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1. Einleitung 

1.1. Die Thiosulfatdehydrogenase 

Thiosulfat kann in Allochromatium vinosum über zwei verschiedene Stoffwechselwege 

oxidiert werden. Es besteht die Möglichkeit der vollständigen Oxidation von Thiosulfat 

über das Sox-System zu Sulfat oder die unvollständige Ein-Schritt Oxidation zu Tetra-

thionat über die Thiosulfatdehydrogenase (Hensen et al. 2006).  

Bei leicht saurem pH-Wert ist Tetrathionat das Hauptprodukt der Thiosulfat-Oxidation in 

A vinosum (Smith 1966). Bereits 1961 wurde als verantwortliches Enzym für die Kataly-

se von zwei Molekülen Thiosulfat zu einem Molekül Tetrathionat die Thiosulfatdehydro-

genase identifiziert (Trudinger 1961). In A. vinosum wurde erstmalig ein für die Thiosul-

fatdehydrogenase kodierendes Gen (alvin_0091) identifiziert (Denkmann et al. 2012).  

Die Thiosulfatdehydrogenase (TsdA) aus A. vinosum ist ein monomeres 25,8 kDa großes, 

Dihäm c-Typ Cytochrom, welches im Periplasma lokalisiert ist. In Abbildung 1 A ist eine 

Häm- und Coomassiefärbung des Proteins vor und nach der Gelfiltration dargestellt. Die-

se Methode erhöht den Reinheitsgrad des rekombinant produzierten Proteins deutlich 

(siehe auch Abschnitt 3.2.1).  

 

Abbildung 1: TsdA aus A. vinosum. A: Coomassie (Spalte 1 und 3) und Häm Färbung (Spalte 2 und 4) 
rekombinanter TsdA (jeweils 5 µg) nach der Aufreinigung über Streptactin Affinitätschromatographie 
(Spalte 1 und 2) und Gelfiltration (Spalte 3 und 4). M: Protein Prestained Marker New England Biolabs 
(Tabelle 3). B: UV-Vis Spektrum von rekombinantem TsdA im oxidierten (gepunktete Linie) und reduzier-
ten (durchgehende Linie) Zustand in 20 mM Tris-HCl Puffer pH 8,0.  

Die TsdA aus A. vinosum weist ein c-Typ Cytochrom charakteristisches UV-Vis Spekt-

rum auf (Abbildung 1 B). Bei einem pH-Optimