrlicher dargestellt.

70 pie Messungen und die Auswertung wurden durchgefihrt von Manuel Gnida und Michel H.J. Koch am EMBL Hamburg.



75

Symmetrievorgabe C, fihrte in der Tat zu einem Modell, das mit dem ohne Vorgabe erhaltenen weit-
gehend Ubereinstimmt. Vorgabe héherer Symmetrien erbrachte Strukturen, die stérker von dem ohne

Symmetrievorgabe erhaltenen Resultat abweichen und vermutlich nicht realistisch sind.

Es kam fur mich etwas Gberraschend, darf aber als sicher gelten, dass MoSto kein anndhernd kugel-
formiges Gesamtmolekil bildet, sondern eine Art "flachgedrickte dicke Wurst", vermutlich mit einer
Biegung oder Einschnirung in der Mitte. Es sei daran erinnert, dass Pienkos und Brill seinerzeit MoSto
als o,,B,-Tetramer ansahen. Die Form und die anscheinende C,-Symmetrie kénnten ein Hinweis sein,
dass die MoSto-Quartdrstruktur ein Dimer von Tetrameren ist, d.h. dass das Oktamer als (0,B,), ge-
schrieben werden kann. Somit ist nicht auszuschlieBen, dass seinerzeit irgendeine von Pienkos und
Brill gewdhlte Versuchsbedingung zur Spaltung der nativen Oktamere gefihrt hatte. In einer Anreiche-
rung mit Imidazol statt MOPS als Puffer bei der Gelfiltration erhielt ich jedoch keinen Hinweis darauf,
dass die Puffersubstanz die Ursache sein kénnte, MoSto wurde, wie Ublich, einer Molmasse von etwa

200-300 kg/mol entsprechend eluiert.

Das Proteinmolekdl ist nach den Ergebnissen der Simulationsrechnungen etwa 12 nm lang und hat in
seiner Mitte einen kurzen Durchmesser von 5,5 sowie einen langen Durchmesser von 7 nm. Das Mo-
lekilvolumen betrégt etwa 360 nm? (berechnet fir einen Stab mit elliptischem Querschnitt mit den
o.a. Abmessungen). Daraus lésst sich anhand der Molekilmasse eine Dichte von etwa 1 g/cm? ab-
schéatzen. Die mittlere Dichte von Proteinmolekilen ist aber normalerweise gréBer'”!. Daher zeigt
schon diese grobe Abschétzung an, dass im Inneren des Molekils Réume vorhanden sind, die nicht

von Aminoséuren, sondern von anderem Material gefullt werden.

3.4 Struktur der anorganischen Komponente

3.4.1 Molybdéngehalt des Proteins

Die Metall- und Proteinananlysen an den mit einer G200-Gelfiltration gereinigten Proben ergaben je
nach Anreicherung und Analysemethode Werte zwischen 125 und 240 umol Mo je g Protein (30 bzw.
58 Mo-Atome je Proteinmolekil). Pienkos/Brill hatten seinerzeit 161 umol/g berichtet. Irritierend war,
dass oftmals bei den noch nicht vollsténdig gereinigten Fraktionen aus der DEAE-Anionenaustausch-
chromatographie héhere spezifische Molybdéngehalte gefunden wurden als bei vollsténdig aufgerei-
nigten MoSto-Proben, obwohl das Gegenteil zu erwarten wdére. Dies wurde zunéchst auf Ungenauig-
keiten bei den Analysen zuriickgefihrt, da es gerade bei den parallel zu den ersten Stufen der Anrei-
cherung durchgefihrten Routineanalysen mehr auf Schnelligkeit als auf Prézision ankam und meist

nicht die absoluten, sondern nur die relativen Gehalte an Protein und Molybdan benétigt wurden.

171 7 B. hat das MoFe-Protein der Nitrogenase bei annéhernd gleicher Molekilmasse (220 kg/mol) nur ein Molekilvolumen

von etwa 290 nm?®.
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Zur Kontrolle wurden an einigen Proben, sowohl von vollsténdig als auch von teilweise aufgereinigtem
MoSto, Vergleichsanalysen mittels ICP-MS durchgefihrt!”2. Die Ergebnisse bestdtigten jedoch meine
eigenen, mit dem katalytischen Mo-Bestimmungsverfahren erhaltenen Werte. Damit war klar, dass die
"paradoxen" abnehmenden Molybdéngehalte eine Tatsache waren und nur auf hohe Mo-Verluste im
Laufe der Anreicherungsprozedur zuriickzufGhren sein konnten. Dies gab den Anstof3, zum Schluss, als
Superdex 200 als Material fir die Gelfiltration zur Verfiigung stand, nochmals neue Anreicherungsver-
suche durchzufihren (siehe Abschnitt 3.2.2.4). Die bisherige mehrtdgige Prozedur wurde auf nur noch
15 Stunden von Extraktherstellung bis zum Auffangen der Gelfiltrations-Fraktionen zusammenge-

drangt.

In diesen Anreicherungen mit Superdex 200 wurden fir die MoSto-Peakfraktionen Werte von 299 und
569 umol/g ermittelt, was 72 bzw. 136 Mo-Atomen je Proteinmolekil entspricht. Da auch bei diesen
L&ufen immer noch ein Verlust von etwa 20 % des Molybdéns in niedermolekularer Form beobachtet
wurde, durfte die Speicherkapazitét von MoSto mindestens 90, méglicherweise sogar 150 Mo-Atome

ie Proteinmolekil betragen.

3.4.2 UV-Vis-Spektrum von MoSto

Der Absorptionskoeffizient des Speicherproteins bei 280 nm wurde an den G200-Peakfraktionen ei-
ner erfolgreichen Anreicherung zu 1,05+0,07 L-g”"-cm™ bestimmt. Spétere stichprobenartige Kontrol-
len bestatigten, dass die Messung der OD,g5, bei Verwendung dieses Absorptionskoeffizienten verléss-

liche Werte fir die Konzentration von reinem MoSto in Lésung lieferte.

2,5 0,25
oD oD
2,0 + 0,20
1,5 + + 0,15
1,0 1 T 0,10
0,5 T 0,05
0.0 f y 0,00
200 300 400 500 600 700 AMnm

Abbildung 3.10: UV-Vis-Spekirum einer MoSto-Lésung (Peakfraktion eines Gelfiltrationslaufes, Te-
ta-Acetat-Puffer 50 mM, pH 6,5; Proteingehalt (OD,g) ca. 0,14 g/L; Molybdéngehalt ca. 40 uM.),
der Anschaulichkeit halber zweimal mit unterschiedlich skalierten Ordinaten dargestellt. Der UV-
Bereich ist auf die linke, das Gbrige Spektrum auf die rechte Ordinate bezogen.

172 Durchgefihrt von Dr. Anne-Katrin Meyer am Lehrstuhl for Analytische Chemie der Universitét Hamburg (Prof. Dr. Amdt

Knéchel).
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MoSto zeigt insgesamt ein véllig normales Proteinspektrum (Abbildung 3.10). Insbesondere findet im
Bereich sichtbaren Lichtes keine nennenswerte Absorption statt. Damit kann ausgeschlossen werden,
dass MoSto einen Kern mit gemischtvalentem Molybdan (Mo" und Mo") enthélt, da derartige Verbin-
dungen im Vis-Spektrum intensive Metall-Metall-charge-transfer-Banden und dadurch eine charakte-

ristische blaue Farbe aufweisen.

3.4.3 Rontgenabsorptionsspektroskopie (EXAFS)

XAFS-Spektroskopie (X-ray Absorption Fine Structure) ist im Bereich der anorganischen und insbeson-
dere der bioanorganischen Chemie eine sehr nitzliche Methode, aber schon allein wegen des hohen
apparativen Aufwandes (es wird Synchrotronstrahlung benétigt) keinesfalls ein Standardverfahren. Da-

her seien die Grundlagen hier noch einmal kurz vorgestellt.

Bei elektromagnetischer Strahlung im Wellenléngenbereich der Réntgenstrahlen (ca. 1 pm bis 1 nm)
ist die Quantenenergie (> 1200 eV) ausreichend, um Atome durch Anregung von Elektronen aus den
untersten (K- und L-) Schalen zu ionisieren. In einem Réntgenabsorptionsspektrum sieht man mit zu-
nehmender Energie hin zunéchst die Absorption stetig absinken, bei Erreichen der lonisationsenergie
steigt sie sprunghaft an ("K-Kante" bzw. "L-Absorptionskanten"), um dann wieder stetig abzusinken. Ein
solches einfaches Spekfrum enthielte wenig Information, lediglich die genaue Lage der Absorptions-
kante gibt Aufschluss Uber die vorliegende Oxidationsstufe. Dem beschriebenen einfachen Spektrum
ist jedoch eine Feinstruktur Uberlagert, die sich nach ihrer Lage relativ zur Absorptionskante unterteilen

l&sst:
- Pre-egde, vor der eigentlichen Absorptionskante.

- Near-edge oder XANES-Bereich, der vom Beginn des Kantenanstiegs bis zum ersten Absorptions-

peak (der "white line") reicht.

—  Extended fine structure, der EXAFS-Bereich von etwa 50 bis 1000 eV oberhalb der Kante. XANES
und EXAFS sind nicht exakt voneinander abgegrenzt.

Im pre-egde-Bereich finden sich Peaks aufgrund von Anregungen von Elektronen in energetisch sehr
hoch liegende leere Atomorbitale. Auch im XANES-Bereich beruht die Feinstruktur zum Teil noch auf
Anregung in Atomorbitale. So tritt beim Mo z.B. bei Anwesenheit terminaler Oxoliganden ein charak-
teristischer Peak in der Absorptionskante auf, der auf die (formell verbotene) Anregung 1s>4d zu-
rickgeht. Dariber hinaus macht sich hier die Anregung von Elektronen des Absorberatoms in unbe-

setzte Molekilorbitale bemerkbar.

Im EXAFS-Bereich von etwa 50 bis 1000 eV oberhalb der Kante ist das Elekiron nach der Anregung
definitiv nicht mehr an das Molekil gebunden. Auch dann beeinflusst die Umgebung noch den End-

zustand'”® des Elektrons. Die vom Absorberatom ausgehende Elektronenwelle wird an den

173 Der Ausdruck "Zustand” ist bei dieser vereinfachten anschaulichen Darstellung freilich nicht im Sinne strenger quantenme-

chanischer Terminologie zu verstehen.
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umgebenden Atomen gestreut, die Streuwellen Uberlagern sich mit der urspriinglichen Welle, so dass
der Endzustand ein Interferenzmuster ist, dessen Gestalt natirlich von der Frequenz der Elektronenwel-
le abhéngt und damit von der Energie, die Gber die lonisationsenergie hinaus durch das Réntgen-
qguant dem Elektron zugefihrt wurde. Dadurch wird je nach Energie des Réntgenquants die Absorpti-

onswahrscheinlichkeit beeinflusst.
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Réntgen-Energie Abstand

Abbildung 3.11: Aussehen und Auswertung eines Réntgenabsorptionsspektrums am Beispiel von Fe
in einem Fe,S,-Ferredoxin. Links das vollstdndige Absorptionsspektrum und das herausgefilterte, mit
K gewichtete EXAFS. Rechts das Fourier-transformierte EXAFS mit den Kurven, die fir vier benach-

barte Schwefelatome (rot) bzw. fir ein benachbartes Eisenatom (blau) theoretisch zu erwarten wé-

ren. 7%

Das EXAFS-Spektrum wird aus dem Gesamtspektrum herausgefiltert, indem eine virtuelle "ungestérte"
Kurve ohne Feinstruktur als Basislinie herangezogen wird. Das Ergebnis wird Gber der Wellenzahl &
(A") des Photoelektrons aufgetragen'?®. Die Feinstruktur wird durch Multiplikation mit &* gewichtet, da
sie mit zunehmender Wellenzahl rasch schwécher wird. Eine Fourier-Transformation (FT) dieses Spekt-
rums nach k liefert eine Funktion, die direkt die radiale Verteilung von rickstreuenden Atomen um das

Absorberatom herum angibt'?®.

Fir die genaue Analyse des erhaltenen Spektrums muss allerdings eine Modellvorstellung von der
Umgebung des Absorberatoms entwickelt werden. Auf Grundlage eines solchen Modells kann ein
theoretisches Spektrum errechnet werden, welches man dann durch Variation des Modells an das ex-
perimentelle Spektrum anzupassen versucht. Dabei sind vor allem vier Variablen anzupassen: Die Art
der Rickstreuatome, ihr Abstand » vom Absorberatom, ihre Anzahl N(r) bei einem bestimmten Ab-
stand, und der sogenannte Debye-Waller-Parameter 267, der die thermische und statische Unordnung
in der Umgebung der Rickstreuatome widerspiegelt. Die Auswahl fir die Art der Nachbaratome kann
durch chemische Analysen eingeschrénkt werden, fir r ergeben sich Né&herungswerte unmittelbar aus
dem Spektrum und ggf. aus Modellsystemen. Kritisch ist die unabhéngige Festlegung von N und 267,
die hoch miteinander korreliert sind und beide die Héhe der Peaks im Fourier-transformierten Spekt-

rum beeinflussen. Bei den in dieser Arbeit beschriebenen Messungen wurden fir die Besetzungszahl N

174 Abbildung (leicht abgedndert) aus: Gnida 2002, 20.

175 Gemeint ist hier die Wellenzahl des emittierten Photoelektrons, nicht die des absorbierten Réntgenquants.

176 Die im Fourier-transformierten Spektrum ablesbaren Absténde der Nachbaratome entsprechen allerdings nur ngherungs-

weise den tatséchlichen Atomabsténden, da die Korrektur fir die Energie des Photoelektrons darin noch nicht enthalten ist.
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aufgrund von Modellverbindungen Werte festgelegt und dann nur der zugehérige Debye-Waller-
Parameter angepasst. Des weiteren ist ein Energiekorrekturterm E, anzupassen, der dadurch erforder-
lich wird, dass die genaue lonisationsenergie des Absorberatoms von dessen Bindungsverhdltnissen

abhdngt und daher vor der Messung natirlich unbekannt ist'?”.

Die Modellrechnung mit Einfachstreuung des Photoelektrons an jeweils einem Nachbaratom ist eine
Vereinfachung, die fir niedrige Wellenzahlen des Photoelektrons (Ubergang zum XANES) nicht mehr
anwendbar ist. Es missen dann zusétzlich die Effekte von Vielfach-Streuungen an Ensembles von

Nachbaratomen eingerechnet werden. Wenn Nachbaratome vom Absorberatom aus gesehen linear

oder fast linear hintereinander liegen, kann Vielfachstreuung sich besonders deutlich auswirken.

Ein Vorzug von EXAFS ist, dass die Methode spezifisch nur jenes eine Element erfasst, dessen Absorp-
tionskante bei der gewéhlten Energie liegt. Gerade dies hat EXAFS fir die bioanorganische Chemie so
wertvoll gemacht. Einzelne bzw. wenige in einem Protein enthaltene Metallatome lassen sich gezielt
ansprechen und auf ihre Umgebung hin befragen. Das zu untersuchende Protein muss noch nicht
einmal hundertprozentig aufgereinigt sein — es geniigt, wenn die Probe keine andere Verbindung des
gewdhlten Elements enthélt. Hinzu kommt, dass keine Kristalle benétigt werden. Schwierig wird es,
wenn mehrere unterschiedlich gebundene Atome des Absorber-Elements in einem Protein vorliegen,

denn die Abstands-Verteilungsfunktion ist immer gemittelt Uber alle Absorberatome in der Probe'?®.

3.4.3.1 EXAFS des Mo-Speicherproteins'”®

Aufgrund der friheren TDPAC-Untersuchungen (siehe 1.1.1) wurde fir MoSto eine Molybdénspeiche-
rung in Form eines mehrkernigen Molybd@n-Sauerstoff-Clusters erwartet. In einem solchen Cluster tre-
ten ab der zweiten Koordinationssphédre Metall-Metall-Absténde auf, die im EXAFS-Spektrum deutlich

erkennbar sein sollten.

Das EXAFS-Spektrum der MoSto-Probe ist in Abbildung 3.12 oben abgebildet. Die zugehérige Fou-
rier-Transformierte enthélt in der Tat zwei ausgeprégte Rickstreupeaks zwischen 3 und 4 A, die auf
einen polynuklearen Molybdéncluster hinweisen. Die bei der EXAFS-Analyse berechneten Parameter

sind in Tabelle 7.7 (MoSto) im Anhang zusammengefasst.

Die genaue Lage der K-Absorptionskante zeigt, dass im Speicherprotein Mo mit der mittleren Oxidati-
onsstufe +VI vorliegt. Als unmittelbare Nachbarn des Molybdén-Absorberatoms lieen sich sechs

Sauerstoffatome identifizieren, jeweils zwei in den Absténden 1,72 A, 1,91 Aund 2,28 A. Die beiden
bereits erwdhnten Rickstreubeitrdge in gréfBerem Abstand lieBen sich tatséchlich als Molybdénbeitra-

ge anpassen. Fir die Absténde erhielten wir 3,27 A und 3,42 A. Die Besetzungszahlen N dieser

177 Die aus dem Fourier-transformierten EXAFS-Spektrum (Abbildung 3.12; Abbildung 3.13) ablesbaren Werte fir r unter-
scheiden sich von den in der Datenanalyse bestimmten Werten (Tabelle 7.7; Tabelle 7.8), weil das Spektrum diese Energie-
Korrektur nicht enthélt.

178 |, dem Beispiel in Abbildung 3.11 tritt dieses Problem nicht auf, da aufgrund der Symmetrie des Clusters die Umgebungen
der beiden Eisenatome identisch sind.

179 Die Messungen wurden durchgefihrt und vor allem ausgewertet von Manuel Gnida, damals am EMBL Hamburg. Siehe

daher auch: Gnida 2002.
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Koordinationsschalen lassen sich nur schwer durch die Anpassung direkt bestimmen (siehe Seite 78).
Fir sie wurden daher plausible Werte vorgegeben, die aus einem Vergleich mit Modellsubstanzen ab-

geleitet worden waren. Diese Modellverbindungen werden im folgenden Abschnitt diskutiert.

7 1K y(K) 25 | Mod(r)
2 - 4
[A 3] [A ] — experimentell
51 — berechnet
20 -
3 .
1 15
17 10 -
=3
5 .
-5
k[A-1]
7 ‘ ‘ ‘ ‘ ) ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
4 6 8 10 12 14 0 1 2 3 Abstand[A] 5
12 4 K3 Mod(r
kx(k) 50 | M99 .
[A™] [A 1 — experimentell
9 - — berechnet
6 - 40 +
3 .
30
0 ]
-3 - 20
-6
10
-9
k[A1
-12 : ‘ : : lall 0 ‘ : | : ‘
4 6 8 10 12 14 0 1 2 3 Abstand[A] 5

Abbildung 3.12: EXAFS und zugehériges Fourier-transformiertes Spektrum einer MoSto-Probe (o-
ben) und einer Molybdatlésung gleicher Mo-Konzentration (unten). Die rote Kurve gibt jeweils das
Spektrum wieder, das fir die im Text und in Tabelle 7.7 beschriebene mittlere Umgebung des Mo
zu erwarten wdre.
Zunéchst musste jedoch eine andere Frage geklart werden: das Spektrum in Abbildung 3.12 belegt
zwar eindeutig, dass die untersuchte MoSto-Probe einen polynuklearen Mo-O-Cluster enthélt, aber ist
dieser Cluster auch an das Protein gebunden? In Molybdat-haltigen Lésungen bilden sich, wie oben
beschrieben (2.4.1), beim Anséuern Polyanionen. Bei welchem pH dieser Prozess beginnt, hdngt von
einer Vielzahl anderer Faktoren ab, z.B. von der Temperatur, der Molybdatkonzentration oder der An-
wesenheit und Konzentration anderer lonen. GeméfB Abbildung 2.7 sollten bei pH 6,5 und einer Mo-
lybdatkonzentration von 2,5 mM gerade eben noch keine Cluster in Lésung vorhanden sein, aber die
Hydrolyse von Molybdat ist ein so komplexes Phédnomen, dass theoretische Uberlegungen in diesem
Fall nicht ausreichten. Nur eine experimentelle Uberprifung konnte Klarheit schaffen. Dazu wurde ei-
ne Natriummolybdatlésung hergestellt, bei der Mo-Konzentration, pH und Puffer identisch mit der
MoSto-Probe waren, d.h. die Proben unterschieden sich nur durch die An- bzw. Abwesenheit des
MoSto-Apoproteins. Die Ergebnisse der EXAFS-Analyse sind in Abbildung 3.12 unten und Tabelle 7.7
(IMoO,]?*) dargestellt. Das zugehorige FT zeigt einen einzigen Rickstreubeitrag, der sich auf vier Sau-

erstoff-Liganden zurickfGhren I&sst. Der Bereich, in dem im MoSto-Spektrum die Beitréige der
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Mo-Nachbarn auftreten, enthélt hingegen keinerlei Signale. Damit war belegt, dass in der Kontroll-
probe nur monomeres Molybdat enthalten war. Freies Molybdat wirde also unter den in der Protein-
probe herrschenden Bedingungen nicht als polynukleare Spezies vorliegen, der detektierte Cluster

muss an das Protein gebunden und durch das Protein hervorgebracht worden sein.

Als zusétzliche Kontrolle wurde eine MoSto-Probe vermessen, deren pH auf 7,5 eingestellt worden
war. Bei diesem pH kann allein aufgrund theoretischer Kenntnis der Molybdatchemie die Anwesenheit
von Clustern in Lésung ausgeschlossen werden. Das resultierende Spektrum (nicht abgebildet) war mit
demijenigen der Probe vom pH 6,5 nahezu identisch. Der Peak fir die néchsten Sauerstoff-Liganden
war jedoch héher, die Peaks fir die Mo-Mo-Absténde niedriger als bei pH 6,5. Eine Anpassung durch
eine berechnete Kurve gelang mit der Annahme, dass das vorhandene Mo zu % wie in Tabelle 7.7
beim "MoSto"-Modell angegeben und zu V4 wie beim "[MoO,]*"-Modell vorlag. Obwohl die Probe
am Ende der Préparation so schnell als méglich schockgefroren wurde, war vermutlich durch den er-
hohten pH schon ein Teil des Molybdats aus dem Protein frei geworden'®. Nichtsdestoweniger beleg-

te auch diese Messung, dass der gefundene Cluster ans Protein gebunden sein muss.

3.4.3.2 Modellverbindungen fir die anorganische Komponente

Nachdem nun erwiesen war, dass MoSto eine mehrkernige Molybdén-Sauerstoff-Komponente enthalt,
musste geklart werden, welche Struktur dieser Cluster genauer hat. Wie in der Einfihrung zu diesem
Kapitel dargelegt, sind dafir Vergleiche mit Modellsubstanzen unverzichtbar. Bereits bei der bis hier-
hin beschriebenen Auswertung der Spektren wurde auf Modelle zuriickgegriffen: die angenommenen
Werte fur die Besetzungszahlen der Riickstreuer-Schalen beruhen auf den bekannten Strukturdaten fir
Heptamolybdat. Ebenso lassen sich einige denkbare Modelle bereits aufgrund der bisherigen Daten
ausschlieBen. So entfallen sémtliche Verbindungen mit Mo in niedrigeren Oxidationsstufen als +VI
wegen der Position der Absorptionskante und der Farblosigkeit des Proteins. Anhand der im MoSto-
Spektrum ermittelten kirzesten Mo-Mo-Abstéinde von 3,27 und 3,42 A lassen sich mit dem Molyb-
dan(Vl)oxid 0-MoO, verwandte Strukturen ausschlieBen, da darin Abstéinde von 3,4 und 3,7 A auftre-
ten'®. Ein verlockendes Modell ist die sogenannte Keggin-Struktur des jedem Chemiker aus seinem
analytischen Grundpraktikum vertrauten Molybdophosphates. Darin umgeben 12 Molybdatzentren
ein zentrales Phosphat-lon, die kirzesten Mo-Mo-Absténde betragen jedoch 3,55 A, sind also deut-

lich léinger als beim MoSto beobachtet.

Fur den direkten experimentellen Vergleich boten sich daher vor allem die drei als Feststoffe aus wéss-
riger Lésung isolierbaren Isopolymolybdate (Abschnitt 2.4.1.2) Heptamolybdat, B-Oktamolybdat und
"Mos" an, bei denen dhnliche Mo—Mo-Absténde vorliegen, wie man sie im Speicherprotein findet.

Da nicht unbedingt davon ausgegangen werden kann, dass die im Protein enthaltene Mo-Spezies

180 Erhdhung des pH Uber 7,3 18st bei MoSto Freisetzung des Mo aus, siehe: Fenske &al. 2005.

181 Ressler, T.; Timpe, O.; Neisius, T.; Find, J.; Mestl, G.; Dieterle, M.; Schlégl, R.: Time-Resolved XAS Investigation of the Re-
duction/Oxidation of MoOs5_,. J. Catalysis 191 (2000) 75-85.
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tatséichlich eine einheitliche, klar definierbare Verbindung darstellt, wurde als "Modell" fir gemischte

Isopolymolybdate eine 10 mM Natriummolybdatlésung mit pH = 1 angesetzt.

Die Ergebnisse der EXAFS-Messungen und -Analysen sind zusammenfassend in Abbildung 3.13 und
Tabelle 7.8 dargestellt. Die Besetzungszahlen N sind bei den Mo-Nachbarn i.d.R. nicht-ganzzahlige
Werte. Dies ergibt sich daraus, dass nicht alle Mo-Atome in den Modellverbindungen gleichwertig

sind und EXAFS immer nur ein Gber alle vorliegenden Mo-Zentren gemitteltes Ergebnis liefern kann.

3.4.3.2.1 Heptamolybdat

Beim Vergleich der Spektren von MoSto und Heptamolybdat féllt die Ahnlichkeit der Ergebnisse sofort
ins Auge. Im EXAFS-Spektrum sind die beiden Signale Gber den gesamten untersuchten k-Bereich "in
Phase" und zeigen dhnliche Strukturdetails. Im Bereich bis etwa k = 10 A ' in dem das EXAFS von
den Ruckstreubeitrdgen der O-Nachbarn bestimmt wird'®?, liegen kleinere Maxima und Minima des
Heptamolybdat-Spektrums auf gleicher Position mit klar ausgebildeten Schultern beim MoSto. Im Be-
reich k > 10 A", wo das EXAFS vor allem von den benachbarten Mo-Atomen dominiert wird83, fin-
det man im Heptamolybdat-Spektrum doppelte Maxima an Stellen, an denen beim MoSto ein Plateau
vorliegt. Beide Spektra zeigen also analoge Strukturen, diese sind jedoch im MoSto-Spektrum weniger
deutlich ausgebildet. Dies gilt noch mehr fir die FT der Spektren. Beide Male findet sich die gleiche
radiale Abstandsverteilung von Rickstreuatomen, doch die Amplituden der Peaks sind bei MoSto im

Vergleich zu Heptamolybdat stark abgeschwdéicht.

Diese Tendenz spiegelt sich in den aus der Anpassung der Spekiren gewonnenen Parametern wider.
Vergleicht man die Werte fir MoSto in Tabelle 7.7 und fir Heptamolybdat in Tabelle 7.8, so findet
man praktisch identische Werte fir die Absténde der Nachbaratome, wéhrend die Debye-Waller-
Parameter fir MoSto durchgéingig deutlich gréBer sind als for Heptamolybdat (auBer fir die beiden
Saverstoffatome bei 1,72 A, vermutlich terminale Oxo-Gruppen). Der oder die Cluster im MoSto wei-
sen also eine dem Heptamolybdat eng verwandte, aber von deutlich héherer Unordnung gepragte

Struktur auf.

Dieses Fazit bestatigt ein Vergleich mit einem Spektrum von Heptamolybdat, das nicht bei 20 K, son-
dern bei Raumtemperatur aufgenommen wurde'®. Auch hier beobachtet man eine Dampfung der
Amplituden im EXAFS und FT sowie Erhéhung der Debye-Waller-Parameter im Vergleich zur Tieftem-
peraturmessung. Interessanterweise ist das Raumtemperaturspektrum von Heptamolybdat nahezu i-
dentisch mit dem MoSto-Spektrum, d.h. die beim Protein beobachtete Unordnung entspricht in etwa
der thermischen Unordnung, die in der Modellsubstanz durch Erhéhung der Temperatur von 20 auf
300 K hervorgerufen wird. Selbstversténdlich kann die Unordnung im MoSto nicht mit thermischen
Effekten erklart werden, schlieBlich wurde die Proteinprobe ebenfalls bei 20 K vermessen. Die Unord-

nung muss hier statischer, in der Struktur angelegter Natur sein.

182 5ida 2002, 159.

183 £} enda.
184 Ghida 2002, 55f.
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Abbildung 3.13: Vergleich von MoSto mit Heptamolybdat (A), fOktamolybdat (B), "Mog," (C) und
einer Molybdatlésung bei pH 1 (D). Das Spektrum der Modellverbindung ist jeweils rot, das MoSto-
Spektrum schwarz dargestellt. Die Lage der den Mo-Mo-Absténden zugeschriebenen Peaks im
MoSto-Fourier-Transformierten ist durch die senkrechten gestrichelten Linien hervorgehoben. Man
beachte, dass die Ordinaten in den Diagrammen jeweils unterschiedlich skaliert sind. Die anhand
der EXAFS-Parameter (Tabelle 7.8) berechenbaren theoretischen Spekiren sind nicht gezeigt. Wei-
tere Erléuterungen im Text.
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3.4.3.2.2 Oktamolybdat

Aufgrund der Ghnlichen Strukturmerkmale wiirde man nun auch fir Oktamolybdat gute Ubereinstim-
mung mit den Spekiren von MoSto und Heptamolybdat erwarten. Tatséchlich waren die Absténde der
néchsten Nachbaratome, die wir bei der Anpassung der Spektren erhielten, den Werten fir MoSto
und Heptamolybdat sehr dhnlich, nur die Besetzungszahlen fir die néchsten Molybdénnachbarn
mussten mit 2 und 2,25 héher gewdhlt werden als beim Heptamolybdat mit jeweils 1,7. Die Amplitu-
den im FT-Spektrum sind dementsprechend héher. Darin spiegelt sich wider, dass Oktamolybdat
kompakter gebaut ist als Heptamolybdat.

Dennoch l@sst sich einwandfrei feststellen, dass Oktamolybdat im Gegensatz zum Heptamolybdat als
Modell fir die im MoSto vorliegende Spezies untauglich ist, wenn man die untransformierten EXAFS-
Spekiren einander direkt gegeniberstellt. Im von den Mo-Nachbarn dominierten Bereich k > 10 A™
finden sich Ubereinstimmende Strukturen, wie sie schon beim Heptamolybdat beschrieben sind. Dies
wirde man auch fur k < 10 A erwarten, hier beobachtet man jedoch einige deutliche Abweichun-
gen, vor allem im Bereich k = 7-8 A™" (in Abbildung 3.13 B markiert durch den Doppelpfeil). Die Ur-
sache sind die in der Einleitung zu diesem Kapitel kurz erwdhnten Vielfachstreueffekte bei annéhernd
linearer Anordnung von Rickstreuatomen. Eine solche Anordnung findet man in Polymolybdaten
dann, wenn zwei MoO,-Oktaeder Uber eine gemeinsame Ecke statt Gber eine Kante verknipft sind.
Im Oktamolybdat-lon liegen vier solcher Eckenverknipfungen vor, der mittlere Winkel der Mo-O-Mo'-
Einheit darin betragt nach den Réntgenstrukturdaten'®® ca. 165°. Heptamolybdat weist hingegen nur
zwei Eckenverknipfungen auf, die zudem mit 155° stdrker von einer linearen Anordnung abwei-
chen'®. Die Anpassung des theoretischen EXAFS fir Oktamolybdat an die experimentellen Ergebnisse
gelang, als diese Vielfachstreueffekte beriicksichtigt wurden (Details siehe bei Tabelle 7.8)'®. Bei
Heptamolybdat und MoSto war dies nicht erforderlich. Somit l&sst sich Oktamolybdat als mégliche

Modellstruktur ausschlieflen.

3.4.3.2.3 "Moy,'

EXAFS und FT dieser Verbindung weisen deutliche Ahnlichkeit mit Heptamolybdat auf, was nicht weiter
erstaunlich ist, da sich die Struktur von Heptamolybdat ausgehend beschreiben lésst (siehe 2.4.1.2.3).
Die in Tabelle 7.8 angegebene mittlere Molybdanumgebung'®® ist fur die néchsten Nachbarn mit
Heptamolybdat, MoSto und auch Oktamolybdat vergleichbar. Bei gréferen Entfernungen missen die
10 miteinander verknipften MoO,-Oktaeder bericksichtigt werden, die jede Heptamolybdat-Einheit

umgeben. Sie sorgen fir ein erhdhtes Maf} statischer Unordnung, was sich insbesondere im FT

185 £y chs/Knspnadel 1982, 169.
186 Evans, Howard T., Gatehouse, Bryan M., Leverett, Peter: Crystal Structure of the Heptamolybdate(VI) (Paramolybdate) lon,
[Mo;0O,,]¢, in the Ammonium and Potassium Tetrahydrate Salts. J. Chem. Soc. Dalton (1975), 505-514.

187 Gnida 2002, 581.

188 pje Molybdénumgebung wurde auf der Basis einer "Mo,"-Einheit modelliert. Die beiden Mo-Zentren, die im Mos4 zwei

jener Einheiten verknipfen (siehe 2.4.1.2.3), sind fir das Gesamtspektrum vernachldssigbar. Gnida 2002, 60.
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in niedrigeren Mo-Rickstreupeaks widerspiegelt. In gewissem Mafle kann Mo, daher eine anschauli-
che Vorstellung vermitteln von der im MoSto vermuteten statischen/strukturellen Unordnung einer

Heptamolybdat-basierten Struktur.

Mog, als solches ist jedoch ein ungeeignetes Modell fir den im MoSto vorliegenden Cluster. Der Mo-
lybdat-Kranz um die Heptamolybdat-Kerne macht sich nicht nur in der etwas geringeren Amplitude,
sondern auch in einer deutlichen Verbreiterung des Mo-Rickstreubereichs im FT bemerkbar, sowie in
einer anderen Verteilung der Absténde im Bereich 3-4 A, die es beide beim MoSto nicht gibt. Dem
entsprechend sind im EXAFS im Mo-dominierten Bereich k > 10 A~ die Signale von MoSto und Moy,
teilweise nicht in Phase". Den Minima des MoSto-EXAFS bei k = 12 A7 und k = 14 A stehen z.B.
beim Mo, klare Zwischen-Maxima gegeniber. Die im MoSto beobachtete statische Unordnung kann
demnach vermutlich nicht durch Verknipfung von Heptamolybdat mit weiteren Molybdénzentren an-

derer Geometrie modelliert werden.

3.4.3.2.4 Geléstes Molybdat bei pH 1

Eine weitere Méglichkeit, strukturelle Unordnung zu modellieren, ist der Ubergang von wohldefinierten
kristallinen Feststoffen zu einer Lésungsprobe. In Lésung ist nicht nur die Struktur der einzelnen Cluster
flexibler, es liegt zudem eine Mischung verschiedener Cluster-Typen vor'®. Die benutzte 10 mM Mo-
lybdatlésung von pH 1 sollte in etwa folgende Zusammensetzung aufweisen: 40 % als Spezies (64,
36), 25 % (32, 18), jeweils etwa 10 % (13, 8), (5, 2) und (2, 1), siehe Abbildung 2.7%°. Da (64, 36)
dem Mog, entspricht und (32, 18) einem halbierten Moy, liegt das vorhandene Mo zu 70 % in dieser
Struktur vor. Das gemessene Spekirum dieser Probe sollte sich daher mit den Strukturparametern des

Mog, durch ein theoretisch ermitteltes anpassen lassen.

Das Resultat rechtfertigte diesen Ansatz. Tatséichlich gelang die Anpassung mit dem Mo,4-Parameter-
satz sehr zufriedenstellend. Offenbar dominiert wie vorhergesagt die zugrunde gelegte Struktureinheit
in der Lésung, und die Beitréige anderer Spezies zum Spektrum sind vernachldssigbar bzw. schlagen
sich in erhdhten Werten der Debye-Waller-Parameter nieder. Als Modell fir den im Speicherprotein
vorliegenden Cluster taugt diese Lésungsprobe damit freilich ebenso wenig wie das feste Moy, aus
den dort bereits genannten Grinden, insbesondere der abweichenden Abstandsverteilung der Mo-
Rickstreubeitréige im Bereich 3 bis 4 A. Interessant jedoch ist, dass die Amplituden der Rickstreu-
peaks beim FT der Lésungsprobe aufféllig denen im MoSto-FT gleichen. Auch die Strukturen im E-
XAFS &hneln dem MoSto mehr, als dies beim kristallinen Mos, der Fall ist. Es scheint, dass der Uber-
gang vom Feststoff zur Lésung ein brauchbarer Ansatz ist, die strukturelle Unordnung im MoSto zu
modellieren. Sinnvoll wére daher, bei einer weiteren Untersuchung eine Lésungsprobe bei héherem

pH zu untersuchen, in der Heptamolybdat dominiert.

189 Boi dieser Uberlegung ist freilich vorausgesetzt, dass die Struktur der bei 77 K schockgefrorenen Lésungsprobe eine Mo-

mentaufnahme der Struktur bei RT ist.
190 Tytko &al. 1983.
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3.4.4 Zusammenfassung und Diskussion: Struktur des Mo-Zentrums

Anhand der EXAFS-Resultate l@sst sich zweifelsfrei feststellen, dass MoSto das Molybdén in Form einer
vielkernigen Molybdén-Sauerstoff-Spezies enthalt. Die Speicherkapazitét von MoSto betréigt nach
meinen Analyseergebnissen 100-150 Mo-Atome je Molekil. Wie sieht nun dieser Mo-Kern genauer
aus? Denkbar wére in Analogie zum Ferritin, dass es sich um einen einzelnen grolen Cluster handelt.
Denkbar wéren auch mehrere kleinere Cluster. Die Mo-Atome kénnten z.B. auf zwei Cluster verteilt

sein, da das Protein eventuell ein Dimer von Tetrameren darstellt.

Beide Varianten halte ich jedoch fir unwahrscheinlich. Ein einzelner Riesencluster kann keine wohlde-
finierte molekulare Spezies sein'?!, sondern nur entweder ein amorpher Klumpen oder ein Ausschnitt
aus einem der Zusammensetzung entsprechenden Kristallgitter. Im letzteren Falle wirde er fast mit Si-
cherheit eine Struktur annehmen, die Ahnlichkeiten zu MoO; aufwiese. Weder darauf noch auf amor-
phe Natur geben jedoch die EXAFS-Resultate einen Hinweis. Dieser Einwand gilt auch noch gegen die
Annahme von zwei kleineren Clustern. Bei Annahme einer noch gréfieren Zahl noch kleinerer Cluster
wird hingegen wahrscheinlicher, dass es sich um definierte molekulare Spezies handelt. Das grofite
bekannte Isopolymolybdat(Vl) ist das Mos.-Polyanion, das jedoch ebenfalls nach den EXAFS-Daten als
Modellverbindung nicht in Frage kommt. Zu alle dem ist noch zu bedenken, dass der Cluster des Fer-
ritins eine Verbindung darstellt, die in &hnlicher Form bei physiologischem pH und Redoxpotenzial
auch ohne das Protein entstehen kénnte. Die diskutierten Mo-O-Riesencluster hingegen sind bzw. wa-

ren allesamt bei physiologischem pH thermodynamisch héchst instabil.

In der Biochemie lehrt die Erfahrung, dass die Natur nicht mit dem Kopf durch die Wand geht, son-
dern den Weg des geringsten Widerstandes bevorzugt. Im MoSto ist daher eine einfache, wohlbe-
kannte Mo-Spezies zu vermuten, die nach allen bekannten Daten thermodynamisch (dominierende
Spezies in Lésung Uber einen jeweils 3 Zehnerpotenzen breiten H*- und MoO,*-Konzentrations-
bereich) wie kinetisch (nahezu unmessbar schnelle Bildung) enorm beginstigt ist. Wenn das EXAFS-
Spektrum von MoSto dem des Heptamolybdats so éhnlich sieht, ist die einfachste Erklarung die, dass

es von Heptamolybdat hervorgerufen wird.

Dieses Heptamolybdat ist freilich gegeniber der aus reinen kristallinen Feststoffen bestimmten Struktur
auf eine Art modifiziert, die einer verminderten RegelméBigkeit entspricht, wobei diese Unregelmafig-
keit nicht in der mehr oder weniger geordneten Anlagerung von weiteren MoO,-Oktaedern an Hep-
tamolybdat-lonen besteht. Es dirfte eine dynamische Unordnung sein, die auf stéindigem (bei der
Messung natirlich als "Momentaufnahme" eingefrorenen) Ab- und Aufbau der Polyanionen sowie

Fluktuationen in deren Struktur beruht.

191 Ansonsten wire keine kontinuierliche Aufnahme bzw. Abgabe von Mo durch das Protein méglich, sondern nur eine Auf-
nahme oder Abgabe des kompletten Clusters, wie bei einem Enzym-Cofaktor. Das wére eine von keinem sonstigen Metall-
speicher bekannter und mit einer thermodynamisch so instabilen Spezies, wie dieser Cluster sein wirde, auch schwer vorstell-
barer Mechanismus.
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Auch wenn der thermodynamische Stabilitétsbereich von Heptamolybdat nicht weit von den physiolo-
gischen Bedingungen entfernt ist, gilt doch nach wie vor: in MoSto liegt Mo in einer Form vor, die oh-
ne das Protein unter ansonsten gleichen Bedingungen (auch kinetisch) nicht besténdig ist. Wie kann
das Protein diese Stabilisierung bewirken? Vier Faktoren sind allgemein bekannt, die die Bildung von

Molybdat-Polyanionen beginstigen (siehe auch Abschnitt 2.4.1):

1. niedriger pH: Es ist wenig wahrscheinlich, dass im Inneren eines Proteinmolekils der pH-Wert lo-
kal niedriger ist als in der Umgebung. Vor allem ein |&sliches, cytoplasmatisches Protein wie
MoSto, das eine grofie Anzahl austauschbarer Protonen enthéilt, ist wohl kaum eine wirksame

Sperre zur Aufrechterhaltung eines pH-Gradienten.

2. teilweise Reduktion des Mo"' zum Mo": Aufgrund des UV-Vis-Spektrums kann diese fir MoSto

ausgeschlossen werden. Dem Protein fehlt die intensive Farbe der gemischtvalenten Polymolyb-

date. Die Lage der Réntgen-Absorptionskante entspricht ebenfalls der einer Mo"-Verbindung.

3. hohe Molybdat-Konzentration: Der Einbau von Molybdat in MoSto ist offenbar ein energie-

verbrauchender, ATP-abhdngiger Prozess'?2. Daher ist ein Mechanismus vorstellbar, bei dem Mo-
lybdat aktiv ins Innere des Proteins transportiert wird, wo durch die lokal extrem hohe Konzentrati-

on spontan Polyanionen entstehen.

4. Anwesenheit bestimmter anderer lonen: Es ist nicht klar, worauf dieser Effekt beruht, daher ist

auch schwer vorherzusagen, ob geladene'®® Aminosdureseitenketten die Bildung von Molybdat-
Polyanionen férdern oder nicht. Fest steht nur, dass es den Effekt gibt und er eine Rolle spielen
konnte. Auf jeden Fall wiirden positiv geladene Seitenketten die Bindung von Molybdat begiinsti-

gen.

Es lassen sich noch weitere Aussagen Uber den Auftbau des Molybdat-Kernes wagen, wenn man die
EXAFS-Daten in Beziehung setzt zu dem, was Uber die Speicherkapazitét und die Proteinstruktur von

MoSto ermittelt werden konnte.

147 Mo-Atome, in Form von 21 dicht gepackten Heptamolybdat-Einheiten'?* vorliegend, hatten ein
Volumen von etwa 8 nm?, was einer kompakten Kugel von 2,5 nm Durchmesser oder einem Stab von
7 nm Lange und 1,2 nm Durchmesser entspréche. Das Proteinmolekil ist nach den Ergebnissen der
SAXS-Untersuchungen etwa 12 nm lang bei 5,5—7 nm Durchmesser. Die "Wandstérke" der Protein-
hille um den vermuteten Mo-O-Cluster betrige also 2 bis 4 nm. Beim Ferritin ist die Proteinhille

4,5 nm dick. Von daher sind die experimentell gefundenen 150 Mo-Atome eine plausible Obergrenze
for die Speicherkapazitét von MoSto. Sie wiirden aber in dieser Form nur ca. 2% des Molekilvolu-
mens einnehmen, was nicht mit der Uberschlagsrechnung anhand der SAXS-Resultate in Einklang ist,

derzufolge etwa 20% des Molekilvolumens aus anderem Material als Aminosduren bestehen sollten.

192 Jérgt Schemberg und Volker Henschel, persénliche Mitteilung. Siehe auch Fenske &al. 2005.

193 Es missen nicht unbedingt basische Aminoséuren sein, da auch gewisse Anionen die Polymerisation beginstigen, siehe

Abschnitt 2.4.1.3

194 Avufgrund der gegenseitigen AbstoBung der Polyanionen ist deren dichte Packung natirlich keine realistische Vorstellung.

Die Zahl 147 ist eine willkirliche Annahme (am néchsten an 150 gelegenes Vielfaches von 7).



88

Vermutlich wird der Molybdan-Sauerstoff-Kern durch mit in das Protein eingeschlossene Wassermole-

kile vergréfert.

Enthélt der Kern zusétzlich noch anorganische Kationen?2 147 Molybdénatome tragen in Form von
Heptamolybdationen eine Gesamtladung von —126 - e. Die positive Uberschussladung der Proteinhil-
le betrégt demgegeniber nur 72 - e, selbst wenn man annimmt, dass alle (ebenfalls 72) Histidinreste
voll protoniert sind. Vorstellbar ist allerdings, dass die basischen Aminoséurereste vorzugsweise zum
Kern hin orientiert, die Sduren hingegen nach auflen gerichtet sind. Ohne eine mindestens lokale ne-
gative Uberschussladung auf seiner Oberfléche wisrde MoSto auch von DEAE-Sephacel nicht gebun-
den. Andererseits ist die gegenseitige AbstoBung der Polyanionen sehr stark. Insgesamt gesehen ist es
sehr wahrscheinlich, dass der Kern auch noch Kationen enthélt, die einen geringen Teil (10 bis 20%)
der Anionenladung des Mo-O-Clusters kompensieren. Am ehesten kommt dafir Na™ in Frage, das

auBerdem noch die Bildung von Mo-Polyanionen beginstigt.

Abbildung 3.14: Eine mégliche
Modellverbindung fir den
MoSto-Kern: das Heptamolyb-
dat Nap[CeHy5(NHz),ls
[Mo,0,,], -4H,O. Natrium-
lonen verkniipfen die Hepta-
molybdat-Einheiten zu Ketten,
die in eine Matrix aus Kristall-
wasser und den organisch
substituierten Ammoniumionen
eingebettet sind™®®.

Fir eine Zusammensetzung dieser Art ist eine Struktur einer méglichen Modellverbindung bekannt, in
der Heptamolybdat-Cluster mit Alkalimetall-lonen und organisch substituierten Ammoniumionen ein
Gitter bilden (Abbildung 3.14). Es fallt nicht schwer, sich in solch einer Struktur anstelle der organi-
schen Ammoniumionen die Seitenketten von Lysin oder Arginin vorzustellen. Zwei parallel liegende
Ketten aus der gezeigten Struktur, jede 10 Mo,-Einheiten umfassend (also insgesamt mit 140 Mo-
Atomen), ergeben in etwa einen Quader, 10 nm lang, 2 nm breit und 1 nm hoch, mit Aussparungen,
in die basische Aminosédureseitenketten eingreifen kénnten. Von seinen Abmessungen her kénnte die-

ser Quader ohne weiteres in einem MoSto-Molekil enthalten sein.

195 Strukturdaten der Verbindung (bisher unverdffentlicht): persénliche Mitteilung von Dr. Yunshan Zhou und Marc Schmidt-
mann, Ak Anorganische Chemie 1 der Universitét Bielefeld.
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Natirlich ist nicht davon auszugehen, dass MoSto exakt in Reih und Glied ausgerichtete Polyanionen
enthdlt. Das Bauprinzip ist jedoch anwendbar und wiirde zur etwas gestreckten Form des Proteinmole-
kuls passen. Der kugelférmige Innenraum von Ferritin bietet zwar das optimale Oberfléche/Volumen-
Verhdltnis, aber er enthdlt einen elektrisch neutralen Partikel. Bei MoSto muss man sich vermutlich e-
her einen Schlauch vorstellen, dessen grof3e innere Oberflédche, bedeckt mit kationischen AS-

Seitenketten, Platz bietet fur die Anlagerung der Polyanionen.

3.5 Das Wolfram-Analoge des Mo-Speicherproteins

Zum Abschluss der Versuche zur Optimierung der MoSto-Anreicherung wurde eine Anzucht durchge-
fohrt, bei der dem Medium statt der Gblichen 10 uM Molybdat 1 mM Wolframat zugegeben wurden,
um die Zellen zur Produktion des Wolfram-Analogen des Speicherproteins (WSto) zu bringen. Die Pro-
teinanreicherung wurde anschlieBend durchgefihrt wie bereits erprobt, mit DEAE-Anionenaustausch-
chromatographie, Ammoniumsulfat-Fraktionierung und G200-Gelfiltration. Die relevanten Fraktionen
bei den Chromatographie-Laufen wurden mit Hilfe des Gblichen Molybdat-/Wolframat-
Bestimmungsverfahrens ausgewdihlt, wobei nach der DEAE-Fraktionierung durch einen Versuch zur
Maskierung mit Citrat (siehe 3.1.2.2.2) sichergestellt wurde, dass tatséichlich Wolframat und nicht (o-

der allenfalls in Spuren) Molybdat in den Fraktionen enthalten war.

Bei allen Anreicherungsschritten entsprach das Verhalten dem von MoSto. Die elektrophoretische Un-
tersuchung der Fraktionen zeigte die Isolierung eines Proteins, das die bereits bekannte Doppelbande
erzeugte. Offensichtlich handelte es sich tatséchlich um unverdndertes MoSto, lediglich mit einem an-

deren Metall beladen.

Die Analyse der Fraktionen aus der Gelfiltration erbrachte jedoch ein zu jenem Zeitpunkt Gberra-
schendes Resultat: Statt der gewohnten 120 bis 150 umol Metall je Gramm Protein wurden um

400 umol/g gemessen, entsprechend 90-100 Wolfram-Atomen je Proteinmolekil. Hier stie} ich zum
ersten Mal bei einem vollstandig aufgereinigten Préiparat auf eine hdhere Speicherkapazitét als die bis

dahin angenommenen 30-40 Atome je Molekil MoSto.

Das Ergebnis war auch deshalb bemerkenswert, weil in dieser Anreicherung die Proteinlésung héhe-
rem Stress ausgesetzt war als bei einer normal verlaufenden Préparation’®®, d.h. es waren eher héhe-
re Verluste und ein verringerter Metallgehalt zu erwarten gewesen. Méglicherweise fihrt die Neigung
der Polywolframate zur Metastabilitat (2.4.2.1) dazu, dass die Bindung an das Speicherprotein nicht
so leicht durch Verdinnung der Proteinlésung zu 1&sen ist und daher die Verluste bei der langsamen

G200-Gelfiltration geringer ausfallen.

196 Bei einem ersten Gelfltrationslauf ober Nacht versagte der automatische Fraktionssammler, so dass das gesamte Eluat in
einem einzigen Auffanggeféf landete. Die Lésung (200 mL) wurde in einer Ultrcfiltrations-Rohrkammer auf 1,5 mL eingeengt
und erneut auf die Séule aufgetragen.
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3.6 Exkurs: Wolframat-resistente Mutanten von A. vinelandii

Es ist etwas irrefUhrend, von Wolframat-Resistenz zu sprechen, weil Wolframat, wenn es auch das
Zellwachstum hemmt (siehe Abbildung 3.2), keineswegs ein hochwirksames Gift fir A. vinelandii dar-
stellt. Nur wenn unter Stickstofffixierungs-Bedingungen kein oder fast kein Molybdat verfiigbar ist, wird
Wolframat zum echten Problem fir die Zellen; dann und nur dann ist es sinnvoll, von Wolframat-

Resistenz zu reden.

Die Ursache fur die Empfindlichkeit gegeniber Wolframat ist natirlich dessen Ahnlichkeit mit Molyb-
dat. Die Proteine des Mo-Stoffwechsels und der Mo-abhéngigen Genregulation kénnen die beiden
Metalle nicht sicher unterscheiden, so dass die Mo-unabhéngigen Nitrogenasesysteme nicht gebildet
werden (Repression durch WO,?*~ wie durch MoO,?7) und in die konventionelle Nitrogenase ein
"'FeWco" eingebaut wird. Die Ahnlichkeit von W und Mo ist aber nicht grof genug, um dieser Wolf-

ram-Nitrogenase Aktivitdt zu verleihen: N,-Fixierung und damit Wachstum sind blockiert'®”.
Der Mechanismus lasst auf Anhieb zwei mégliche Wege zur Resistenz erkennen:
1. Ausfall des Mo-Transportsystems, die Zellen nehmen dann Gberhaupt kein Wolframat auf.

2. Ausfall des Regulationsmechanismus fir die Expression der Fe-Nitrogenase, so dass sie konsti-

tutiv, also unabhdngig von der Anwesenheit von WO,*~ oder MoO,*~ gebildet wird.

Das heif3t keineswegs, dass nur zwei Typen von Mutanten méglich wéren. Zum einen kann eine Muta-
tion ein Genprodukt véllig auBBer Gefecht setzen oder nur seine Aktivitdt reduzieren, zum anderen sind
beim Mo-Transport und vermutlich auch bei der Regulation der Fe-Nitrogenase mehrere Genproduk-
te beteiligt. Eine Eigenschaft aber muss allen Mutanten gemeinsam sein: Sie kénnen unabhéngig von
Wolframat, also auch unabhéngig von Molybdat die alternative Nitrogenase herstellen. Genau darin
lag das Ziel dieser Versuche: es sollten Azotobacter-Varianten erhalten werden, die eine leichtere Ge-

winnung der Fe-Nitrogenase erlauben als der Wildtyp.

3.6.1 Gewinnung der Mutanten, Wachstumsversuche

Da Methoden zur gezielten genetischen Modifikation von Bakterien in unserer Arbeitsgruppe nicht zur
Verfigung standen, war die Isolierung von Spontanmutanten (Abbildung 3.15) der einzige Weg zu
Wolframat-resistenten (Wr-) Stémmen. Als erstes musste dazu ermittelt werden, welche Konzentration
an Wolframat im Medium erforderlich ist, um das Wachstum der Wildtyp-Zellen zu verhindern. Es
wurde eine Versuchsreihe mit einer logarithmisch gestuften Abfolge verschiedener Konzentrationen
von 3 uM bis 30 mM durchgefihrt. Das Medium war Standardmedium, dem jedoch weder Molybdat
noch Ammoniumsalz zugesetzt worden war. Beimpft wurde aus einer Vorkultur , der 20 mM Ammoni-

umacetat zugesetzt worden waren, um die Bildung von Nitrogenasen zu unterdriicken.

197 Der beschriebene Mechanismus ist belegt fir Rhodobacter capsulatus, dirfte bei A.v. aber entsprechend ablaufen.

Siemann 2000, 125-135. Siemann &al. 2003, 3851.
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...AND IN THIS DERARTMENT WE

ARE CONSTANTLY DISCOVERING NEW
L\FE TORMS BY £XAMINING THE Abbildung 3.15: Neben den modernen molekulargene-
INNER-WORLD OF SINGLE MEN'S tischen Methoden verfigt die Mikrobiologie auch tber
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verschiedene traditionelle Techniken zur Gewinnung
von interessanten Mutanten. Das von mir verwendete
Verfahrensprinzip, einen vorhandenen Organismus spe-
ziellen Umweltbedingungen auszusetzen, ist vielen
Menschen aus dem alltéglichen Leben vertraut.
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Bei allen Kulturen lie3 sich zumindestens ein kleines, von der W-Konzentration unabhéngiges Mini-
malwachstum feststellen, das vermutlich durch den im Inokulum enthaltenen gebundenen Stickstoff
und die Ublichen Mo-Spuren'®® im Medium ermdglicht wurde. Ein Uber dieses Minimum hinaus ge-

hendes Wachstum war nur bei W-Konzentrationen unter 30 uM zu beobachten (Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16: Ermittlung der Wolframatkonzentration, die erforderlich ist, um das Wachstum von

Stickstoff-fixierendem A. vinelandii in Abwesenheit von Mo zu unterbinden.
Fur die Isolierung von resistenten Mutanten wurden daraufhin Agarplatten mit 20, 50 und 100 uM
Wolframat angefertigt, auf denen jeweils ein Tropfen einer mit Ammoniumsalz versorgten Flussigkultur
flachig ausgestrichen wurde. Die W-Konzentrationen erwiesen sich jedoch allesamt als zu niedrig. Auf
allen Platten wuchs ein mehr oder weniger starker Bakterienrasen heran, in den gelegentlich kréftiger
gewachsene Kolonien eingestreut waren. Letzteres wurde jedoch nur bei den beiden niedrigeren Kon-
zentrationen beobachtet und daher nicht als sicheres Zeichen fir brauchbare resistente Mutanten an-
gesehen. Alle Platten wurden verworfen. Offenbar ist auf einer Agarplatte eine héhere Wolframatkon-

zentration zur Inhibierung erforderlich als in Flussigkulturen.

198 £ wurde in diesem Versuch kein speziell von Mo gereinigtes Medium verwendet.
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Fir die néchsten Ansétze wurde der Wolframatgehalt der Platten auf T mM erhéht. Zum Beimpfen
wurde wieder eine mit Ammoniumacetat versorgte Flissigkultur verwendet, jedoch war diesmal auch
der Vorkultur schon 1T mM WO,? zugesetzt worden. Insgesamt vier Agarplatten und als Kontrolle eine

funfte, die zusdtzlich 20 mM Ammoniumacetat enthielt, wurden wie oben beschrieben beimpft.

Nach drei Tagen im Brutschrank bei 30°C war auf der Kontrollplatte ein dichter Bakterienrasen he-
rangewachsen, die vier Selektions-Platten zeigten einen ganz schwachen Schleier von Hintergrund-

wachstum. Schneller wachsende Einzelkolonien waren noch nicht sicher auszumachen.

Im Laufe von insgesamt 16 Tagen Inkubation bildeten sich auf drei der Selektions-Agarplatten insge-
samt 9 deutlich erkennbare Kolonien, die fortlaufende Nummern (Wr1 bis Wr9) erhielten. Wré entwi-
ckelte sich zu einem uneinheitlich wachsenden Haufen, ich entschloss mich, damit nicht weiter zu ar-
beiten. Die Gbrigen Kolonien wurden auf jeweils einer frischen Selektions-Agarplatte ausgestrichen.

Nach funftagiger Inkubation waren in allen Féllen jeweils einheitlich aussehende Kolonien herange-

wachsen.
Stamm Nr. 98] 23|57 | 4]
Koloniedurchmesser nach 5 d ca. [mm] ‘ 1 ‘ 1 ‘ 0,5 ‘ 0,5 ’ 0,4 ’ 0,4 ‘ 0,2 ‘ 0,1

Alle acht Stémme wurden fortan sinngeméf ebenso gehalten wie der Wildtyp®?. Im ersten Jahr der
Stammhaltung kam es bei allen Stémmen aufler Wr8 und Wr9 zu einer Anpassung an das Medium
durch weitere Mutationen. Dies lief} sich daran erkennen, dass auf den Agarplatten neben den ur-
springlichen kleinen Kolonien plétzlich gréBere erschienen?®. Einige dieser stérker wachsenden Ko-
lonien wurden dann zur weiteren Stammhaltung ausgewdéihlt. Nach dem zehnten Uberimpfen boten

dann wieder alle Platten ein jeweils homogenes Bild.

Mit Zellen von dieser zehnten Platte fihrte ich einen Wachstumsversuch durch. Es lag der Verdacht
nahe, dass die fortlaufenden Anpassung an das Medium dazu gefihrt hatte, dass nunmehr alle acht
Stémme weitgehend identisch waren. Wie der Wachstumsversuch (Abbildung 3.17) zeigte, traf dies
jedoch keineswegs zu. Anhand des Wachstumsverhaltens lief3en sich die Stdémme grob in drei Grup-
pen einteilen: Eine, die nahezu das Wachstum des Wildtyps unter sinngemaf gleichen Bedingun-
gen?®! erreichte, eine Gruppe schwach wachsender Stémme, die 50% oder weniger des Wachstums
der ersten Gruppe zeigten, und den Stamm Wr7 mit uneinheitlichem Wachstum. Da jeder Stamm mit
einem dreifachen Ansatz getestet wurde und jedesmal alle drei Anséize Gbereinstimmende Wachs-

tumsverlaufe zeigten, dirften zuféllige Stérungen weitgehend ausgeschlossen sein.

199 D h. unter Stickstofffixierungsbedingungen, aber mit 1 mM Wolframat statt 10 uM Molybdat. Siehe "Materialien und Me-

thoden", 5.1.2.
200 7 erst bei Wr5 nach dem zweiten Uberimpfen, dann bei Wr4 und Wr7 nach dem vierten und bei Wr1-3 nach dem sechs-
ten Uberimpfen.

201D, Stickstoffixierungsbedingungen, kein zugesetztes Molybdat.
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Abbildung 3.17: Wachstum der erhaltenen Wolframat-resistenten Spontanmutanten, Kurven gemit-
telt aus Dreifachansdtzen. Die rote Vergleichskurve fir den Wildtyp in Mo- und W-freiem Medium
(bei reduziertem Angebot an gebundenem Stickstoff) wurde bei einem friheren Versuch aufge-
nommen, sie war bereits in Abbildung 3.2 zu sehen. OD umgerechnet aus Klett-Summerson-
Werten.
Die Stammhaltung wurde an diesem Punkt vorerst beendet. Die Stémme wurden nur noch einmal auf
neue Platten Gberimpft, um frische Zellen zu erhalten, die sofort nach Ende des Wachstums in ein spe-
zielles Kryo-Medium Ubergefihr, eingefroren und bei 77 K aufbewahrt wurden. Drei Monate spéter
wurde ein Teil dieser Kryo-Kulturen aufgetaut und ausplattiert, um die Lebensfahigkeit der Zellen zu

erproben. Von diesen Platten wurden dann auch die Inokula fir die im folgenden Abschnitt beschrie-

benen Untersuchungen genommen.

3.6.2 Prifung auf Speicherprotein- und Nitrogenaseexpression

Bei der Anzucht der Zellen fur diese Untersuchungen zeigte sich eine dhnliche Rangfolge wie bei dem
oben beschriebenen Wachstumsversuch. Natirlich wurde bei der Anzucht nicht versucht, alle Kulturen
mit der gleichen Zelldichte zu starten, sondern im Gegenteil wurde bei den langsamer wachsenden
Stémmen ein groferes Inokulum eingesetzt. Dennoch war das Wachstum so unterschiedlich, dass bei
der Ernte nach 47 bzw. 77 h die erreichten Werte der Trilbungs-OD von 3 bis 11 reichten. Daher
wurden die durch Lysozymaufschluss gewonnenen Extrakte nach Bestimmung des Protein- und Wolf-
ramgehaltes durch Verdiinnen mit Wasser auf einen einheitlichen Gesamt-Proteingehalt von 0,7 g/L

eingestellt.

Die vorbehandelten?? Proben wurden mit Doppelimmunodiffusionstests untersucht. Bei diesem Ver-
fahren werden die auf ein Protein (Antigen) zu testende Lésung und eine Lésung gegen das Protein
gerichteter Antikérper in benachbarte Lécher in einem Agarose-Gel aufgetragen. Proteine und Anti-
kérper diffundieren durch das Gel aufeinander zu. Wo sie aufeinander treffen, bildet sich ein unlésli-

cher Antigen-Antikérper-Komplex, wenn das gesuchte Protein tatsdchlich in der aufgetragenen

202 §iche "Materialien und Methoden", 5.2.4.1.
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Lésung enthalten ist. Nach Auswaschen der nicht gebundenen Proteine kann dieser Komplex durch
eine gewdhnliche Proteinfdrbungsmethode sichtbar gemacht werden. Die Lage und Stérke der Prézipi-

tat-Bande gibt Aufschluss Gber die vorhandene Menge des Proteins.

Verwendet wurden mit Hilfe einer vollsténdig gereinigten MoSto-Probe hergestellte Antikérper gegen
das Speicherprotein, sowie bereits vorhandene Antikérper gegen die Komponente 1 der konventionel-
len Mo-Nitrogenase bzw. der Fe-Nitrogenase. Die Wolfram-Analysen hatten bereits gezeigt, dass alle
Wr-Stémme Wolfram enthielten, d.h. offenbar war kein Stamm darunter, bei dem die Resistenz auf
Unfahigkeit zur Wolframat-Aufnahme beruhte. Daher war zu erwarten, dass alle Stémme das Spei-

cherprotein enthielten, was der Immunodiffusionstest auch sehr deutlich bestétigte (Abbildung 3.18).

1 2 4 ' 5 8 . 9
v,Ak‘ 'Aa Ak
3 7 +

Abbildung 3.18: Prifung der Wr-Mutanten auf das Speicherprotein. Aufgetragen wurden im Zent-
rum je 4 ul des Anti-MoSto-Serums (Charge 78 Sy), auen je 2 ul der zellfreien Extrakte. "+" steht
for die positive Vergleichsprobe (DEAE-gereinigtes WSto).
Von besonderem Interesse war angesichts der beabsichtigten Verwendung der Mutanten der Test auf
die konventionelle Nitrogenase. Diese ist, wie oben dargelegt, fur die Bakterien unter den ihnen auf-
gezwungenen Wachstumsbedingungen nutzlos. Allerdings ist bereits seit langerem ein Wolframat-
resistenter Stamm (CA6) aus der Literatur bekannt, der sowohl die konventionelle als auch die Fe-

Nitrogenase exprimiert?®3.

Abbildung 3.19: Prifung der Wr-Mutanten auf die Mo-Nitrogenase. Aufgetragen je 20 uL Anti-
AvIMo-Serum (Chargen 99 A; und 99 A,) und je 7 uL der zellfreien Extrakte. "D" steht fur Anti-
Rc1Fe-Serum der Charge 60 D,, das sich als unbrauchbar erwies. Die rechte Halfte der Abbildung
wurde massiv digital bearbeitet, um die im Original verschwindend schwachen Prézipitatbanden bei
der Wr9-Probe im Druck erkennbar zu machen.

203 Premakumar, R.; Jacobitz, Susanne; Ricke, Steven C.; Bishop, Paul E.: Phenotypic Characterization of a Tungsten-Tolerant

Mutant of Azotobacter vinelandii. J. Bacteriol. 178 (1996) 691-696.
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Der Test wies nach, dass von mindestens vier Stémmen die Mo-Nitrogenase exprimiert worden war,
von Wr1 sogar in erheblicher Menge. Drei weitere Stémme zeigten Spuren eines méglichen Prézipi-
tats, nur beim Stamm Wr8 war der Test anscheinend negativ. Die Auswertung der Gele wurde aller-
dings erschwert durch einen diffusen Hintergrund-Niederschlag um die Auftragsstelle der Antikérper
herum, vermutlich aufgrund der Alterung des zuvor schon lénger gelagerten Anti-Av1 Mo-Serums

(Abbildung 3.19).

Auf die alternative (Fe-)Nitrogenase waren die Bakterien zum Wachstum unbedingt angewiesen. Da-
her wurden fur den Test auf deren Komponente 1 durchgéngig positive Befunde erwartet?®®. Dies war

auch der Fall, allerdings fiel die Reaktion in zwei Féllen nur schwach aus (Abbildung 3.20).

Abbildung 3.20: Prifung der Wr-Mutanten auf die Fe-Nitrogenase. Aufgetragen je 21 ul Anti-
Rc1Fe-Serum der Charge 60 Dy, aufen je 7 uL der zellfreien Extrakte. "' steht fir die negative
Vergleichsprobe (identisch mit der positiven Vergleichsprobe in Abbildung 3.18).
Insgesamt dirften diese Ergebnisse nur als vorléufig zu werten sein. Fir die Versuche stand nur sehr
begrenzt Zeit zur Verfigung, und ich war zuvor nicht mit immunologischen Methoden vertraut. Das
Alter der Antikérper gegen die Nitrogenasen und die Notwendigkeit, mangels eines fir die Fe-
Nitrogenase von A.v. spezifischen Antikérper-Serums auf gegen das homologe Protein aus R. capsula-
tus gerichtete Antikdrper zurickzugreifen, schaffen zusétzliche Unsicherheiten bei der Bewertung der

Resultate.

3.6.3 Zusammenfassung

Stellt man alle in den Versuchen erhaltenen Informationen ber die Wr-Mutanten zusammen (Tabelle
3.3), so zeigen sich durchaus einige offensichtliche Trends. Die Reihenfolge der Wachstumsgeschwin-
digkeiten fir die Stdmme steht weitgehend fest, die Abweichungen von der Reihenfolge bei wiederhol-
ten Anzuchten sind gering, vor allem wenn man bericksichtigt, dass die Vorkulturen und die Anzucht
gar nicht fir die Bestimmung des Wachstumsverhaltens geplant waren. Alle Stdémme kénnen Wolfra-
mat (d.h. auch Molybdat) aufnehmen und speichern, die Resistenz beruht also in allen Féllen auf der
konstitutiven Expression der Fe-Nitrogenase. Fir das Wachstum unter den ihnen auferlegten Bedin-

gungen ist die Wolfram-Akkumulation vermutlich ohne Belang.

204 gy negatives Resultat hétte freilich gréBeres Interesse gefunden, hétte es doch bedeutet, dass der betreffende Stamm eine

aktive Wolfram-Nitrogenase herzustellen vermochte.
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Dass héherer W-Gehalt mit reduziertem Wachstum korreliert, dirfte vielmehr daran liegen, dass die
schwéicher wachsenden Stdmme die fir sie nutzlose konventionelle Nitrogenase herstellen, in der er-
hebliche Mengen W enthalten sind. Die Produktion dieses véllig Gberflissigen Enzyms wirkt wachs-
tumshemmend. Dies gilt natiirlich vor allem dann, wenn gleichzeitig die benétigte Fe-Nitrogenase nur
schwach exprimiert wird, wie bei Wr5, der unter den acht Stémmen das langsamste Wachstum zeigt.
Als anscheinend einziger Stamm bildet Wr8 keine konventionelle Nitrogenase und erfillt damit die

urspringlich an die Mutanten gerichtete Erwartung.

Tabelle 3.3: Merkmale der Wolframat-resistenten Stamme. Die Reihenfolge entspricht ihrem
Wachstumsverhalten in dem speziell zu dessen Ermittlung durchgefihrten Versuch (Abbildung
3.17). Die GroBe (Flache) der Ziffern in der dritten Zeile ist proportional zum jeweiligen Zahlen-
wert. Die Starke der Reaktion in den immunologischen Tests ist grob in vier Klassen eingeteilt:
++ stark, + deutlich sichtbar, = kaum sichtbar, — negativ.

Stamm Nr. 8 4 9 2 7 1 3 5

Wachstum nahezu normal [ schwach

nmol WiemgPro-| -\ o | uo | 51 | 49 | 80 24176 76
++

tein im Extrakt

MoSto ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Mo-Nitrogenase - + + + + ++ + +

Fe-Nitrogenase ++ + ++ ++ ++ ++ ++ +

Wachstumsreihenfolge

bei den Vorkulturen 1. 2 5. 3. 6. 4. 7. 8.

Wachstumsreihenfolge 1 ) 4 3 7 4 3 5

bei der Anzucht
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4 Fazit

Die vorliegende Arbeit stellt keineswegs eine auch nur annéhernd vollsténdige Untersuchung des Mo-
Speicherproteins aus Azotobacter vinelandii dar. Dies wére auch ein vermessenes Ziel gewesen, vor
allem wenn man bedenkt, dass die Jahrzehnte wéhrenden, Hunderte von Verdffentlichungen umfas-
senden Forschungen am Eisenspeicherprotein Ferritin z.B. bisher nur grobe Informationen ber den
Mechanismus des Fe-Einbaus und gar keine Gber den der Fe-Freisetzung hervorgebracht haben. Es ist
im Rahmen dieser Arbeit jedoch gelungen, die Grundlagen fir eine umfassende Charakterisierung

von MoSto zu legen.

Aufbauend auf der ersten Verdffentlichung zu MoSto vor Gber 20 Jahren, wurde eine Anreicherungs-
prozedur erarbeitet, mit der schnell und unkompliziert reines Protein fir weitere Untersuchungen ge-
wonnen werden kann. Die friheren Angaben Gber Molmasse und Untereinheitenstruktur konnten be-
richtigt werden. Die vollsténdige Sequenz beider Untereinheiten ist bekannt, zu einem kleinen Teil
durch direkte Sequenzierung, zum gréBeren Teil durch Ubersetzung aus dem andernorts vollsténdig
sequenzierten A.v.-Genom. Die von der Bioinformatik zur Verfigung gestellten Werkzeuge erméglich-
ten erste vorsichtige Angaben Uber die mutmafliche dreidimensionale Struktur. Vervollstandigt wird
die proteinbiochemische Charakterisierung durch eine Bestimmung der duBBeren Gestalt des Protein-

molekils mittels Réntgen-Kleinwinkelstreuung.

Es gelang nicht, die Mo-Speicherkapazitét des Proteins genau zu bestimmen. Vermutlich durch prépa-
rationsbedingte und daher unvermeidliche Verdiinnung der Proteinlésung kam es im Laufe der Anrei-
cherung stets zu einer partiellen Freisetzung von Mo aus MoSto, die nicht unter Kontrolle gebracht
werden konnte. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Speicherkapazitdt wesentlich héher ist als
bisher vermutet. Bei den Untersuchungen mit Réntgenabsorptionsspektroskopie wurde die frihere
Vermutung bestétigt, dass Mo im MoSto als Polyoxomolybdat(Vl) vorliegt, zudem konnte die Struktur

dieses Polyoxomolybdats erstmals néher beschrieben werden.

Es ist bisher kein anderes Molybdoprotein bekannt, das Mo in dieser Form enthalt. Alle anderen Mo-
lybdoproteine enthalten das Metall entweder in Form einzelner, tetraedrischer Molybdat(VI)-Anionen,
oder in kleineren Oxidationsstufen und zumindestens teilweise durch Schwefel-Liganden komplexiert.
Auch hinsichtlich der Aminoséuresequenz weist MoSto keine Ahnlichkeit mit anderen Mo enthaltenden
Proteinen auf. MoSto ist offensichtlich ein véllig neuartiger Typus von Protein, der bisher alleine da-

steht.
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Die Ergebnisse der BLAST-Recherche in Proteindatenbanken zeigen andererseits, dass die Molybdén-
Speicherung mittels MoSto wohl kein Monopol von Azotobacter ist, wie es bisher angenommen wur-
de. Es ist zu erwarten, dass die rasch fortschreitende Sequenzierung mikrobieller Genome noch weite-
re verwandte Sequenzen zu Tage férdern wird. Die Interpretation solcher Funde muss allerdings mit
Vorsicht geschehen. Dass in den Genom-Daten sowohl bei A. vinelandii als auch bei R. palustris die
Produkte der MoSto-Gene als "mutmafBliche Uridylatkinase" bezeichnet wurden, belegt, dass "altmodi-
sche" proteinbiochemische Arbeiten wie die meinige durch die Genomforschung keineswegs tberflis-

sig werden.

4.1 Ziele fur weitere Arbeiten

Eines der wichtigsten dieser Ziele durfte die Kristallisation von MoSto sein, um mittels Réntgenbeugung
die dreidimensionale Struktur des Proteins und auch der darin enthaltenen Mo-Komponente aufzuklé-
ren. Méglicherweise kénnte fir letzteres ein Umweg zum Ziel fihren: Das Wolfram-Analoge von
MoSto ist leicht durch Anzucht von Zellen in Wolframat-haltigem Medium zugénglich, und anschei-
nend gibt es bei diesem "WSto" weniger Probleme mit unerwiinschter Freisetzung des gebundenen

Metalls.

Daneben steht gleichberechtigt das Ziel, den Mechanismus von Einbau und Freisetzung des Metalls
aufzukléren. Auf diese Fragen konnte ich leider in meiner Arbeit Uberhaupt nicht eingehen. Entspre-
chende Untersuchungen haben jedoch in unserer Arbeitsgruppe bereits sehr erfolgreich begonnen,
und die ersten Ergebnisse zeigen, dass MoSto auch in dieser Hinsicht ein nach bisherigem Wissen ein-
zigartiges Protein ist?®®. Die Moglichkeit, in vitro Molybdat in das Protein einzubauen, dirfte eine ge-
naue Festlegung der Mo-Speicherkapazitét erméglichen. Dariber hinaus wére es verlockend, auch
den Einbau anderer Metallate zu erproben. Die nédchstliegenden wéaren Wolframat, Vanadat und

Perrhenat.

Weiter ist die Biosynthese des Proteins selbst von Interesse. Der augenscheinlich etwas komplexere
Aufbau als o,,-Hetero-Oktamer oder gar als (0,B,),-Homodimer von Heterotetrameren wirft die
Frage auf, inwieweit das endgiltige Molekil alleine durch self-assembly entstehen kann. Als erstes
kénnte versucht werden, in einem Trégerorganismus wie E. coli die MoSto-Gene zu Uberexprimieren

und zu priffen, ob dabei aus den synthetisierten Peptiden funktionales MoSto entsteht.

205 Fonske &al. 2005.
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Eine anspruchsvollere und nur langfristig zu klérende Frage ist die nach der genauen Rolle von MoSto
im bakteriellen Mo-Stoffwechsel. Auch wenn Mechanismen zur Einlagerung und Freisetzung von Mo in
vitro gefunden sind, ist noch lange nicht klar, wie die Freisetzung in vivo reguliert wird. Zudem stellt
sich angesichts von MoSto erneut die Frage nach der Funktion von Proteinen wie ModG, denen eben-
falls eine Speicher- bzw. Pufferfunktion fir Mo zugeschrieben wird. In A. vinelandii wird die Biosynthe-
se von ModG héchstwahrscheinlich mit dem ModABC-Transportsystem gemeinsam reguliert, d.h. es
wird bei Molybddn-Mangel gebildet. Dient ModG als Scavenger, der freies Molybdat in der Zelle ein-
sammelt und so fir die Verwendung in der Moco- und FeMoco-Biosynthese mobilisiert, und bewirkt es
mdglicherweise indirekt eine Freisetzung von Mo aus dem Speicherprotein, indem es mit diesem um
das freie Molybdat konkurriert? Dafiir missten Freisetzung und Wiedereinbau von Mo sténdig ablau-
fende Prozesse sein, die nur durch die im MoSto gespeicherte Mo-Menge bzw. durch die Molybdat-
konzentration im Cytosol reguliert werden. Auf jedem Fall bietet das Mo-Speicherprotein noch Anlass
for viele interessante Untersuchungen, an denen mich nur stért, dass ich daran nicht mehr beteiligt

sein werde.






5 Materialien und Methoden

5.1 Zellanzucht

5.1.1 Nahrmedium fir Azotobacter-vinelandii-Kulturen

206

Verwendet wurde ein fir Azotobacter seit langem bewdhrtes®®® modifiziertes Burk'sches Medium fol-

gender Zusammensetzung:

g/l mmol/I
Saccharose 20 58,4
Mineralien (werden als 10fach konzentrierte Lésung zugegeben)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,2 0,811
Calciumchlorid-Dihydrat 0,09 0,612
NaCl 0,2 3,42
Eisen(lll)-citrat 0,025 0,095
Phosphatpuffer pH 8,9 (wird als 100fach konzentrierte Lésung zugegeben)
Kaliumdihydrogenphosphat 0,026 0,105
di-Kaliumhydrogenphosphat 2,812 16,1
Variable Bestandteile (siehe Text)
10 mM Natriummolybdatlsung 0,1 mL/L 0,01
2 M Ammoniumacetatlésung 10 mL/L 20

Fur Untersuchungen unter Stickstofffixierungs-Bedingungen wurde der Mineralienlésung Natriummo-
lybdat zugesetzt. Fir Anzuchten unter Nitrogenase-Repression wurde der Mineralienlésung Ammoni-
umchlorid oder —acetat zugegeben. Minerallésung, Pufferlésung und Saccharoselésung wurden in se-

paraten GeféBen bei 121°C sterilisiert und danach erst zur fertigen Néhrldsung kombiniert.

Das Néhrmedium wurde in gleicher Zusammensetzung fir alle Vor- und Hauptkulturen eingesetzt, un-
ter Zusatz von 15 g/l Agar auch fir die Stammhaltung auf Agarplatten. Fir alle Arbeiten mit den
Wolframat-resistenten Mutanten wurden Medien verwendet, denen weder Molybdat noch Ammonium-

salze zugesetzt waren und die mit 1 mM Natriumwolframat versetzt worden waren.

Alle sonstigen fur einzelne Versuche gemachten Abwandlungen sind bei den jeweiligen Experimenten

angegeben.

206 Strandberg/Wilson 1968, 25.



5.1.2 Stammhaltung von Azotobacter vinelandii

Die Stammbhaltung erfolgte auf Agarplatten unter Stickstofffixierungs-Bedingungen (Néhrboden ohne
Ammoniumsalze, mit Molybdat), um das Wachstum von Fremdkeimen méglichst zu unterbinden. In
Abstdnden von sechs Wochen wurden auf frische Platten Gbergeimpft. Dazu wurden Zellen von einer
Einzelkolonie entnommen und als Verdiinnungsausstrich auf die neue Platte ausgebracht. Nach 72

Stunden Wachstum bei 30°C wurden die Kulturen bei 4°C gekihlt aufbewahrt.

Gleichzeitig mit der Auffrischung der Stammhaltung wurden jeweils neue Platten mit “Ammonium-
Nahrboden” von den alten Stammhaltungs-Platten auf die némliche Art beimpft, bebritet und aufbe-

wahrt. Diese lieferten dann das Impfmaterial fir Versuche mit “Ammonium-Zellen”.

Die Wolframat-resistenten Mutanten wurden sinngeméf3 ebenso gehalten, jedoch wegen ihres lang-
sameren Wachstums jeweils nach dem Uberimpfen auf neue Platten statt drei Tagen eine Woche bei

30°C bebritet.

5.1.3 Vorkulturen

Fur Vorkulturen wurden je 30 mL “Molybdat-Nahrlésung” bzw. “Ammonium-Na&hrlésung” in 100ml-
Erlenmeyerkolben oder je 100 mL der jeweiligen Néhrlésung in 300ml-Erlenmeyerkolben mit Schika-

nen und angesetzten Klett-Kivetten mit Zellmaterial von einer entsprechenden Agarplatte beimpft.

Schittelfrequenz 170 Upm (100 mL-Kolben) bzw. 150 Upm (300 mL-Kolben)
Temperatur 30°C
Wachstumszeit 24 h

Fir die in 3.6.2 beschriebenen Untersuchungen an den Wolframat-resistenten Mutanten wurden die
Vorkulturen in Horizontal-Kulturréhrchen (siehe unten, 5.1.4.2), die Hauptkulturen in 300 mL-Kolben

(sinngeméf wie oben beschrieben) angezogen.

5.1.4 Wachstumsversuche

5.1.4.1 Messung von Zelldichte und pH

Das Zellwachstum wurde durch Messung der Tribung mit zwei unterschiedlichen Verfahren verfolgt.

1. Direkte Messung der Absorption (OD) bei 436 nm in 1 cm-Kivetten. Die dafir aus den Kulturen

unter sterilen Bedingungen enthommenen Proben wurden ggf. verdiinnt, um einen Messwert im Be-
reich 0,1 bis 0,6 zu erhalten, in dem die OD linear von der Zelldichte abhéngt. Nach Umrechnung
auf die unverdinnte Suspension wurde noch der zu Beginn fir die unbeimpfte Nahrlésung gemessene

Blindwert abgezogen, um den endgiltigen Wert zu erhalten.
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Abbildung 5.1: Kalibrierung der indirekten OD-Bestimmung aus Klett-Wertfen

2. Indirekte Bestimmung der OD durch Messung in einem Klett-Summerson Photoelectric Colorimeter
mit Filter No. 42 (blau) bestimmt, in das sich die Kulturkolben (mit ihrer angesetzten Kivette) bzw. die
unten beschriebenen Zellkulturréhrchen direkt einstellen lassen. Dadurch entféllt die umsténdliche ste-
rile Probenentnahme. Zur Umrechnung der Klett-Werte (KS) in OD-Werte wurde in den Wachstums-
versuchen 7-16 (3.1.1.1) eine Kalibrierung durchgefihrt. Es zeigte sich, dass trotz unterschiedlicher
Wachstumsbedingungen der Zusammenhang bei allen Kulturen nahezu gleich war und sich am bes-
ten durch eine Potenzfunktion wiedergeben lief3. Eine Uber alle Kulturen gemittelte Regressionsrech-

nung ergab:

OD 4 =15-107 - KS*® (6)

Wie man aus Abbildung 5.1 erkennen kann, muss aufgrund der Umrechnung mit einer Unsicherheit

der OD-Werte von +£20 % gerechnet werden.

For die pH-Messungen (3.1.1, Abbildung 3.1) wurden Proben von je T mL entnommen und mit
Merck-Spezial-Indikatorstébchen pH 4-7 bzw. pH 6,5-10 geprift.

5.1.4.2 Durchfihrung der Wachstumsversuche

Fur die in 3.1.1 beschriebenen Wachstumsversuche wurden je 100 mL der jeweiligen Né&hrldsung in
300ml-Erlenmeyerkolben mit Schikanen und angesetzten Klett-Kivetten eingesetzt. Als Inokulum dien-

ten 2 mL Zellsuspension aus einer entsprechenden Vorkultur.

Schittelfrequenz 150 Upm
Temperatur 30°C



Alle Versuche wurden als Doppelansétze gefahren, um nicht-reproduzierbare “Zufallsergebnisse”
durch Kontamination mit Fremdkeimen, Pipettierfehler beim Ansetzen etc. méglichst sofort erkennbar
zu machen. Die OD wurde durch direkte Messung bestimmt. Im Versuch zur pH-Toleranz wurde nur

ein Ansatz je pH-Wert gemacht, die OD durch Umrechnung aus KS-Werten ermittelt.

Die Versuche zur Wolframat-Toleranz von stickstofffixierenden Zellen (3.6.1) wurden als Einfach-

Anséitze mit 30 mL Nahrlésung in 100ml-Erlenmeyerkolben durchgefihrt, die OD durch die direkte

Messung bestimmt.

Der Wachstumsversuch mit den Wolframat-resistenten Stéimmen wurde mit Dreifachansétzen von je
4 mL Nahrlésung in nach meinen Vorgaben angefertigten Horizontal-Zellkulturréhrchen aus Duran®

durchgefuhrt, wie sie rechts im Maf3stab 1:2 skizziert sind. Die genauen Abmessungen sind (in mm):

Krimmungsradius r ca. 20 ®
Lange a 124

Hehe h 64 ; h
AuBendurchmesser 14 \
Wandstérke 1,5

Inhalt des horizontalen Teils ca. 11 mL b v
geeignete Schittelfrequenz 130 Upm 2 ]

Diese Rahrchen lassen sich zur Tribungs-Messung ebenfalls in das Klet-Summerson Photometer ein-
stellen. Fir die Messung ist ein Kulturvolumen von mindestens 3,5 mL erforderlich. Im Inkubator halt
eine passend gefertigter Halterung sie in genau waagerechter Position mit aufgerichtetem Hals. Ein
Vergleichsexperiment ergab, dass das Wachstumsverhalten dem in den 300 mL-Kolben entspricht,
wenn das Volumen der Kultur 4 bis 5 mL betrégt. Mit diesen Réhrchen wurde es méglich, mit minima-

lem Medienverbrauch das Wachstum einer groien Anzahl von Ansétzen parallel zu verfolgen.

5.1.5 Anzucht fur Speicherprotein-Anreicherungen

Fur die Hauptkulturen wurden je 600 mL Nahrlésung in 2000 mL-Erlenmeyer-Schikanenkolben oder
ie 300 mL Nahrldsung in 1000 mL-Erlenmeyer-Schikanenkolben mit 25 bzw. 12 mL einer entspre-
chenden Vorkultur beimpft. Die Ansétze in 1000 mL-Kolben dienten dabei nur zur Ergénzung, um ei-
ne maglichst grole Menge Zellen zu erhalten. Die vorhandenen Geréte erlaubten eine Anzucht mit

maximal 3 L Kulturvolumen, verteilt auf vier 2000 mL-Kolben und zwei 1000 mL-Kolben.

Schittelfrequenz 115 Upm
Temperatur 30°C
Wachstumszeit 24 h



Sofern die Zellen nicht zu speziellen Untersuchungen dienen sollten (z.B. Gewinnung des Wolfram-
Analogen von MoSto), wurden bei den Hauptkulturen Haushaltszucker statt Saccharose p.a. und

VE-Leitungswasser statt bidest. H,O verwendet.

5.2 Analytische Verfahren

5.2.1 Metallanalytik

5.2.1.1 Colorimetrische Molybdén-Bestimmung?®?

Dithiol (Toluol-3,4-dithiol; 3,4-Dimercaptotoluol) bildet mit Molybdan in stark schwefelsaurer Lésung
(>1 M H,SO,) bei Raumtemperatur einen grin geférbten Komplex, der durch Extraktion mit organi-

schen Lésemitteln abgetrennt und angereichert werden kann.

Chemikalien:

Schwefelséure konz. p.a.

H,O, 30%

Dithiol-Reagenzlésung (siehe unten)
Essigsdure-n-amylester (oder iso-amylester) p.a.
Molybdén-Standardldsung (100uM Natriummolybdat)

1. Die Standard- bzw. Probenlésung, die zwischen 5 und 100 nmol Mo enthalten soll, wurde Uber
einem Bunsenbrenner bis fast zur Trockene eingedampft, mit 1 mL Schwefelséure konz. versetzt
und die Mischung erhitzt, bis organisches Material véllig zersetzt war, d.h. die Farbe der Lésung

konstant blieb.

2. Zur Entfarbung wurde H,O, 30%ig zugegeben, die Menge richtet sich nach Tiefe der Férbung.

Anschlieflend wurde abermals erhitzt, um Uberschissiges Peroxid zu zerstéren.

3. Nach Abkihlung wurde die Probe??® mit 2 mL Wasser verdinnt. Nach erneuter Abkihlung wur-
den 2 mL Dithiol-Reagenz zugegeben. Der Ansatz wurde durch kurzes Schitteln gemischt und

15 min bei Raumtemperatur inkubiert.

4. Die Probenlésung wurde mit 3 mL Essigséureamylester versetzt und auf einem Vortex-Schittler

mindestens 1 min kréftig durchmischt. Danach musste sie zur Phasentrennung 20 min ruhen.

5. 1 ml der organischen Phase wurde abgehoben und die OD bei 680 nm gegen reines Amylacetat

gemessen.

Nach Angabe der Autoren ist die Methode auch zur Bestimmung von Wolfram und Molybdén neben-

einander geeignet, da unter den beschriebenen Bedingungen (ca. 4 M H,SO,, RT) nur Mo

207 Ngch: Cardenas/Mortenson 1974.
208 |jter Missachtung der alten AC |-Regel "erst das Wasser, dann die Séure".



einen farbigen Komplex mit Dithiol bilde. Nach Extraktion des Mo-Komplexes kénne unter verénder-
ten Bedingungen (0,5 M, 30 min bei 100°C) ein W-Komplex hergestellt werden, dessen Absorptions-

maximum bei 630 nm liege?®®.

Das Verfahren erwies sich als empfindlich genug, um die relativ groBen im MoSto gebundenen Mo-
lybddnmengen zu bestimmen und so den Verlauf einer Speicherprotein-Isolierung zu verfolgen, aller-
dings ist es nur maéBig schnell, nicht sehr genau, verbraucht relativ viel Substanz und hinterl@sst erheb-
liche Mengen problematischer Abfélle. Daher wurde es nach der ersten Proteinanreicherung zuguns-

ten des katalytischen Verfahrens aufgegeben.
Herstellung des Dithiol-Reagenzes:

1. 100 mL einprozentige (250 mM) NaOH wurden durch 30 min Spilen mit Argon von Sauerstoff
befreit und anschlieend 200 mg Dithiol zugegeben.

2. Nach Aufldsung des Dithiols wurde tropfenweise Thioglycolséure (Mercaptoessigséure) zugesetzt,

bis eine ganz schwache bleibende Tribung auftrat (2-3 mL)2*°.

3. Im Khlschrank unter Argon-Atmosphére konnte das Reagenz mehrere Monate ohne Probleme

aufbewahrt werden.

5.2.1.2 Katalytische Molybdén- und Wolfram-Bestimmung?"

Dithiooxamid (Dithio-oxalséurediamid, Rubeanwasserstoffséure) reagiert in saurer Lésung mit Was-
serstoffperoxid zu einem infensiv gelben Oxidationsprodukt unbekannter Natur. Die Reaktion wird

durch Metallionen katalysiert, die Oxo-Komplexe bilden (siehe auch oben unter 3.1.2.2).

Chemikalien:

Salzsgure p.a., 250 mM
Dithiooxamid-Lasung, 10 mM in Ethanol p.a.

H,O,, 50 mM, frisch angesetzt (0,5 mL H,O, 30%ig auf 100 mL)
Molybdén-Standardlésungen (1 uM und 10 uM Natriummolybdat)

1. Zur Probenvorbereitung wurden die ggf. mit bidest. Wasser verdiinnten Proben in einem dicht

schlieBenden Gef&B fir 15 min in ein siedendes Wasserbad gestellt.
2. Alle verwendeten Lésungen und Gerdte wurden auf RT vortemperiert.

3. Ein Anteil der vorbereiteten Probenlésung, der schétzungsweise 0,1 bis 5 nmol Mo enthielt, wurde
in eine 3 mL-Kivette gebracht und mit bidest. Wasser auf 1,3 mL aufgefullt. Dann wurden 1 mL

250 mM HCl und 100 uL Dithiooxamidlésung zugefigt.

209 Cardenas/Mortenson 1974, 374-375.

210 \wird etwas zuviel Thioglycolsdure zugegeben, kann das Reagenz trotzdem benutzt werden, der flockige Niederschlag er-
schwert die Phasentrennung Wasser/Amylacetat, stért aber die Bestimmung an sich nicht.

21 Nach: Pantaler 1963. Dank geht an Dr. Ekkehard Diemann, der mich auf dieses Verfahrensprinzip hinwies.



4. Nach Zugabe von 100 uL 50 mM H,O,-Lésung wurde durch Kippen durchmischt, die Kivette
sofort im Fotometer in einen auf 25°C vortemperierten Halter gestellt und die Anderung der opti-

schen Dichte bei 400 nm fir 10 min aufgezeichnet.

5. Die gemessene OD wurde Gber der Zeit aufgetragen, die maximale Steigung der Kurve ist der

eigentliche Messwert.

6. Zur Kalibrierung des Verfahrens wurden parallel zu jeder Messreihe mindestens 6 Messungen mit
verschiedenen bekannten Molybdat-Stoffmengen aus dem Bereich zwischen 0,05 und 5 nmol so-

wie zwei Blindmessungen durchgefihrt.

In der Durchfihrung gibt es bei der Bestimmung von W und Mo keine Unterschiede, abgesehen da-

von, dass sich mit W das Verfahren noch mit Stoffmengen bis hinauf zu 20 nmol W durchfihren lésst.

5.2.1.3 Metallanalysen durch ICP-MS

Als Gegenprobe fir die Zuverlassigkeit des katalytischen Bestimmungsverfahrens und zur gleichzeiti-
gen Bestimmung anderer Elemente wurden Multielementanalysen gereinigter MoSto-Proben mittels

ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) bestimmt 212

Tabelle 5.1: ICP-MS Betriebsparameter

Frequenz 40 MHz RF-Leistung 1100 W
Kohlgasstrom 15 L/min Hilfsgasstrom 1 L/min
Zerstéubergasstrom 0,79 L/min Sampler/Skimmer  Ni/Ni
Messverfahren  Peak hopping Auto Lens  On
Detektor  Dual-Modus Dwell time 40 ms
Sweeps/Replicates 20 Replicates 4
2Ng 2Mg 39K
“Cq, “Ca 51y 55Mn
lsotope *‘Fe, *’Fe *Co %8N, ¢°Ni
6?’Cu,, ¢Cu 4Zn, %¢Zn, ¢’Zn 885rl
Mo, Mo, Mo n2¢y, 113¢d, 14Cd 138p4
183\

Das dabei benutzte Perkin-Elmer/Sciex ICP-QMS Elan 6000 (Ontario, Canada) ist mit einem Cross-
Flow-Zerstduber und einer Scott Spraykammer ausgestattet. Fir die externe Kalibration wurden ICP-
MS-Multielemenstandardlésungen in HNO; (2%) verwendet. Als interner Standard wurde allen Proben
Rhodium (als RhCly) in einer Konzentration von 10 ug/L zur Kompensation der Gerétedrift und der
Signaldepression durch Matrixionen zugegeben. Die Kalibrationskurven wurden durch lineare Regres-
sion berechnet. Die Gerdteparameter sowie die untersuchten Isotope sind in Tabelle 5.1 zusammen-

gestellt.



Alle Proben sind sowohl direkt nach Verdinnung als auch nach Aufschluss (Mikrowellendruckauf-

schluss mit HNO3) und Verdiinnung gemessen worden.

5.2.2 Proteinbestimmung

5.2.2.1 Bestimmung mit Bicinchoninséure (BCA-assay)?'3

Chemikalien:

CuSO, - 5H,0, 4%(w/v)-Lésung
"Bicinchoninic Acid Solution” (siehe unten)

Protein-Standardlésung (1 g/L Rinderserumalbumin)

1. Eine Probe von 50 uL, die zwischen 2 und 30 ug Protein enthielt (die Proteinlésung wurde dafir
ggf. zuvor entsprechend dem erwarteten Proteingehalt verdinnt), wurden in ein Eppendorfgeféf

gegeben.

2. Reduzierende Substanzen (Dithionit, Zucker, ...) stéren, ebenso Ammoniumsalze und EDTA. Sie
wurden durch Proteinféllung entfernt: die Probe wurde mit Wasser auf 200 ul aufgefillt, mit
50 ul 3M Trichloressigsaure versetzt, auf dem Vortex durchmischt und bei 13.000 Upm 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Spritze mit Kantle abgehoben und mit dem (i.d.R.

nicht sichtbaren) Pellet weitergearbeitet.

3. 20 uL der Kupfersulfatldsung und 1 mL der “BCA-Solution” wurden zugeben, der Ansatz auf ei-
nem Schittler durchmischt und im Wasserbad bei 50°C 30 min inkubiert.

4. Nach Abkihlung wurde die OD bei 562 nm gegen einen Reagenzienleerwert gemessen.

Zur Kalibrierung wurden parallel zu jeder Messreihe mindestens finf mit der Rinderserumalbumin-
Lésung hergestellte Standards im Bereich von 2 bis 30 ug Protein auf gleiche Art wie die Proben be-

handelt und vermessen.

Zusammensetzung der "Bicinchoninic Acid Solution” (Sigma )

Na,-Bicinchoninat 10 g/L

Na,CO;-H,O 20 g/L
NaHCO, 9,5 g/L
NaOH 4 g/L

Na,-Tartrat 1,6 g/L
212

Die Analysen wurden von Anne-Katrin Meyer vom Institut fir Anorganische und Angewandte Chemie der Universitét Ham-
burg (im Rahmen einer Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Arndt Knéchel) durchgefihrt.
213 Tiemann 1996, S. 34-35. Pingoud/Urbanke 1997, S. 1511,



5.2.2.2 Messung der Absorption bei 280 nm

Uber die UV-Absorption bei 280 nm lassen sich die aromatischen Seitenketten von Tyrosin und Tryp-
tophan erfassen. Die Absorptionskoeffizienten verschiedener Proteine sind entsprechend ihrem Gehalt
an diesen Aminosduren sehr verschieden. OD,g,-Messungen wurden daher meist nur zur qualitativen
Detektion von Proteinpeaks in Séulen-Eluaten verwendet, nach der Bestimmung des Absorptionskoeffi-
zienten von MoSto auch zur Abschétzung von dessen absoluter Konzentration in vollstéindig aufgerei-
nigten Proben. Fir quantitative Untersuchungen (Bestimmung des Mo/Protein-Verhéltnisses) wurden

keine Uber die OD,g, ermittelten Konzentrationen verwendet.

5.2.3 Analytische SDS-Polyacrylamidgelelekirophorese

Die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) zur Reinheitskontrolle und zur Molekulargewichtsbestim-
mung wurde unter denaturierenden Bedingungen in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS) als
vertikale Plattenelektrophorese durchgefihrt. Es wurde eine Mini-Gelkammer (Biometra, Géttingen)

mit den Abmessungen 105 x 85 x 1 mm verwendet. Die Gelelekirophorese wurden entweder als Tris-

Glycin-SDS-PAGE oder als Tris-Tricin-SDS-PAGE durchgefihrt.

5.2.3.1 Proteinmarker zur Molekulargewichtsbestimmung

Fur die Molekulargewichtsbestimmung der Proteine wurde eine Markerlésung mit folgenden Referenz-

proteinen verwendet:

Molekilmasse eingesetzte Menge

(kg/mol) (mg)
Rinderserumalbumin 66 1,5
Eier-Albumin 45 1,5
Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase?!® 36 1,5
Carboanhydrase 29 1,0
Sojabohnentrypsininhibitor 20,1 2,0
o-Lactalbumin 14,2 1,0

Die Markerproteine wurden in 700 ul Tris/HCI-Puffer (50 mM, pH 7,8) gelést und mit jeweils 100 ul
SDS (350 mM) und Dithiothreitol (200 mM) versetzt. Die Lésung wurde fir 5 min auf 100 °C erhitzt
und mit 100 uL Bromphenolblauldsung (0,75 mM) sowie ca. 20 % (w/v) Saccharose versetzt. Der Pro-

teinmarker wurde aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

214 Nach Angabe des Herstellers (Sigma).

215 Njicht in allen Marker-Ansétzen enthalten.



In einigen Laufen wurden abweichend fertig konfektionierte vorgeférbte Molmassen-Standards "Preci-
sion Plus Protein all blue" (BioRad Laboratories, Hercules/CA, USA) mit Banden bei den Molmassen

10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 und 250 kg/mol eingesetzt.

5.2.3.2 Probenvorbereitung

Zur Vorbereitung der Proteinproben wurden 70 ul Proteinlésung mit 10 ul 200 mM Dithiothreitol-
Lésung, 10 uL 10 % SDS-Lésung, 10 ul einer 0,25%-(w/v)-Bromphenolblaulésung?'® und einer Spa-
telspitze Saccharose (ca. 20% w/v) versetzt und fir 10 min im Wasserbad bei 100°C denaturiert.
Nach Abkihlung wurden die Proben nochmals grindlich auf dem Vortex-Schittler durchmischt und

anschlielend eingesetzt.

5.2.3.3 Tris-Glycin-SDS-PAGE

Die Tris-Glycin-SDS-PAGE wurde modifiziert nach der Methode von Laemmli?'? durchgefohrt. Um ei-
ne moglichst scharfe Bandierung der Proteine zu erzielen, wurde das Trenngel (Acrylamidkonzentrati-
on 12,5 % (w/v)) mit einem Sammelgel (Acrylamidkonzentration 4,8 % (w/v)) Uberschichtet. Die fur

die Elektrophorese verwendeten Gele setzten sich wie folgt zusammen:

Trenngel Acrylamid 12,5 % (w/v)
N,N’-Methylenbisacrylamid 0,33 % (w/v)
Tris/HCI, pH 8,8 250 mM
SDS 3,5 mM
TEMED 0,2 % (v/v)
Ammoniumperoxodisulfat 0,2 mM

Sammelgel Acrylamid 4,8 % (w/v)
N,N’-Methylenbisacrylamid 0,13 % (w/v)
Tris/HCI, pH 6,8 60 mM
SDS 3,5 mM
TEMED 0,4 % (v/v)
Ammoniumperoxodisulfat 1,9 mM

Die Polymerisation des Trenngels wurde durch den Zusatz von Ammoniumperoxodisulfat gestartet.
Das noch flissige Gel wurde bis ca. 2 cm unter den oberen Rand der Gelkammer gegossen und mit
200 uL Wasser Uberschichtet, damit die Oberkante des Trenngels absolut gerade wurde und nicht
wéhrend der Polymerisation austrocknete. Nach der vollsténdigen Polymerisation des Trenngels wurde

das Wasser entfernt und anschlieBend das Sammelgel Gber das Trenngel gegossen.

216 Teilweise wurde auch eine kombinierte SDS+Bromphenolblau-Lésung benutzt und das eingesetzte Probenvolumen auf

80 uL erhsht.

217 Lgemmli, UK.: Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4. Nature 227 (1970)

680-685.



Die Polymerisation des Sammelgels wurde ebenfalls durch den Zusatz von Ammoniumperoxodisulfat
initiiert. In das noch flissige Sammelgel wurde ein Teflonkamm eingesetzt, der 10 bzw. 20 voneinan-

der getrennte Geltaschen formt.

Nach der vollsténdigen Polymerisation des Sammelgels wurde die Elektrophoresekammer zusammen-

gebaut und mit Elektrophorese-Puffer folgender Zusammensetzung befillt:

Tris 100 mM
Glycin 100 mM
SDS 3,5 mM

Anschlieend wurden die vorbereiteten Proteinproben (max. 10 uL pro Geltasche) auf das Gel aufge-
tragen und die als vertikale Plattenelektrophorese durchgefihrte Elektrophorese gestartet. Zu Beginn
wurden die Proteine im Sammelgel bei einer Stromstérke von 10 mA konzentriert, bis sie die Grenze
zum Trenngel erreichten. Zur eigentlichen Trennung der Proteine im Trenngel wurde die Stromstarke
auf 20 mA erhsht. Die elektrophoretische Trennung der Proteine wurde beendet, sobald die Brom-

phenolblau-Frontbande das Trenngel zu verlassen begann (Dauer ca. 45 min).

5.2.3.4 Tris-Tricin-SDS-PAGE

Die elektrophoretische Trennung von Proteinen durch SDS-PAGE mit Hilfe von Tricin anstatt Glycin als
Folge-lon wurde erstmals von Schagger und Jagow?'® beschrieben. Der Einsatz von Tricin bei der E-
lektrophorese gewdhrleistet im Allgemeinen eine bessere Auflésung bei der Trennung kleinerer Protei-
ne (1-100 kg/mol). Mit Hilfe dieser Methode kénnen vor allem Proteine im Bereich von 5-20 kg/mol

besonders effektiv aufgetrennt werden.

In dieser Arbeit wurde die Tris-Tricin-SDS-PAGE "mikro-préparativ' eingesetzt, um die Auftrennung der
beiden MoSto-Untereinheiten gegeniber der konventionellen Tris-Glycin-SDS-PAGE zu verbessern

und die Untereinheiten sauber getrennt fir die Aminoséuresequenzanalyse zu erhalten.

Es wurde ein Trenngel (10% w/v Acrylamid) mit Gberschichtetem Sammelgel (4% w/v Acrylamid) wie
oben bei der Tris-Glycin-SDS-PAGE beschrieben hergestellt und eingesetzt. Die verwendeten Gele

setzten sich wie folgt zusammen:

Trenngel Acrylamid 10 % (w/v)
N,N’-Methylenbisacrylamid 0,27 % (w/v)
Tris/HCI, pH 8,45 1 M
Glycerin 13 % (v/V)
SDS 3,5 mM
TEMED 0,1 % (v/v)
Ammoniumperoxodisulfat 22 mM
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Schégger, H.; von Jagow, G.: Tricine-sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis for the separation of pro-
teins in the range from 1 to 100 kDa. Anal. Biochem. 166 (1987) 368-379.



Sammelgel Acrylamid 6,7 % (w/v)
N,N‘-Methylenbisacrylamid 0,18 % (w/v)
Tris/HCI, pH 8,45 1 M
SDS 3,5 mM
TEMED 0,1 % (v/v)
Ammoniumperoxodisulfat 29 mM

Nach der vollsténdigen Polymerisation des Trenn- und Sammelgels wurde die Elekirophoresekammer
zusammengesetzt und mit Elektrophoresepuffer befillt. Im Unterschied zur Elektrophorese mit Glycin
wurden bei der Elektrophorese mit Tricin Kathoden- und Anodenpuffer unterschiedlicher Zusammen-
setzung benutzt. Wahrend als Anodenpuffer Tris/HCI-Puffer (200 mM, pH 8,9) eingesetzt wurde, setz-

te sich der Kathodenpuffer wie folgt zusammen:

Tris 100 mM
Tricin 100 mM
SDS 3,5 mM

Nach dem Auftragen der vorbereiteten Proteinproben (max. 10 uL pro Tasche) wurde die Elektropho-
rese gestartet. Die Konzentrierung der Proteine im Sammelgel wurde bei einer Stromstérke von 15 mA
durchgefihrt. Zur anschlieBenden Trennung der Proteine im Trenngel wurde die Stromstérke auf

30 mA erhéht. Die elektrophoretische Trennung der Proteine wurde beendet, nachdem die Bromphe-
nolblau-Frontbande das Trenngel gerade verlassen hatte. Die gesamte Elektrophorese dauerte ca.

drei Stunden und wurde bei Raumtemperatur ohne zusétzliche Kihlung durchgefihrt.

5.2.3.5 Farbung der Proteinbanden

Zur Anférbung der aufgetrennten Proteinbanden wurden die Gele nach der Elektrophorese 15 min mit
einer Coomassie Brilliant Blue-Féarbelésung (2,4 mM in Entférberldsung) behandelt. AnschlieBend
wurden sie so lange mit Entférberlésung entférbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar angeférbt und
der Gelhintergrund fast farblos war. Eine vollsténdige Entférbung des Gelhintergrunds, bei gleichblei-
bender Scharfe der Proteinbanden, wurde durch Inkubation der Gele fir ca. 16 h in Essigséure

(7,5% v/v) bei 4°C erzielt. Zur Autbewahrung wurden die Gele in Essigséure (7,5% v/v) in Polyethylen-

folie eingeschweifit bei 4°C gelagert, sie waren auf diese Weise mehrere Jahre bestandig?'?.

219 Bei der Niederschrift dieser Arbeit waren die ersten von mir angefertigten und auf die beschriebene Weise gelagerten Gele

Uber 4 Jahre alt und zeigten keine Anzeichen von Verfall, wie z.B. verblasste oder zerlaufende Banden.



Die Entfarberlésung setzte sich wie folgt zusammen:

Ethanol 45,5 % (v/v)
Essigsdure 2.1 % (v/v)

5.2.4 Immunologische Methoden

Zum immunologischen Nachweis von MoSto wurden polyklonale Kaninchenantikérper verwendet, die
gegen das gereinigte Mo-Speicherprotein gebildet worden waren (anti-MoSto-IgG). Zum immunologi-
schen Nachweis der konventionellen Dinitrogenase (MoFe-Protein) wurden polyklonale Kaninchenan-

tikérper verwendet, die gegen das gereinigte MoFe-Protein gebildet worden waren (anti-Av1Mo-IgG).

Zur immunologischen Identifizierung der Fe-abhéngigen Nitrogenase wurden Antikérper eingesetzt,
die gegen das FeFe-Protein der Fe-Nitrogenase aus Rhodobacter capsulatus produziert worden waren
(anti-Rc1Fe-lgG). Es ist jedoch bekannt, dass diese Antikérper auch mit dem entsprechenden Protein
aus A. vinelandii spezifische Antigen-Antikérper-Prazipitate bilden, hingegen gibt es keine Kreuzreakti-

on von anti-Rc1Fe-IgG mit Mo-Nitrogenasen?2°.

Der qualitative Nachweis von MoSto, Mo-Nitrogenase und Fe-Nitrogenase in den Extrakten der "Wolf-

ram-resistenten" Mutanten wurde mit dem Ouchterlony-Doppelimmundiffusionstest durchgefihr.

5.2.4.1 Quchterlony-Doppelimmundiffusionstest

Zur Detektierung von MoSto, Mo- und Fe-Dinitrogenase in den Extrakten der Wolframat-resistenten A.

vinelandii-Mutanten capsulatus wurden Immundiffusionstests durchgefihrt nach einer erstmals von

221

Ouchterlony beschriebenen Methode??!, modifiziert nach Oakley??2. Als Gelgrundlage diente ein Ve-

ronal-Puffer (50 mM, pH 8,2) der folgenden Zusammensetzung:

5,5-Diethylbarbitursgure (Na-Salz) 21,6 mM
Natriumacetat 21,6 mM
NaN, 6,8 mM

Gelherstellung: Der Puffer wurde in einem Erlenmeyerkolben mit 1 % (w/v) Agarose versetzt und bis
zur Klarung erhitzt. Jeweils 3 mL des Gelmaterials wurden auf zuvor mit Ethanol gereinigte Objekttrd-
ger (7,5 x 2,5 cm) pipettiert. Nach Verfestigung des Gels nach ca. 1 h wurden rosettenférmig ange-

ordnete Lécher (Durchmesser: 3 mm) ausgestanzt und das Gelmaterial im Innern des Lochs mit

220 5 hneider &al. 1997, 795; und persdnliche Mitteilung von Klaus Schneider.

Ouchterlony 1971.
Ocakley 1971.

221
222



einem Wasserstrahlvakuum abgesaugt. Die gestanzten Gele konnten bis zu einer Woche in einer

Feuchtkammer bei Raumtemperatur gelagert werden.

Probenvorbereitung: Zur Vorbereitung der Extrakte fir die Ouchterlony-Immundiffusionstest wurden
diese mit Wasser auf eine einheitliche Gesamt-Proteinkonzentration von 0,7 g/L verdinnt, mit SDS
(Endkonzentration 1% w/v) versetzt und fir 10 min im Wasserbad bei 100 °C denaturiert. Anschlie-

end wurden die Proben auf Eis gekihlt und mit Triton X-100 (2% v/v) versetzt.

Durchfihrung der Immundiffusion: Nach dem Auftragen der vorbereiteten Proben und Antikérperls-
sungen in die ausgestanzten Lécher (max. 7 ul, durch mehrmaliges Auftragen max, 21ul) wurden die
Gele in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur fir 24-48 h inkubiert. Anschliefend wurden die Ge-
le mit einer NaCl-Lésung (0,85% (w/V)) fir ca. 24 h bei Raumtemperatur behandelt, um Uberschissi-
ges Protein zu entfernen. Die Gele wurden zur Visualisierung der Antigen-Antikérper-Prazipitate fir 10
min mit der Coomassie Brilliant Blue-Férbelésung behandelt, welche auch fir die Entwicklung von
SDS-Gelen verwendet wurde (siehe Abschnitt 5.2.3.5). Die Entfarbung des Hintergrunds erfolgte mit
der gleichen Entfarberldsung wie bei der SDS-PAGE. AnschlieBend wurden die entwickelten Gele zur

Lagerung und Dokumentation auf Gel-Fix fir Agarose (Serva, Heidelberg) fixiert.

5.2.5 Proteinsequenzanalyse

Nach Tris-Tricin-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese der isolierten Proteinprobe (5.2.3.4) wurde das
Gel 5 min in Transferpuffer gewaschen, um das SDS zu entfernen. AnschlieBend wurden die Protein-
Banden durch ein Elektroblotting (30 min bei 2 mA/cm?, Blotting-Apparatur von Biometra, Géttingen)
auf eine PYDF-Membran (Immobilon-P von Millipore, Beverly/USA) der Porengréfie 450 nm Gbertra-

gen.

I —————  Kathode

Mit Transferpuffer ———— <)
getrankte I , .«—— Elektrophoresegel
Whatman- ~——  PVDF-Membran

Filterpapiere — ™ E %]

I —-——————— Anode

Abbildung 5.2: Aufbau des Elektroblots.

Tabelle 5.2: Zusammensetzung des Transferpuffers fir den Elektroblot.

Ethanol 200 ml/L
Borsdure 50 mM
NaOH Zugabe bis pH = 9,0
Dithiothreitol 1 mM




Nach dem Transfer wurden die Proteinbanden in der Membran auf gleiche Weise wie bei einem Poly-
acrylamidgel mit Coomassie Brilliant Blue angeférbt. Aus der zwischen Filtrierpapieren getrockneten
Membran wurde die relevante Proteinbande herausgeschnitten und einer Proteinsequenzanalyse nach
Edman??® unterzogen. Die Sequenzierung mittels Flussigphasensequenzer (Knauver Kompakt Sequen-
cer Modell 910) und hochauflésender Flissigkeitschromatographie wurde in der Arbeitsgruppe Bio-
chemie 1 der Universitat durchgefuhrt.

5.2.6 Molmassenbestimmung durch Massenspektirometrie

Die Messungen wurden mit einem Voyager DE MALDI-TOF-Gerét (PE Biosystems, Weiterstadt) mit

1,2 m langer Flugbahn bei einer Beschleunigungsspannung von 25 kV durchgefuohrt. Zur Verdamp-
fung und lonisation diente ein LS| Stickstofflaser mit einer Wellenldnge von 337 nm, einer Pulsdauer
von 3 ns und einer Wiederholfrequenz von 16,6 Hz. Die Massenkalibrierung wurde mit Sinapinséure
(3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtséure, M = 224,22 g/mol) als externem Standard durchgefihrt. Unter
Verwendung der Voyager Instrument Control Software 5.10 wurden 400 Einzelspekiren aufgenommen

und mit PE Data Explorer 4.0.0.0 gemittelt und ausgewertet.

Eine ESI-Vergleichsmessung bestédtigte die MALDI-TOF-Messwerte mit einer Abweichung nach oben
von jeweils = 80 g/mol. Da MALDI-Ergebnisse im Allgemeinen genauer sind, sind die Werte der ESI-
Messung im Text nicht angegeben. Jene Vergleichsmessung wurde mit einem Esquire 3000 lonenfal-
lenspektrometer (Bruker Daltonik, Bremen), einer Standard ESI-ACPI-lonenquelle, direkter Probenin-
jektion, Stickstoff aus einem Bruker NGM11 Stickstoffgenerator als Zerstéuber- und Trocknungsgas,
He als Kihlgas fir die lonenfalle, sowie der Kontroll- und Analysesoftware Bruker Daltonik

esquireNT5.1 esquireControl und Data Analysis 3.1 durchgefihrt.

5.3 Proteingewinnung und -reinigung

5.3.1 Pufferlésungen

5.3.1.1 Standardpuffer: MOPS /_\NL/_\ (|)|

O
\
MOPS (N-Morpholino-propan-3-sulfonséure) ist eine __/ H

der speziell fir die Biochemie entwickelten Good'schen
Puffersubstanzen, bei denen stérende Wechselwirkungen mit den untersuchten Substanzen weitgehend
ausgeschlossen sind???. Der Pufferbereich von MOPS (pKs = 7,20) reicht eigentlich von 6,7 bis 8, als

Extrembereich ist es von 6,2 bis 8,5 einsetzbar.

223 Hunkapiller, M.W.; Strickler, J.E.; Wilson, K.J.: Contemporary Methodology for Protein Structure Determination. Science
226 (1984) 304-311. Pingoud/Urbanke 1997, 157-159.
224 Pingoud/Urbanke 1997, 271.



Es wurde zundchst als 1 M Stamml&sung angesetzt, aus der

dann durch Verdinnen Gebrauchslésungen der gewinschten 11

Titration von /

Konzentration hergestellt wurden. AnschlieBend wurde durch 10
MOPS 50 mM /
Zugabe von NaOH-Lésung (p.a. in bidest. Wasser) der pH 9
eingestellt, die Konzentration der NaOH wurde dabei 8 /
sglichst hoch gewdihli, um die MOPS-Konzentrat PH —

moglichst hoch gewdhlt, um die onzentration . _—
méglichst wenig zu stéren (Das zugegebene Volumen an /

6
NaOH lag i.d.R. unter 2 %o des Gesamtvolumens). f

5
Die bei allen Proteinanreicherungen und den folgenden Unter-

4 Molverhéltnis
suchungen fast ausschlieBlich verwendete Pufferldsung hatte s NaOH/MOPS
ein Konzentration von 50 mM MOPS und einen pH von 6,5; 0 02 04 08 08 1

diese Lésung ist im Text als "Standardpuffer' bezeichnet. Alle

eventuell verwendeten Variationen in Konzentration oder pH sind im Text ausdriicklich angegeben.

5.3.1.2 Puffer fir spezielle Untersuchungen

5.3.1.2.1 Tris-HCl

Tris-Puffer wurde beim Lysozymaufschluss, bei den frihen Versuchen zur MoSto-Aufreinigung, sowie
im Zusammenhang mit der Kalibrierung der Gelfiltrationsséulen benutzt. Es wurde zunéchst als 0,5 M
Stammlésung angesetzt, aus der dann durch Verdinnen die Gebrauchslésungen hergestellt wurden.
Nach Einstellung der jeweils gewiinschten Konzentration wurde durch Zugabe von HCl-Lésung (p.a. in

bidest. Wasser) der pH eingestellt.

5.3.1.2.2 Triethylammonium-(Teta-)Acetat

Teta-Acetat-Puffer wurde bei der MoSto-Anreicherung in Gelfiltrationsléufen verwendet, um Proben

zur Gefriertrocknung oder fir eine ICP-MS-Analyse mit Schwefelbestimmung zu gewinnen. Es wurde
eine Lésung mit 50 mM Triethylamin (6,93 mL/L) und 50 mM Essigsdure (2,86 mL/L) angesetzt

(pH 5,88)und durch Zutropfen von reinem Triethylamin der pH auf 6,5 eingestellt. Lésungen mit an-

derer Konzentration als diese wurden nicht benutzt.

Im Gegensatz zu MOPS- und Tris-Lésungen ist Teta-Acetat-Pufferldsung nicht lange haltbar und wur-

de daher immer héchstens 24 h vor der Verwendung hergestellt.



5.3.2 Zellaufschluss

Nach der Anzucht wurden die Zellen durch Zentrifugation (30 min, ca. 12.000-g) aus der N&hrls-
sung abgetrennt. Falls nach dem Aufschluss der genaue Mo/W-Gehalt des Extraktes bestimmt werden
sollte (z.B. bei der Untersuchung der Wr-Mutanten), wurden die Zellen zweimal nacheinander in

1 mM EDTA-Lésung aufgeschldmmt und erneut abzentrifugiert.

5.3.2.1 Aufschluss durch French®-pressing

Zum Aufschluss der Zellen wurde i.d.R. eine Aminco French®-Presse verwendet. In einer French®-
Presse werden die Zellen unter Hochdruck (Gber 100 MPa) gesetzt. Durch eine enge Dise lésst man
die Zellsuspension ausstrémen, wobei die Scherkrafte in der Dise und der plétzliche Druckabfall die

Bakterienzellen zerreifBen.

Die abzentrifugierten Zellen wurden wieder aufgeschlémmt mit Standardpuffer von einem Volumen,
das ungeféhr dem Volumen des Zellpellets gleich ist. Da beim Aufschluss durch die freigesetzte DNA
eine ztéhe und klebrige Lésung entstehen wirde, die nur langsam aus der Presse l&duft und schlecht zu
zentrifugieren ist, wurde der Zellsuspension eine Spatelspitze des Enzyms Desoxyribonuclease | zuge-
setzt. Zur Inaktivierung proteolytisch wirkender Enzyme wurde auflerdem unmittelbar vor dem Auf-
schluss ein Volumenprozent einer 0,1 M ethanolischen Phenylmethylsulfonylfluorid-(PMSF-)Lésung zu-

gegeben.

Der erhaltene Rohextrakt wurde dann in Zentrifugenréhrchen tbergefihrt und 30 min bei 30.000- g
zentrifugiert, um Zellbruchstiicke und gréBere Membrantrimmer abzutrennen. Der I3sliche Uberstand

wurde abgehoben und bei -20°C aufbewahrt, wenn er nicht sofort eingesetzt werden konnte.

5.3.2.2 Lysozymaufschluss

Beim French®-Pressing wird Warme entwickelt, zudem kénnen auch durch Druck Proteine denaturiert
werden. Die rauen Bedingungen in der Dise der French®-Presse zerstduben die Zellen teils in kleinste
Teile, so dass der gewonnene Extrakt auch normalerweise unlésliche (membrangebundene) Proteine
enthélt und durch feine Partikel getriibt ist, die auch bei einer Zentrifugation mit >30.000 - g nicht se-
dimentieren. Zur besonders schonenden Extraktgewinnung, zur Herstellung von méglichst sauberen
Extrakten ohne Beimengung unléslicher Zellbestandteile, oder fir kleine Mengen Zellen wurde ein en-

zymatischer Zellaufschluss mit Lysozym vorgezogen??2.

225 Gollan, Ute; Schneider, Klaus; Miller, Achim; Schiddekopf, K.; Klipp, Werner: Detection of the in vivo incorporation of a
metal cluster into a protein. The FeMo cofactor is inserted into the FeFe protein of the alternative nitrogenase of Rhodobacter
capsulatus. Eur. J. Biochem. 215 (1993) 25-35.



Vor dem Aufschlufl wurden die A. vinelandii-Zellen mindestens ein Mal eingefroren und wieder aufge-
taut, um den Angriff des Lysozyms an die Zellwand zu erleichtern. Fir den AufschluBB wurden die Zel-

len in einem Aufschlusspuffer (1-1,5 mL je mL Zellpellet) folgender Zusammensetzung aufgeschlémmt:

PMSF 1 mM
EDTA 50 |uM
Tris/HCI, pH 8 50 mM
Lysozym (Huhnerei) 2 mg/mL
Polymyxin B-Sulfat 0,4 | mg/mL
Desoxyribonuklease | (Rinderpankreas) 0,2 | mg/mL
Superoxiddismutase (Rindererythrocyten) 0,2 | mg/mL

Wéhrend EDTA und das Polypeptidantibiotikum Polymyxin B die Mureinschicht fir das Lysozym zu-
géinglich machen, sollen die Verwendung des Proteaseinhibitors PMSF (Schutz vor proteolytischem
Abbau) und der Zusatz von Superoxiddismutase (Schutz vor Sauerstoff) zur Gewinnung intakter Protei-

ne beitragen??®.

1227 ynd anschlieBend zur

Die erhaltene Suspension wurde 30 min bei 35°C gerihrt oder geschittel
Entfernung der Zelltrimmer und Membranpartikel bei 4°C und 30.000 - g for 30 min zentrifugiert. Der

Uberstand wurde mit einer Pipette abgehoben und als Rohextrakt weiterverarbeitet.

5.3.3 Standard-Anreicherungsprozedur

Die Verdnderungen und Verbesserungsversuche des Anreicherungsverfahrens sind in Kapitel 3.2 dar-
gestellt. Das hier beschriebene Vorgehen ist die in jenen anfénglichen Optimierungsversuchen erar-
beitete Methode, mit der dann die gereinigten Proteinproben fir die spektroskopischen Untersuchun-
gen (XAS, SAXS, MALDI-TOF-MS, UV-Vis), die Antikérperherstellung (5.2.4) und die ICP-MS-

Elementaranalysen gewonnen wurden.

5.3.3.1 DEAE-Anionenaustauschchromatographie

Der Rohextrakt aus einem etwa 25 ml grofien Zellpellet wurde mittels einer Schlauchpumpe Gber ei-
nen Flow-Adapter auf die Geloberfléche einer auf = 15°C gekihlten DEAE-Sephacel-Séule aufgetra-
gen(SéulenmafBBe: & 26110 mm; Volumenstrom beim Auftragen 1-1,5 mL/min, bei der Elution

2 mL/min). Das Gel wurde vorher mit Standardpuffer &quilibriert. Nach dem Auftragen wurden mit

50 mL einer 50 mM NaCl-Lésung in Standardpuffer nicht gebundene Proteine und feine Partikel

226 North, M.J.: Prevention of unwanted proteolysis. IN: Beynon, R.J. und Bond, J.S. (Hrsg.). Proteolytic enzymes: A practical
approach: Oxford 1989, S. 105-124. Dréttboom, Melanie: Biochemische und ESR-spekiroskopische Charakterisierung der

Molybd&n-unabhéngigen Eisen-Nitrogenase von Rhodobacter capsulatus. Dissertation Universitat Bielefeld 1998, 39-42.

227 Siehe zu dieser Problematik: Fleming, lan: Casino Royale. London 1953.



ausgewaschen. Die Elution der Proteine erfolgte mittels eines kontinuierlichen NaCl-Gradienten
(50-250 mM NaCl in Standardpuffer, jeweils 100 mL in den Geféfen des Gradientenmischers). Mit

einem automatischen Fraktionssammler wurden Fraktionen von 8-10 mL aufgefangen.

Ein auffélliges lachsrotes Protein, das unmittelbar vor MoSto eluiert wird, diente zur Orientierung. Die
20 unmittelbar auf den "Lachs-Peak" folgenden Fraktionen wurden mit SDS-PAGE untersucht, jeweils

1 uL einer vorbereiteten Fraktions-Probe wurde auf eine der 20 Gel-Bahnen aufgetragen. Die Fraktio-
nen, in denen die Banden MoSto als dominierende Proteinkomponente auswiesen, wurden weiter ver-

arbeitet.

5.3.3.2 Fraktionierende Ammoniumsulfatféllung

Die Fraktionen des MoSto-Peaks wurden in einem Messzylinder vereinigt und die fir die gewinschte

Sattigung erforderliche Ammoniumsulfatmenge nach der Formel von Warburg berechnet:

177-V (S - s)
m=
(354 5)

(giltig bei 0°C) (7)

m: Zuzugebende Masse Ammoniumsulfat; 7: Volumen der Proteinlésung
S: gewlnschter; und s: anfénglicher Séttigungsgrad der Lésung (als Dezimalzahlenl)

Unter stéindigem Rihren und Kihlung im Eisbad wurde die benétigte Menge fein gepulvertes Ammo-
niumsulfat in nach und nach kleiner werdenden Portionen zugegeben und vor jeder neuen Zugabe
die vollstéindige Lésung der vorherigen Portion abgewartet. Nach Erreichen der gewiinschten Konzent-
ration wurde zur sauberen Gleichgewichtseinstellung noch 10 min weiter gerihrt, anschlieBend der

Niederschlag bei 0°C und 20.000-g in 15 min abzentrifugiert.

Je nachdem ob hohe Reinheit oder maximale MoSto-Ausbeute gewiinscht waren, wurden die erste
Fallungsstufe bei 38-42 % und die zweite bei 50-52 % Séttigung angesetzt. Der Niederschlag der
zweiten Stufe wurde in einem méglichst kleinen Volumen (< 1 ml) Standardpuffer aufgenommen und

weiter verarbeitet.

5.3.3.3 Gelfiltration

Fur die Proteinreinigung durch Gelfiltration wurden mit Sephadex G200 gefillte Sdulen mit 80 cm
Hoéhe und 2,6 cm Durchmesser eingesetzt. Der Volumenstrom bei der Elution betrug
0,25-0,3 mL/min. Durch einen Lauf mit Dextran Blau (M=2.000 kg/mol) wurde jeweils das Aus-

schlussvolumen der Séulen bestimmt. Alle Laufe erfolgten unter Kihlung der Séule auf 5°C.

Nach dem Auftragen der Proteinlésung wurden etwa 90% des Ausschlussvolumens in einem Messzy-

linder gesammelt, danach mit einem automatischen Fraktionssammler Fraktionen von 4-5 mL



aufgefangen. Durch Messung der OD,g, wurde der Proteingehalt der Fraktionen abgeschétzt, i.d.R.
war MoSto leicht als héchster auftretender Peak auszumachen??. Die Peakfraktionen wurden wie bei
der DEAE-Chromatographie beschrieben mit SDS-PAGE auf Reinheit kontrolliert (Auftrag 10 L vorbe-
reitete Probe je Bahn bei einem 20-Bahnen-Gel). Die reines MoSto enthaltenden Fraktionen wurden

vereinigt und in einer Amicon B15 Stehkammer auf < 2 mL eingeengt.

5.3.4 Molmassenbestimmung durch Gelfiltration

Unter der Annahme, dass ein anndhernd zu Kugelform gefaltetes Molekil vorliegt, l&sst sich durch ei-
ne Gelfiltration die molare Masse des Proteins ermitteln. Dafir muss die Gelfiltrationsséule durch ei-
nen Lauf mit Proteinen bekannter Molmasse kalibriert werden. Die Bestimmung wurde mit einer Se-

phadex G150-Séule durchgefihrt. Auf die Séule wurde folgende Markersubstanzen-Mischung aufge-

tragen:
Markersubstanz Molmasse ca. eingesetzte Menge Bestimmung der Substanz
[g/mol]
Ferritin 443.000 5mg OD-Messung bei 425 nm
(100 L 5%(w/v)-Lésung)
B-Amylase 200.000 7,5 mg spezifischer Aktivitdtstest
Alkohol-Dehydro- 150.000 7,5 mg spezifischer Akfivitéitstest
genase (ADH)
Rinder-Serum- 66.000 20 mg OD-Messung bei 280 nm
Albumin (RSA) ("Protein-OD”)
Carboanhydrase 29.000 7,5 mg spezifischer Aktivitatstest
(CA)
Cytochrom ¢ 12.400 5 mg OD-Messung bei 550 nm
Na,-Molybdat (pH-abhéngig) 100 uL T0 mM-Lésung colorimetrische Best., siehe
" Analytik”
Bromphenolblau 670 200uL 0,25%(w/v)-Lésung OD-Messung bei 595 nm

Feste Proteine wurden am Tag vor dem Lauf in jeweils 200ul des Elutionspuffers geldst und Gber

Nacht im Kohlschrank aufbewahrt. Die Lésungen der Enzyme (Amylase, ADH, CA) wurden vor dem

Lauf auf Aktivitét geprift, dafir wurde eine 1ul-Probe aus der jeweiligen Lésung bei Amylase und

ADH 1:1000, bei der Carboanhydrase 1:500 verdinnt.

Unmittelbar vor dem Auftragen auf die Séule wurden die einzelnen Komponenten zusammengegeben,
lediglich das Molybdat wurde kurz nach dem Proteingemisch separat aufgetragen. Nach dem Auftra-
gen wurden 134 mL Eluens durch die Séle gepumpt, bevor mit dem Sammeln von Fraktionen begon-

nen wurde. Die Sammelgeféfie wurden alle 6 min, ab Fraktion #47 alle 10 min gewechselt.

Die Durchfihrung der Enzym-Aktivitétstests ist unten in diesem Kapitel beschrieben.

228 Gelegentlich enthielt die Proteinlésung vor der Gelfiltration noch Anteile eines sehr schweren gelb geférbten Proteins, dass
durch hohe spezifische Absorption auch bei kleinen Mengen einen starken Peak im OD,g,-Elutionsprofil verursacht. Dieser
lag aber fast noch beim Ausschlussvolumen und war leicht vom MoSto-Peak zu unterscheiden.



Der Test fir die Alkoholdehydrogenase wurde unmittelbar nach Auffangen der Fraktionen durchge-
fohrt, da ADH in verdinnter Lésung bald an Aktivitat verliert. B-Amylase und Carboanhydrase wurden

am folgenden Tag bestimmt, die OD-Messungen 3-4 Tage nach dem Lauf durchgefihrt.

5.3.4.1 Aktivitatstest fur B-Amylase???

Reagenzien:

A. Puffer-Stéarke-Lésung:
16 mM Natriumacetatpuffer: 131,2 mg NaOAc wasserfrei wurden in 100 mL Wasser geldst, der
pH-Wert mit HCl auf 4,8 eingestellt.
250 mg Stérke wurden in 25 mL der Pufferlésung aufgeschlémmt, im Becherglas auf einer Heiz-
platte unter RGhren zum Sieden erhitzt und 15 min gekocht. Nach Abkihlen wurde das Volumen
mit Wasser wieder auf 25 mL gebracht. Vor Gebrauch musste jeweils der Bodensatz (Starke) auf-

geschittelt werden.

B. Farb-Reagenz:
Kalium-Natrium-Tartrat-Lésung: 12 g K-Na-Tartrat wurden unter Erwérmen (ohne zu kochen) in
8 mL 2M NoOH gelést.
96 mM 3,5-Dinitrosalicylsdure-(3,5-DNSS-)Lésung: 438 mg 3,5-DNSS wurden unter Erwérmen
(ohne zu kochen) in 20 mL Wasser geldst.
Unter Rihren wurde die Tartratlésung langsam zur 3,5-DNSS-Lésung zugegeben und anschlie-

Bend mit Wasser auf 40 mL aufgefillt.

C. Die Probenldsung, mit Wasser auf ca. 1,5 ug Enzym/mL verdinnt. Die Fraktionen vom Molmas-

sen-Marker-Lauf der Gelfiltrationssdule mussten 1:5 verdiinnt werden.

In Reagenzgléser mit Stopfen wurden einpipettiert (in Millilitern):

Test Blindprobe
A (Starkeldsung) 1 1
C (Enzymlssung) 1 0

Durch kurzes Schitteln auf dem Vortex wurde durchmischt und exakt 3 min bei Raumtemperatur inku-

biert. Dann wurden zugegeben (in Millilitern):

B (Farb-Reagenz) 1 1
Wasser?3? 0 1

229 Sigma Quality Control Test Procedure vom Mai 2000
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230 e [qut der Originalvorschrift in diesem Schritt zur Blindprobe zuzugebende Enzymlésung konnte durch Wasser ersetzt wer-

den, da nur relative, nicht absolute Aktivitdten bestimmt werden sollten.



Die Proben wurden sofort in ein kochendes (>90°C) Wasserbad gestellt und darin 15 min entwickelt,
dann im Eisbad abgekuhlt, mit jeweils 9 mL Wasser verdiinnt und die Absorption der Probelésungen

bei 540 nm gegen die Blindprobe gemessen.

5.3.4.2 Alkoholdehydrogenase-Aktivitétstest?3!

Reagenzien:

A. Tris-HCI-Pufferlésung, 50 mM, pH 8,8

B. Ethanol p.a.

C. NAD, frisch angesetzte 15 mM-Lésung in Wasser.

D. 10 mM Na-Phosphatpuffer zur Verdinnung der Enzymlésung: 10 mM Na,HPO,- oder Na;PO,-
Lésung wurde mit 10 mM Phosphorsédure oder 10 mM NaH,PO,-Lésung auf pH 7,5 gebracht,

anschlieBend wurden als Enzymstabilisator 0.1%(w/v) Rinderserumalbumin zugesetzt.

E. Die Probenlésung, mit Puffer D auf ca. 3 ug Alkoholdehydrogenase/mL verdiinnt. Die Fraktionen

vom Molmassen-Marker-Lauf der Gelfiltrationsséule mussten 1:10 verdinnt werden.

In 1 mL-Kivetten mit Stopfen wurden einpipettiert (in Mikrolitern):

Reagenz Test Blindprobe
A (Puffer) 433 433
B (EOH) 33 33
C (NAD) 500 500
D (Verdinnungs-Puffer) 33

Der Ansatz wurde durch Kippen vermischt und die OD der Testlésung bei 345 nm gegen die Blind-
probe gemessen. Sobald sich ein konstanter Wert eingestellt hatte, wurden 33 uL der passend ver-
dinnten Enzymlésung zugegeben, die Zeitmessung gestartet, der Ansatz abermals durch Kippen

durchmischt und die OD,,; fir etwa 6 min aufgezeichnet.

Die Auswertung erfolgte grafisch, die OD wurde Uber t aufgetragen, die Steigung der erhaltenen Ge-

raden ist der eigentliche Messwert.

231 Sigma Quality Control Test Procedure vom Mai 2000
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5.3.4.3 Carboanhydrase-Aktivitétstest?3?

Reagenzien:
A.  Tris-Sulfat-Pufferlésung: 15 mM Tris, pH 7,6 mit Schwefelsdure eingestellt.

B. 3 mM frisch angesetzter p-Nitrophenyl-Essigsdureester-Lésung: 13,6 mg p-NPA in T mL Ace-

ton p.a. gelést, mit Wasser auf 25 mL aufgefullt.

C. Die Probenldsung, mit Puffer A auf ca. 60 ug Carboanhydrase/mL gebracht. Die Fraktionen vom

Molmassen-Marker-Lauf einer Gelfiltrationsséule konnten unverdiinnt eingesetzt werden.

In 1 mL-Kivetten mit Stopfen wurden einpipettiert (in Mikrolitern):

Reagenz Test Blindprobe
A (Puffer) 633 666
B (EtOH) 333 333

Der Ansatz wurde durch Kippen vermischt und versetzt mit:

‘ C (Enzymldsung) | 33 -

Die Zeitmessung wurde gestartet, der Ansatz abermals durch Kippen durchmischt und die OD,,5 ge-

gen die Blindprobe fir etwa 6 min aufzeichnen.

Die Auswertung erfolgte grafisch, die OD wurde Uber t aufgetragen, die Steigung der erhaltenen Ge-
raden ist der eigentliche Messwert. Da auch die OD der Blindprobe zeitlich verénderlich ist, wurde fir

jede einzelne Messung jeweils eine neue Blindprobe mit angesetzt.

5.3.5 Gefriertrocknung des Mo-Speicherproteins

Die Gefriertrocknung diente vor allem dazu, ein von Puffersubstanzen freies Préparat fir die mas-
senspektrometrische Untersuchung zu erhalten. Daher wurde die Proteinlésung zundchst vom Stan-
dardpuffer durch eine Sephadex G25-Gelfiltration auf das System Triethylamin/Essigséure (Teta-
Acetat, 50 mM, pH 6,5) umgepuffert. Diese flichtigen Puffersubstanzen werden bei der Trocknung mit

entfernt.

Nach der Trocknung verblieben 34 mg Substanz. Eine Probe von 8 mg wurde in 0,8 mL Standardpuf-
fer aufgeschléammt, zentrifugiert und der Uberstand abgehoben. Das ungeléste Material wurde mit

1 mL Wasser gewaschen, getrocknet und zuriickgewogen: es waren 5,5 mg vermutlich denaturiertes
MoSto. Der Uberstand wurde Uber eine G25-Gelfiltration fraktioniert und die Fraktionen auf Mo und

Protein analysiert. 0,4 umol Mo wurden im Bereich der hochmolekularen Fraktionen,

232 Sigma Quality Control Test Procedure. Persénliche Mitteilung von Renate Stief3 (Sigma-Aldrich Technical Support) vom

1.10.1998.



also als proteingebundenes Mo, und 0,9 umol als niedermolekulares freies Molybdat eluiert. Der Ge-

samt-Proteingehalt des Uberstandes betrug 2,6 mg.

proteingebundenes Mo | 32% geldstes MoSto 33%
freies Molybdat 68% unlésliches MoSto 62-75%

Die Ergebnisse der Mo- und Proteinanalysen belegten Ubereinstimmend, dass MoSto zu etwa zwei
Dritteln bei der Gefriertrocknung denaturiert wurde. Weitere Versuche zeigten jedoch, dass mit dem
Teta-Acetat-Puffer MoSto allgemein empfindlicher ist und leichter denaturiert als im Standardpuffer.
Somit bleibt unklar, ob Gefriertrocknung fir MoSto generell ungeeignet ist oder ob sie mit einem an-

deren Puffersystem durchfuhrbar ware.

Das Préparat lieB sich trotz allem erfolgreich fir die Massenspektrometrie einsetzen.

5.4 Bioinformatische Methoden

5.4.1 Aminosduresequenzvergleiche und -alignments

For die automatischen Vergleiche wurde das vom Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) auf dem ExPA-
Sy (Expert Protein Analysis System) proteomics server zur Verfigung gestellten Tool SIM?32 jeweils mit
den Austausch-Matrices BLOSUM62 und BLOSUM30 benutzt?4. Die gefundenen Ubereinstimmun-
gen wurden mit dem auf dem Schweizer Server des European Molecular Biology Network EMBnet
(www.ch.embnet.org) zur Verfigung gestellten Tool PRSS3%%% auf Signifikanz geprift. Fur jedes A-
lignment wird von SIM ein Smith-Waterman-Score?* vergeben, der die Gite der Ubereinstimmung
angibt. PRSS bringt nun eine der beiden Sequenzen (B) 200-mal in eine jeweils neue zuféllige Reihen-
folge und berechnet jedesmal den Score fir die Ubereinstimmung der Sequenz A mit der zuféllig
durchmischten Sequenz B. Anhand der Ergebnisse wird die Wahrscheinlichkeit abgeschétzt, eine U-
bereinstimmung mit dem gleichen Score wie die beim SIM-Alignment gefundene beim Vergleich mit
200 anderen rein zufdllig festgelegten Sequenzen zu erhalten, d.h. je niedriger dieser Wahrscheinlich-

keits-Wert, desto héher ist die Signifikanz der Ubereinstimmung.

Die Tabelle 7.5 im Anhang enthélt die erhaltenen Scores und die zugehérigen Zufalls-Wahrscheinlich-

keiten fur die durchgefihrten Vergleiche.

233 Huang , Xiaoquin; Miller, Webb: A Time-Efficient, Linear-Space Local Similarity Algorithm. Adv. Appl. Mathematics 12

(1991) 337-357.

234 5) OSUM = Blocks Substitution Matrix [Henikoff, Steven; Henikoff, Jorja G.: Amino acid substitution matrices from protein
blocks. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 10915-10919.]. BLOSUM®2 ist fir die meisten Sequenzvergleiche geeignet
und die Gbliche Standardeinstellung der Alignment-Programme. BLOSUM-Matrices mit kleineren Nummern sind besser ge-
eignet, um schwache, auf lange Sequenzen verteilte Ahnlichkeiten zu detektieren.

235 pRss st abgeleitet aus dem von Pearson und Lipman entwickelten RDF2. Pearson, William R.; Lipman, David J.: Improved
tools for biological sequence comparison. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988) 2444-2448. Pearson, William R.: Ra-
pid and Sensitive Sequence Comparison with FASTP and FASTA. Meth. Enz. 183 (1990) 63-98.

236 Smith, T.F.; Waterman, M.S.: Identification of Common Molecular Subsequences. J. Mol. Biol. 147 (1983) 195-197.



Alignments zweier Sequenzen sind so angegeben, wie sie in der Ergebnis-Datei der jeweiligen BLAST-
Recherche ausgegeben wurden. Das Mehrfach-Alignment (finf Sequenzen; Tabelle 7.6) wurde mit
dem Tool "Divide and Conquer" durchgefihrt?*?, das auf dem Bielefeld University Bioinformatics Ser-

ver (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/) zur Verfigung steht.

Die PSI-BLAST-Suche nach verwandten Sequenzen in Online-Proteindatenbanken war jene, die auto-
matisch gemeinsam mit der Sekundérstrukturvorhersage auf dem PredictProtein-Server durchgefihrt

wird (siehe unten).

5.4.2 Sekundadarstrukturvorhersage

Fur die Vorhersage wurde das Tool PROF (Profile network prediction)?®*® benutzt, das auf dem Pre-
dictProtein-Server am EMBL Heidelberg?®? zur Verfigung steht. PROF kennt drei Sekundarstruktur-
Typen: Helix, "extended" (Faltblatt) und "other" (Schleife). Es liefert zwei Reihen von Vorhersagen fur die
Sekundaérstruktur: die erste Reihe gibt den Strukturtyp Helix oder Faltblatt an, wenn er wahrscheinlicher
ist als die beiden anderen zusammen, ansonsten erfolgt keine Vorhersage. Die absolute Zuverléssig-
keit der Vorhersage spielt hierbei keine Rolle, Schleifen werden nicht vorhergesagt. Die zweite Reihe
enthdlt nur Vorhersagen, deren geschétzte Zuverldssigkeit > 82 % ist, in ihr sind auch Schleifen ange-
geben. Die von mir angegebene Vorhersage enthdlt die Vorhersagen fir Helix oder Faltblatt aus der
ersten, fir Schleifen aus der zweiten PROF-Vorhersage-Reihe. Dabei wurden jedoch alle Vorhersagen
weggelassen, die nicht bei dem von mir gewdhlten Alignment an der jeweiligen Stelle fir beide

MoSto-Untereinheiten gleich waren.

5.4.3 3D-Strukturdarstellung

Alle perspektivischen Darstellungen der Strukturen von Proteinen, Proteinteilen, Cofaktoren etc. wur-
den mit dem Programm RasMol for Windows 2.6.4 erstellt, darunter auch die Abbildungen der an-
hand der SAXS-Ergebnisse errechneten MoSto-Strukturmodelle (Abbildung 3.9). RasMol ist vorzugs-
weise fir die Darstellung von Biomolekilen entwickelt worden. Deshalb wurden die Kristallstruktur-
Abbildungen von Polyoxomolybdaten in Polyederdarstellung mit dem Programm Diamond 2.1e (Crys-
tal Impact GbR) erzeugt, das ggf. auch zur Berechnung von Bindungswinkeln aus den Strukturdaten

jener Substanzen diente.

237 Sioye, Jens: Multiple sequence alignment with the divide-and-conquer method. Gene 211 (1998) GC45-GC56.

238 Rost, Burkhardt; Sander, Chris: Prediction of Protein Secondary Structure at Better than 70 % Accuracy. J. Mol. Biol. 232
(1993) 584-599. Rost, Burkhardt; Fariselli, P.; Casadio, R.: Topology prediction for helical transmembrane proteins at
86 % accuracy. Prot. Science 5 (1996) 1704-1718.

239 Rost, Burkhardt; Yachdav, Guy; Liu, Jinfeng: The PredictProtein server. Nucleic Acids Res. 32 (July 1, 2004) W321-W326.
(Online-Versffentlichung)

Webadressen: http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html ; http://www.predictprotein.org/



5.5 Untersuchungen mit Synchrotronstrahlung
5.5.1 Réntgenkleinwinkelstreuexperimente (SAXS)

5.5.1.1 Grundlagen

Da die Réntgenstreuung kein Standardverfahren in der Biochemie ist, méchte ich hier ihre Prinzipien

kurz vorstellen.

Ebenso wie bei der Lichtstreuung wird mit der Réntgen-Kleinwinkelstreuung (SAXS) an Lésungsproben
die Gréfle in der Lésung vorhandener Partikel bestimmt, auBBerdem sind gewisse Aussagen Uber die
Abweichung der Partikel von der Kugelform maglich?. Bei SAXS ist es der Bereich kleinster Streuwin-
kel ("Guinier-Bereich"), der diese Information liefert. Die Molekilmasse eines Proteins kann im Ver-
gleich mit einem Protein bekannter Masse unmittelbar aus der Intensitét I(0) der unter einem Winkel
von 0° gestreuten Strahlung berechnet werden. Da diese freilich vom nicht gestreuten Primér-Strahl
Uberdeckt wird, muss 1(0) durch Extrapolation ermittelt werden. Die dafir verwendete Auftragung lie-
fert gleichzeitig sog. Gyrationsradius R; des Molekils, der nicht mit dem &uBBeren Radius eines Mole-

f24l

kils identisch ist**!, auBer fir den wenig wahrscheinlichen Fall einer Hohlkugel vernachléssigbarer

Wandstérke. Z.B. betragt er bei gleichméBiger Dichte

fur eine Kugel des Radius 7 R,=r-, l%

fir einen Stab der Léinge / und des Radius r <</ R; = %/E

Aus der Molekilmasse lésst sich das Molekilvolumen abschétzen, und mit Hilfe von R kann dann

eine grobe Aussage Uber die Form des Molekils gemacht werden: kugelig oder eher gestreckt?

Die Streuintensitét auBBerhalb des Guinier-Bereichs enthélt néhere Informationen Gber die Form des
Molekils, allerdings ist hier keine analytische Auswertung méglich. Daher muss mit Simulationsrech-
nungen gearbeitet werden. Das Molekil wird durch ein Ensemble von Streudichtezentren ("Debye-
Kugeln") dargestellt, deren réumliche Anordnung eine Simulations-Software so lange variiert, bis das
simulierte Modell eine theoretisch berechnete Streukurve liefert, die zufriedenstellend mit dem experi-

mentellen Resultat Ubereinstimmi?42.

240 py die Wellenlénge der Strahlung der Partikelgréfie etwa entsprechen sollte, haben Proteine fir solche Messungen eine
unginstige Gréfe: sichtbares Licht ist zu lang-, Réntgenlicht zu kurzwellig. Streuung von Réntgenstrahlen findet nur unter ei-
nem Winkel von bis zu 10°, allerhdchstens 20° zur urspriinglichen Strahlrichtung statt, daher die Bezeichnung als Kleinwinkel-
streuung. Pingoud/Urbanke 1997, 255-259.

241 Definition von Rg: "Mittelwert des mit der Masse gewichteten Abstandes aller Atome im Molekil von dessen Schwerpunkt."

242 porkins 1988, 314-316.



5.5.1.2 Herstellung der Proben

Drei Anséitze MoSto wurden wie oben (Abschnitt 5.3.3) beschrieben aufgereinigt, wobei jeweils nur
die beiden besten Fraktionen?*® aus der Gelfiltration vereinigt, in einer B15-Stehkammer auf etwa
500 pl eingeengt, anschlieBend in flussigem N, schockgefroren und bei —70°C aufbewahrt wurden.

An einer kleinen Probe des Uberstandes wurde mit dem BCA-Verfahren der Proteingehalt bestimmt.

Unmittelbar vor den Messungen wurden die drei Proben aufgetaut und zentrifugiert. Bei allen Proben
zeigte sich ein kleines Pellet ausgefallenen Proteins. Die Probe mit dem kleinsten Pellet (Proteingehalt
17 g/L) wurde benutzt, um durch Verdinnen mit Standardpuffer jeweils 150 uL MoSto-Lésung mit
Gehalten von 13 g/L, 10 g/L und 3,75 g/L herzustellen. Zum Schutz des Proteins vor Strahlungssché-
den und oxidativem Abbau wahrend der Messung wurden jeder Lésung 10 mM Dithiothreitol zuge-

setzt. Standardpuffer mit 10 mM Dithiothreitol wurde als Hintergrundl&sung vermessen.

5.5.1.3 Messung und Auswertung

Die SAXS-Untersuchungen an den MoSto-Lésungsproben wurden an der EMBL X33 beam line am Po-
sitronen-Speicherring DORIS am DESY, Hamburg?**, mit Strahlung der Wellenlénge A = 0,15 nm bei
Raumtemperatur durchgefihrt.

Mit einem mit Ar/CO, (70 %/30 %) gefillten Fléchen-lonisationsdetektor mit Auslesung iber lineare

245 wurde pro Minute eine Streukurve aufgenommen. Nach Addition aller Streu-

Verzdgerungsstrecke
kurven erfolgte mit dem Programm SAPOKO?*¢ die Datenreduktion, bestehend aus einer Skalierung
entsprechend der Intensitét des Primérstrahls und der Proteinkonzentration, Korrekturen fir das An-

sprechverhalten des Detektors und Subtraktion der Hintergrundstreuung durch die reine Pufferlésung.

2' Sn6 o
Die Streukurven I(s) Uber s (§ = ———— ; smax = 5 A7, s, Streuvektor; 26, Streuwinkel) fur drei

A

unterschiedliche Proteinkonzentrationen (3,75; 10; 13 g-L™") wurden vor der weiteren Datenanalyse

gemittelt.

Die Molekilmasse wurde aus der extrapolierten Vorwdrtsstreuung 1(0) mit einer Unsicherheit von etwa

+ 10 % errechnet. Als Referenz diente eine Lésung von Rinderserumalbumin (RSA, M = 66 kg/mol):

243 Die Auswahl erfolgte in erster Linie nach Reinheit (SDS-PAGE), in zweiter nach dem Proteingehalt. Bei einer normal verlau-
fenden G200-Gelfiltration eigneten sich Gblicherweise 20-30 mL des Eluates zur Aufkonzentrierung als reine MoSto-L&sung,
in diesem Fall wurden nur die allerbesten 10 mL verwendet.

244 poschrieben in: Koch, Michel H.J.; Bordas, Joan: X-ray diffraction and scattering on disordered systems using synchrotron
radiation. Nucl. Instrum. Meth. 208 (1983) 461-469.

245 Gabriel, A.; Dauvergne, F.: The localisation method used at EMBL. Nucl. Instrum. Meth. 201 (1982) 223-224.

246 Konarev, P.V.; Volkov, V.V.; Sokolova, A.V.; Koch, Michel H.J.; Svergun, Dmitri |.: PRIMUS: a Windows PC-based system
for small-angle scattering data analysis. J. Appl. Cryst. 36 (2003) 1277-1282.



- Etwa 10 mg RSA wurden in einem Eppendorfgefé in 1 mL 50 mM Hepes-Puffer pH 7,5 geldst,
die Lésung anschlieBend 15 min bei 13.000 - g zentrifugiert, um ungel&ste Reste abzutrennen.

- 10, 20 und 40 uL der Lésung wurden auf je 1 mL mit dem o.a. Hepes-Puffer aufgefillt und die
OD,g gemessen. Aus den Werten wurde auf die Konzentration der zuerst angesetzten Lésung zu-
rickgerechnet, wobei eine OD von 6,14 fur eine 1 %(w/v)-Lésung angenommen wurde.

- Die urspriinglich angesetzte Lésung wurde gemdafl dem Resultat der Konzentrationsbestimmung
mit Hepes-Puffer auf 7 g/L verdinnt und gegen reinen Hepes-Puffer als Hintergrund-Probe ver-

messen.
3 1 2,0
log I(s) P(R)
/a.u. 2 | L15
1 1,0
0 + 0,5
-1 . . . . . . T T 0,0
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0 30 60 90 120
s /A7 R/A

Abbildung 5.3: SAXS-Streukurve (links) und zugehérige Abstandsverteilungs-Funktion (rechts) von
MoSto. Die Messwerte sind als schwarze Kurve gezeigt; die berechneten (roten) Kurven beruhen
auf dem in Abbildung 3.9 oben gezeigten Modell. Symbole: I(s), Streuintensitét; s, Streuvektor;
P(R), Abstandsverteilung; R, Abstand; a.u., arbitrary units.
Mit dem Programm GNOM?*7 wurde die gemittelte (s.0.) Streukurve in eine Abstands-
Verteilungsfunktion umgerechnet. Die Molekilstruktur wurde ab initio errechnet mit einem fir ketten-
férmige Biopolymere angepassten dummy-residue-Verfahren, das in dem Programmpaket GAS-
BOR2%8 enthalten ist. Als Daten wurden dabei ausschliellich die Abstands-Verteilungsfunktion und die
Anzahl von 2176 Aminosduren eines MoSto-0,4B4-Oktamers zu Grunde gelegt. Es wurden 20 unab-
héngige Berechnungen durchgefihrt, die erhaltenen Modelle wurden anschlieBend jeweils paarweise
hinsichtlich der Positionen der Aminosdure-Dummies verglichen. Als MaB fir die Ubereinstimmung
zweier Modelle wurde dabei die quadratisch gemittelte (root mean square, r.m.s.) Abweichung aller
Positionen errechnet. Dieser Wert betrug typischerweise um die 5 A. Das Modell mit der geringsten
durchschnittlichen r.m.s.-Abweichung von allen anderen Modellen wurde als beste Annéherung be-
trachtet und ist in Abbildung 3.9 gezeigt. In Abbildung 5.3 sind die zu diesem Modell gehérende Ab-
stands-Verteilungsfunktion und die entsprechende theoretisch zu erwartende Streukurve den experi-

mentellen Daten gegeniber gestellt.

247 Svergun, Dmitri |.: Determination of the Regularization Parameter in Indirect-Transform Methods Using Perceptual Criteria.

J. Appl. Cryst. 25 (1992) 495-503.

248 Svergun, Dmitri |.; Petoukhov, Maxim V.; Koch, Michel H.J.: Determination of Domain Structure of Proteins from X-Ray So-

lution Scattering. Biophys. J. 80 (2001) 2946-2953. Zum Prinzip der dummy-residue-Berechnung siehe auch den begleiten-
den Text bei Abbildung 3.9, Seite 74.



5.5.2 Roéntgenabsorptionsspektroskopie (EXAFS)°

5.5.2.1 Herstellung der Modellverbindungen

Heptamolybdat wurde als Ammoniumsalz p.a. von Merck/Darmstadt bezogen.

B-Oktamolybdat: 50 mL einer 0,4 M Lésung von Natriummolybdat wurden mit 26 mL 0,5 M Schwe-
felsgure versetzt und 80 mL einer 0,1 M Lésung von Tetramethylammoniumbromid hinzugefigt. Im
Laufe von vier Tagen kristallisierten aus der Lésung farblose sechseckige Pléttchen aus, die abfiltriert,
nacheinander mit kaltem Wasser, Ethanol und Diethylether gewaschen und im Vakuum Uber

Phosphorpentoxid getrocknet wurden.2%°

Mos,: Gleiche Volumina 0,2 M wassriger K;MoO,-Lésung und 0,4 M wassriger Salpeterséure wurden
gemischt und bei Raumtemperatur in einem verschlossenen Geféf3 aufbewahrt. Nach 3-6 Tagen hat-
ten sich klare, farblose séulenférmige Kristalle abgeschieden, die an der Luft leicht unter Wasserab-

gabe zerfielen.?5?

Die Identitét der gewonnenen Produkte wurde jeweils durch Bestimmung der Elementarzell-Abmessun-

gen mit Einkristall-Réntgenbeugung geprift.

5.5.2.2 Probenvorbereitung

Um for die Untersuchungen das Protein zu schonen, also intakt und mit méglichst hohem Mo-Gehalt
zu erhalten, wurden keine vollstéindig aufgereinigten MoSto-Préparate verwendet, sondern auf die
Gelfiltration verzichtet. MoSto wurde wie beschrieben (Abschnitt 5.3.3) aufgereinigt bis zur zweiten
Stufe, der Ammoniumsulfatfallung. Das in Standardpuffer wieder aufgel&ste Protein wurde anschlie-
fend nur einer Sephadex G25-Gelfiltration auf einer kleinen Saule (h- @& = 50- 15 mm) unterworfen,
um Ammoniumsulfat und eventuell vorhandenes freies Molybdat zu entfernen. Die bei pH 7,5 vermes-
sene Probe wurde bei dieser Gelfiltration gleichzeitig von Standardpuffer auf MOPS 50 mM pH 7,5
umgepuffert.

Die Proben enthielten neben MoSto noch schatzungsweise 30-40 % anderer Proteine. Da EXAFS ele-
mentspezifisch arbeitet, stéren irgendwelche Fremdproteine die EXAFS-Untersuchung nicht im gerings-
ten, so lange es sich nicht ebenfalls um Mo-Proteine handelt. Bei der Analyse aller Fraktionen aus den
G200- und spdater S200-Gelfiltrationsldufen trat aber jeweils der vom Speicherprotein stammende
Mo-Peak als einziger auf?®?, d.h. vor dem Lauf, also nach der Ammoniumsulfatfallung, waren bereits

keine weiteren Mo-Proteine in der Lésung enthalten.

249 Giche auch in: Gnida 2002, Kapitel 3 und 4.

250 Syntheseverfahren: Fuchs/Knépnadel/Bridgam 1974. Strukturaufkldrung: Fuchs/Knépnadel 1982.
251 Krebs/Paulat-Bschen 1982.

252 Bei den G200- und G150-Léufen trat freilich noch ein weiterer Peak auf, der aber zweifelsfrei auf niedermolekulares, vom

Speicherprotein verlorenes Mo zuriickgefihrt werden konnte.



Die proteinhaltigen Fraktionen des G25-Gelfiltrationslaufes wurden durch Messung der OD,4, identi-

fiziert. 75 ul der Fraktion mit dem héchsten Proteingehalt wurden sofort in eine Kivette aus 1 mm

253

starkem HESAR-Glas mit Fenstern aus Kapton®-Folie?®® eingefllt. Die Einfulléffnungen wurden mit

Polymethylacrylat-Klebstoff verklebt, nach Aushérten des Klebstoffs (= 30 min) wurde die Probe in
flussigem N, schockgefroren und bis zur Messung bei —70°C aufbewahrt. Der Molybdéngehalt der
Probe wurde zu 2,5 mM bestimmt, der Proteingehalt wurde nicht untersucht, da der Wert aufgrund

des nicht exakt bestimmten Reinheitsgrades ohnehin wenig aussagekréftig gewesen wére.

Halte-Bohrung
Abbildung 5.4: Kivette fir EXAFS-Messungen in O-
riginalgréBe. Gezeigt ist eine Kivette mit 150 ul In-
halt, wie sie fir die Messungen an den Modellsys-
temen verwendet wurde. Bei der fir die MoSto-
Probe benutzten 75ul-Kivette ist der zentrale Pro-
benraum nur halb so hoch.

mit Kapton® abge-
klebter Bereich

Einfalléffnung und  —
Entliftungs6ffnung  —

Bei den Modellverbindungen wurde jeweils eine kleine Menge (beim Heptamolybdat 40 mg, beim

Oktamolybdat 40 mg, und beim [Mo3,O,,(H,0)14]8” 30 mg) der betreffenden Substanz mit 100 mg
Bornitrid (BN, "anorganischer Graphit') im Mérser zu einer homogenen Paste vermahlen?3?. Die Mi-
schung wurde homogen in eine nur einseitig mit einem Kapton-Folien-Fenster verschlossene Kivette

aus HESAR-Glas gepresst, die danach mit einer zweiten Folie verschlossen wurde.

5.5.2.3 Durchfihrung der Messungen

Alle EXAFS-Messungen wurden an der EMBL EXAFS Beam Line D2 am DESY Hamburg durchgefihrt.
Die Strahlungsquelle war der Positronen-Speicherring DORIS IIl (Double Ring Store) des HASYSLAB
(Hamburger Synchrotronstrahlungslabor). Im Speicherring werden die umlaufenden 4,45 GeV-
Positronen durch Magnetfelder auf gekrimmte Bahnen gezwungen, bei dieser beschleunigten Bewe-
gung wird tangential zur Flugbahn Réntgenstrahlung mit einem sehr breiten Spektrum ('weifies Rént-
genlicht") abgestrahlt. Fir XAS-Messungen muss dieser "weiBe Strahl" monochromatisiert werden, dazu
wird die Reflexion der Réntgenwellen an den Gitterebenen eines Kristalls ausgenutzt. Zwei parallel an-
geordnete, parallel zur (311)-Gitterebene plan geschliffene Silizium-Einkristalle (Si(311)-Doppel-

Monochromator) spalten den Strahl geméaf der Bragg'schen Beziehung

253 Kapton (Markenzeichen von DuPont) ist ein Film aus Polyimid, der auch bei extremen Temperaturen (-269 bis +400°C)
und unter hohen Dosen ionisierender Strahlung reififest und dicht bleibt.

254 i Fest-Substanzen missen homogenisiert und verdinnt werden, da zu hohe Absorberkonzentration zu Stérungen und zu

Dampfung des EXAFS-Signals fGhren kann [Stern, E.A.; Kim, K.: Thickness effects on the extended-x-ray absorption-fine-

structure amplitude. Phys. Rev. B 23 (1981) 3781-3787.]. Bornitrid eignet sich als Beimengung, weil es sehr weich und che-

misch weitgehend inert ist.
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(A: Wellenlédnge; E: Energie; d: Atomabstand in der Gitterebene; 6: Ein- und Austrittswinkel des Strahls
relativ zur Gitterebene; h: Planck'sches Quantum; c: Lichtgeschwindigkeit; n = 1, 2, 3...)
nach der Frequenz auf?®®. Durch streifenden Einfall (Einfallswinkel 0,22°) auf einen toroidalen Spiegel

wird der gewinschte Strahl anschliefend auf die Probe fokussiert.

Da die Mechanik des Monochromators keine absolut reproduzierbare Einstellung der Frequenz bzw.
Energie zulésst, ist am Ende des Strahlenganges ein System zur absoluten Kalibrierung der Quanten-
energie angebracht, das ebenfalls auf der Bragg-Reflektion beruht?®®. Auf diese Weise wird es erst

méglich, die Ergebnisse wiederholter Messungen zu addieren bzw. zu vergleichen.

lonisationskammern
Blenden

l\@/?be\ ﬂ
==

Kalibrierungs-
Monochromator Fluoreszenzdetektor !ﬂ%ﬂ%ﬁ o system
iaiaﬂii

Strahl vom I

Speicherring

Spiegel

Abbildung 5.5: Schema der Messanordnung an der EMBL EXAFS Beam Line D2.

Die Messungen an der MoSto-Probe sowie an den Molybdatlésungen bei pH 1 und pH 6,5 erfolgten
im Fluoreszenzmodus, das entstehende Mo-K,, Fluoreszenzanregungsspektrum wurde mit einem Ger-
maniumdetektor mit 13 unabhéngigen Detektorelementen (Canberra) registriert. Die drei Modelle
Hepta-, Oktamolybdat und "Mos," wurden als Feststoffe in Absorption vermessen. Die Intensitét der
Réntgenstrahlung vor und nach Passieren der Probe wurde dabei mit mit Ar/CO, (70/30%) gefullten
lonisationskammern bestimmt. Um Strahlenschéden an der Probe gering zu halten, waren die Proben
in einem Kryostaten mit geschlossenem Heliumkreislauf (Oxford Instruments) montiert und wurden
wéhrend der Messung in allen Fallen bei Kryotemperaturen von ca. 20-30 K gehalten. Die Aufnahme
der Spekiren erfolgte typischerweise bis 0,9 keV oberhalb der Mo-K-Kante; bei den Modellsubstanzen

teilweise auch bis 1,4 keV.

255 \Wie man aus der Gleichung sieht, werden neben der gewiinschten Frequenz auch deren Oberschwingungen (n > 1) vom
Monochromator durchgelassen. Dieser Effekt kann in einem Doppel-Monochromator reduziert werden, indem die beiden Kri-
stalle nicht exakt parallel ausgerichtet werden, was sich auf die Oberschwingungen deutlich stérker auswirkt [Caciuffo, R.;
Melone, S.; Rustichelli, F.; Boeuf, A.: Monochromators for X-ray synchrotron radiation: Phys. Rep. 152 (1987) 1-71.].

Fur die durchgefihrten Messungen wurde der Monochromator so weit verstimmt, dass die Grundschwingung um =30% ge-
schwdcht wurde.

256 Pettifer, R.F.; Hermes, C.: Absolute energy calibration of X-ray radiation from synchrotron sources. J. Appl. Cryst. 18 (1985)
404-412.



5.5.2.4 Datenreduktion und -auswertung

Bei der Datenreduktion mit dem EXPROG-Programmpaket?®” wurden folgende Schritte durchgefuhrt:

- Erstellung von Spektren, die zunéchst auf die Monochromator-Stellung als x-Achse bezogen sind.

- Umrechnung der Einzelspektren auf die Réntgenenergie als x-Achse geméf den Daten des Kalib-
rierungssystems.

- Bei Fluoreszenzmessungen Addition der Daten der 13 unabhéngigen Detektor-Kanéle zu einem
Spektrum.

-  Addition der aufeinander folgenden Einzelmessungen zu einem Spektrum.

-~ Extraktion der Feinstruktur aus dem Spektrum. Dazu wird der Absorptionsuntergrund durch einen
"spline" simuliert, welcher von Hand durch Verschieben von bis zu sechs Knotenpunkten angelegt
wird.

-  Transformation des Signals von Réntgenenergie auf Photoelektron-Wellenzahl als x-Achse, dabei
wurde eine Mo-K-Kantenposition von E, = 20002 eV angenommen.

Fur die EXAFS-Analyse mit EXCURV982%8 wurde ein fur alle Proben konsistenter Datenbereich von
50-800 eV oberhalb E, (bzw. k = 4-14 A7) gewdhlt. Das Prinzip der Analyse wurde bereits auf Seite

78f. erldutert.

5.6 Allgemeine Materialien

5.6.1 Gerdte

Sofern nicht anders erwéhnt, wurden fir in verschiedenen Zusammenhéngen wiederkehrende Arbeiten

folgende Gerédte benutzt:

photometrische Messungen im sichtbaren Bereich | Spektrophotometer Lambda 2 (Perkin-Elmer)

photometrische Messungen im UV-Bereich Spektrophotometer UV-160A (Shimadzu)
Zentrifugation ... in Eppendorfgeféfen Tischzentrifuge Biofuge A (Heraeus)

... in 50-500 mL-SpezialgeféBen, bis Kuhlzentrifuge RC 5B (Sorvall)

12.000 Upm

.. in 9-75 mL-SpezialgeféBen, bis 50.000 Upm | Unltrazentrifuge Ultra Pro 80 (Sorvall)

257 Nolting, H.F.; Hermes, C.: EXPROG: EMBL EXAFS data analysis and evaluation program package. O.O. 1992.

258 http://srs.dl.ac.uk/xrs/Computing/Programs/excurv97/excurv?8guide.htm
Zu den Grundlagen siehe auch: Binsted/Strange/Hasnain 1992.



Sterilisation von Medien und Gerdéten

Vertikalautoklav ELV 3870 (Tutthauer)

Ultrafiltration

Minicon B15-Stehkammern, Diaflo-Rihrzellen

mit YM100- oder PM30-Membranen
(Amicon, Witten)

Chromatographie

XK50/XK26/XK16-Séulen mit verstellbaren
Flow-Adaptern (Amersham Pharmacia, Upp-
sala, Schweden)

5.6.2 Chemikalien

Sofern nicht anders erwéhnt, wurden Gase von der Fa. Linde (Héllriegelskreuth) und Chemikalien

(Reinheitsgrad, sofern erhéltlich und im Text nicht anders angegeben, "pro analysi" oder "suprapur")

von der Fa. Merck (Darmstadt) bezogen. Sémtliche Molmassen-Markerproteine fir SDS-PAGE sowie

Gelfiltration kamen von Sigma (Deisenhofen). AuBBerdem lieferten:

Boehringer (Mannheim) | ATP, Desoxyribonuclease |

Fluka Eisen(lll)-citrat, MOPS, Agar-Agar

(Buchs, Schweiz)

Amersham Pharmacia DEAE-Sephacel, Sephadex G25/G150/G200, Superdex 200

(Uppsala, Schweden)

Serva Dithiothreitol, Lysozym, Acrylamid, N,N‘-Methylenbisacrylamid, TE-

(Heidelberg) MED, Ammoniumperoxodisulfat, SDS, EDTA, Coomassie Brilliant
Blue

Sigma (Deisenhofen) Superoxiddismutase, PMSF, Tricin

"Wasser" bedeutet im Text, sofern nicht anders angegeben, stets mehrstufig in lonenaustauschern voll-

entsalztes Wasser in bidest.-Qualitét.
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7.1

Daten ausgewdhlter MoSto-Anreicherungen

Tabelle 7.1: Ubersicht iber den Verlauf des ersten Anreicherungsversuches
(Versuch der Reproduktion des Verfahrens nach Pienkos/Brill 1981)
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Abbildung 7.1:

Protein- und Molybdénelution in der Gelfiltration Gber Superdex 200 (5200).
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7.2 Strukturdaten von MoSto

% Intensity
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31423.0

Abbildung 7.2: Auschnitt aus dem MALDI-TOF-Massenspektrum einer MoSto-Probe, der die Mole-
kil-lonen-Peaks der beiden Untereinheiten enthdlt (m/z = 28146 und 29123).



Tabelle 7.2: Ubersicht iber Aminosdurezusammensetzung und andere summarische Eigenschaften
der MoSto-Primérstruktur. Die mittlere Spalte zwischen den Zahlen fir die  und die o+Untereinheit
enthalt die Anzahl der jeweils konservierten Aminosduren.

leichte schwere gesamtes
(B-)Untereinheit (a-)Untereinheit oyf4-Oktamer
aus Sequenz berechnete
Molekilmasse 28.225 29.188 229.649
(ohne Methionin-1)
Glycin 25 15 26
Alanin 39 14 34
hydrophobe Reste (ohne Pro) 83 41 83
Valin 23 12 25
Leucin 32 20 35
Isoleucin 15 4 13
Phenylalanin 7 3 6
Tyrosin 5 2 3
Tryptophan 1 — 1
Prolin 15 17 21
schwefelhaltige Reste 9 — 4 ohne Met-1:
Methionin (mit Met-1) 7 — 4 44 S-Atome
Cystein 2 — — (191,6 umol S
Alkohole 26 9 29 le g Protein)
Serin 14 5 12
Threonin 12 4 17
Basen 29 11 40 284
Histidin 6 4 12 incl. N-Enden
Lysin 11 2 5
Arginin 12 5 23
Sduren 25 7 27 216
Asparaginsdure 13 5 15 incl. C-Enden
Glutaminséure 12 2 12
Amide 19 5 12
Asparagin 7 3 5
Glutamin 12 2 7
Gesamt (ohne Met-1) 269 113 275 2176 Aminos'n




Tabelle 7.3 Die MoSto-Untereinheiten im Alignment mit der AGP-Transferase aus E. coli, zusam-
men mit der vorhergesagten bzw. ermittelten Sekundarstruktur. Ubereinstimmungen der MoSto-
Sequenzen mit der Transferase sind durch schwarze (identische AS) bzw. graue Unterlegung (funk-
tionell vergleichbare AS) hervorgehoben. Eingeschobene Liicken aufgrund des manuellen A-
lignments der beiden MoSto-Untereinheiten untereinander sind durch Punkte, aufgrund des auto-
matischen Alignments der BUntereinheit mit der Transferase durch Striche markiert. Ein A kenn-
zeichnet Aminosduren der Transferase, die mit dem Liganden in Kontakt sind, ein ™ jene, die an
der im Text (Abschnitt 3.3.3.2) beschriebenen hydrophoben Wechselwirkung von Helix und Faltblatt
beteiligt sind, durch welche die beiden Phosphat-bindenden Abschnitte in der richtigen Position zu-
einander gehalten werden (Arg31 ist durch die beiden CH,-Gruppen am Anfang seiner Seitenkette
beteiligt).
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1655 BVHEGECVVDELMKGENL PVKKKNGLRVI PRDQIDI ITEATGTANK TR WA KR OlIAAELFLGD - GDSVKVIQLD 116
SSS HHHHHHHHHHH SSLLSS  HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHH SSSS HH-HH SSSSS H
VYV
Ol AVV[ESAFPP----YHHHEFPGSR- - IJPHRA-————————-——- BrcRrLE AR AcRTIVENg D Yy TADPNGPD 204
B AVVFSGMPP-—--YEEMMRPAAEEVIEPYRT ————————————— BaccFLEQFECKOMIFVKEEDELYTANP - -KT 201
-——= LL  mmmmmmmmmmee HHHHHHHHHH L SSSSS SS LLLL

1Gs5 EELEHVGLAQPGSP@INSLLENEHEVVSSIGVTDEQLWVNAEQAETAEATL@D—LLSNS.LDGKG -or 192

HHH SSSSS HHHHHHHHH SSSS SSSLLLLSSS HHHHHHHHHHHH SSSSSSSLLLLLLLLLL- ‘LL

AA A
0. RGQARFLPETSETDH - AKSEGPLPVDRALLDVMATINY-HIERJOVVNGLVPGRETIALREEHVEN LR TGVRPA 276
3 SKDATFIPRISVDEMKAKELHDSILEFPLDLEQSH0-HVEEFOVVNGLVPGNETRALACERVEG THTS * 270
HHHHHH HHHHHHH HHHHHHHHHHHH- LLSSSSS HHHHH sss .
1G6s5 IAE---MTAAKREQRIEQETITDGMIVKNAARDAITLCEPDIA SWRHAEQWPRL FNEMPMERREIT A 258
LLS---S HHHHHHHHHLLLLLLHHHHHHHHHHHHHHHH  SSSSS  HHHHHHHHHLLLLLSSS

AAA A A

Tabelle 7.4: Aufstellung der in den Sequenz-Alignments als funktionell vergleichbar
angesehenen Aminosduren.

Séduren Asp—Glu D—E
Amide Asn—Gln N—Q
offenkettige Basen Lys—Arg K—R
hydrophobe Aliphaten Val—Leu—Ille—Met VI ——M
hydrophobe Aromaten Phe—Tyr F—Y
Alkohole Ser—Thr S—T




Tabelle 7.5: Similarity Scores der Sequenzvergleiche der MoSto-Untereinheiten untereinander und

mit anderen Proteinen, jeweils fir die Austauschmatrizes BLOSUM62 und BLOSUMS30. Scores
< 50 bedeuten i.d.R., dass nur kurze Abschnitte bis maximal 20 Aminosduren zur Deckung ge-

bracht werden konnten. Zu jedem Vergleich ist die Wahrscheinlichkeit eines Treffers mit gleichem
oder héheren Score beim Vergleich mit 200 Zufallssequenzen gleicher quantitativer Zusammenset-
zung angegeben (PRSS probability).

SIM score PRSS probability /200 Versuche
beim Vergleich mit: | a-MoSto ’ B-MoSto o-MoSto ’ B-MoSto
B-MoSto
BLOSUMé2 448 2,10-10"8
BLOSUM30 661 2,32-107
Molbindine
A.v. ModG
BLOSUMé2 28 26 134 182,3
BLOSUM30 59 68 135,8 106
A.v. ModC
BLOSUMé2 27 40 1994 10,07
BLOSUM30 96 93 129,5 66,16
A.v. ModE
BLOSUMé2 29 33 137,8 64,77
BLOSUM30 80 104 48,33 9,832
Mehrheitssequenz der Mop-Doméne
BLOSUMé2 27 26 85,5 119,3
BLOSUM30 48 48 70,58 112,5
A.v. ModA
BLOSUMé2 33 40 60,21 11,83
BLOSUM30 84 82 71,85 104,3
Phosphotransferasen
Th. tengcongensis Uridylatkinase (Swiss-Prot: Q8RA23)
BLOSUMé2 59 72 0,004762 0,0002489
BLOSUM30 142 191 0,4623 0,0005992
E. coli AGP-Transferase (PDB: 1GS5)
BLOSUMé2 36 40 29,56 20,87
BLOSUM30 111 104 22,44 9,809
E. coli AGP-Transferase (nur Phosphat bindender Abschnitt 1-57)
BLOSUMé2 31 26 19,26 90,66
BLOSUM30 64 54 5,188 25,1
Diverse
A.v. NifQ
BLOSUMé2 33 40 60,21 11,83
BLOSUM30 84 82 71,85 104,3




Tabelle 7.6: Sequenz-Alignment von MoSto mit seinen mutmaflichen Homologen. In allen Sequen-
zen Ubereinstimmende Aminoséuren sind schwarz, Ubereinstimmungen in vier der fonf Sequenzen
sowie Ubereinstimmungen nur einer MoSto-Untereinheit mit ihrem bzw. ihren beiden jeweiligen
Homologen grau unterlegt. Funktionelle Ubereinstimmungen von Aminosduren bleiben unberiick-
sichtigt. Man beachte, dass die hier verwendete Alignment-Software?®® ein etwas anderes A-
lignment der beiden MoSto-Untereinheiten untereinander erzeugt, als es in den anderen Sequenz-
Tabellen in dieser Arbeit angegeben ist. Auf nachtragliche Korrekturen von Hand wurde der Repro-
duzierbarkeit halber verzichtet.

3 MTWKREGI

TVPSTLNTKVRLPYAVPRDPRSGIAPACRRFRRMPIFLDRKDTAPYTRLRTEREQPL 65
la ETDTTNSIKHVISP ARQTLONRDIETRPVAGKRPILL 56
2a YADTN-HIKHVASP TRPVAGKKPIRT 56
1b yST---AELEEL 54
2b EAHTP-- -AELEAL 54
3  YTSTT---AELEAL 119
la EILELFESLRKLLPE 113
20 NTLATNDSLRALLPE 113
b Ny o 111
2b Y LE S TVSARKD 17
3 Evy IVAARKE 176
la HI SY\EHPTVADQLATIH 168
20 HI SY\YEKPTVANQLATH 168
1b IPVHGGAGLS-AVPLS 167
2b EMP#GQLI#NKHEISSYGDAGLS-AVPLY| 167
3 JKHE I SAYDGAGLS - SVPL 232
la LA GLTIJENVDEI 224
2a LHDAL GLTIYEDVD SADIFNGPGGDKLKLIAETS YA VHNe — 224
1b LHEQ CKOMI F\YKDEDETL){TANZ— -KTSKDHTFIPRI - . L 221
2b e O F T CRAMT Y KDEN S LETEN - - KTSKN.\TF T PKI NV - L 221
3 TENI3- —KTSKNETFIPRI - L 286
Tla ————- A NGLVPGRLTAALRGEHVGTLIRTGVRPA 276
20 --—-—- A NGLKSGKLTAALRGQHVGTLIKTGA 273
1b NGLVPGNLTRALAGEHVGTIITAS 270
2b NGLVPGNLTRALAGEHVGTIITAN 270
3 TASSPAT 318
Nr. | Protein Uniprot-ldentifier
la | o-MoSto (Azotobacter vinelandii)
2a | rpal4471-Genprodukt (Rhodopseudomonas palustris) CAE26884
1b | B-MoSto
2b | rpal442-Genprodukt CAE26885
3 pRhico094-Genprodukt (Azospirillum brasilense pRhico-Plasmid) AAS83034

259 1Divide and Conquer", siehe "Materialien und Methoden", Abschnitt 5.4.1.



7.3 EXAFS-Parameter fir MoSto und die Modellverbindungen

Tabelle 7.7: EXAFS-Parameter fiir MoSto und [MoQ,]*". Die zugehérigen Spektren sind in
Abbildung 3.12 dargestellt.26°

Probe Atomtyp N r/A 262/ R E,/ eV R/ %
MoSto O 2 1,72 0,003(1) -9,7(12) 27,4
@) 2 1,91 0,021(4)
@) 2 2,28 0,030(8)
Mo 1,7 3,27 0,009(1)
Mo 1,7 3,42 0,007(1)
[MoQ J* @) 4 1,77 0,004(1) -10,8(10) 27,9

N, Zahl der Rickstreuer; r, Abstand vom Zentralatom; 26°, Debye-Waller-Parameter; E, Energie-
korrektur; R, R-Faktor (ein Maf3 fur die Gite der Anpassung). Werte in Klammern geben die nu-
merischen Unsicherheiten (zweifache Standardabweichungen) in der letzten Dezimalstelle an. Fir
Abstandsbestimmungen wird gemeinhin eine experimentell bedingte Ungenauigkeit von
0,01-0,02 A angenommen, die gréfer ist als die Standardabweichung. Bei 7 sind daher nur zwei
Nachkommastellen und keine numerische Ungenauigkeit angegeben.

260 hida 2002, 48.



Tabelle 7.8: EXAFS-Parameter® fir die Modellverbindungen.??

Probe Atom N r/A 267 / R E,/eV R/%
[Mo;0,,]* o 2 1,72 0,003(1)  -11,3(6) 12,9
Heptamolybdat O 2 1,93 0,006(1)
o 2 2,20 0,019(2)
Mo 1,7 3,23 0,005(1)
Mo 1,7 3,40 0,003(1)
Mo 0,6 4,30 0,010(2)
Mo 0,6 5,41 0,006(3)
Mo 0,6 5,68 0,009(3)
B-[MosOs]" o 2 1,71 0,005(1)  -8,7(7) 15,9
Oktamolybdat O 2 1,95 0,007(1)
o 2 2,33 0,017(2)
Mo 2 3,23 0,007(1)
Mo 2,25 3,48 0,010(1)
Mo 1 4,52b 0,002(1)
Mo 1,5 5,67¢ 0,010(2)
[Mo035015(H20) 16]* o 2 1,70 0,006(1)  -7,7(7) 14,4
o 2 1,97 0,015(1)
o 2 2,34 0,038(6)
Mo 1,8 3,31 0,009(1)
Mo 0,6 3,44 0,008(3)
Mo 0,9 3,80 0,007(2)
Mo 1,2 3,96 0,023(6)
Mo 0,5 4,59 0,017(5)
Mo 0,7 5,10¢ 0,009(2)
Mo 0,7 5,71¢ 0,008(2)
Mo 2,1 6,31¢ 0,017(3)
Molybdat-Lésung O 2 1,71 0,004(1) -11,0(30) 45,2
bei pH 1 o 2 1,94 0,025( 8)
o 2 2,22 0,013( 4)
Mo 1,8 3,34 0,017( 4)
Mo 0,6 3,53 0,016(15)
Mo 0,9 3,87 0,014(10)
Mo 1,2 4,07 0,013(7)

a) Erléduterung der Symbole siehe Tabelle 7.7.

b) Die Oktamolybdatstruktur ist in drei Cluster
unterschiedlicher Molybdanumgebungen zerlegt worden. Fur jeden der Cluster wurden die Mo—-O—

Mo'—Vielfachstreupfade beriicksichtigt. Hierbei ist nicht der Mo—Mo'-Abstand direkt bestimmt

worden, sondern es wurden die Rickstreuatome zu einer rigiden Vielfachstreueinheit (O-Mo') zu-

sammengefasst und der Abstand dieser Einheit vom Absorberatom (Mo—O) sowie der Winkel

A(Mo—O-Mo') ermittelt (,constrained refinement”?%2). Der ermittelte Winkel ¥(Mo—O-Mo') betragt

155(+1)°, ist also kleiner als der in der Literatur®®® zu findende Wert. Mit diesem Winkel errechnet

sich der in der Tabelle aufgefihrte mittlere Mo--Mo'-Abstand (gemittelt Gber die drei Cluster).

¢) Abstdnde uber 5 A sind in den FT-Spektren nicht dargestellt, aber bei den Berechnungen beriick-

sichtigt.

261 Ghida 2002.

262 Binsted/Strange/Hasnain 1992.
263 £\ chs/Knspnadel 1982.




7.4 Abkirzungs- und Trivialnamenverzeichnis

ABC

AS

a.u.
BCA
EXAFS
FT
Hepes
Molbindin
Mop
MOPS
MoSto
OAc
OD
PAGE
PVDF
PDB
RT
SAXS
SDS
TEMED
Teta
Tricin
Tris

UE
WSto
XANES
XAS

ATP-binding cassette (Familie von Enzymsystemen fir den aktiven Transport von
Stoffen in eine Zelle)

Aminosdure

arbitrary units

Bicinchoninsdure (4,4'-Dicarboxy-2,2'-bichinolin) bzw. Bicinchoninsdure-Assay
extendend X-ray absorption fine structure
Fourier-transformiertes (... EXAFS-Spektrum)
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsdure
Molybdat bindendes bakterielles Protein

einfachstes Molbindin
N-Morpholino-propan-3-sulfonséure
Molybdén-Speicherprotein aus A. vinelandii

(in Molekil-Formeln) Acetat

Optische Dichte (synonym mit: Lichtabsorption)
polyacrylamide gel electrophoresis

Polyvinyliden-difluorid

Brookhaven protein structure data bank

Raumtemperatur

small angle X-ray scattering (Réntgen-Kleinwinkelstreuung)
sodium dodecyl sulfate (Natriumlaurylsulfat)

N, N, N', N' —Tetramethyl-ethylendiamin

Triethylamin bzw. -ammonium
N-[Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-glycin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol
Untereinheit

Wolfram enthaltendes Analog von MoSto

X-ray absorption near-edge spectroscopy

X-ray absorption spectroscopy






7.5 Lebenslauf

Dirk Wilhelm Fenske; geboren am 27. 5. 1966 in Bochum

Eltern: llse Fenske geb. Berges aus Wilbringhausen/Westfalen, Hausfrau
Gerhard Fenske aus Altendorf/Posen, Fabrikarbeiter

1972-1976:
1976-1983:
1983-1986:

1.7.1986 bis 10. 5. 1987
30. 3. 1987

11.5. 1987 bis 29. 2. 1988
WS 1988/89 — SS 1999

Juli 1997
1.2. bis 2. 8. 1999

SS 1991 — WS 1999/2000

14.2.2000 — 31. 8. 2003

Katholische Grundschule, Drolshagen
Stédtisches Willenweber-Gymnasium, Bergneustadt

Evangelisches Bodelschwingh-Gymnasium, Windeck-Herchen

Wehrdienst
Anerkennung als Kriegsdienstverweigerer

Zivildienst in der Altenpflege

Diplomstudium Chemie, Universit&t Dortmund
mindliches Diplom-Hauptexamen

Diplomarbeit "Herstellung elektrochemisch aktiver Cerdioxid-
Dinnschichten mittels Sol-Gel-Verfahren"

Magisterstudium Geschichte, Ruhr-Universitét Bochum
(nicht abgeschlossen)

Wissenschaftlicher Mitarbeiter an der Universitét Bielefeld



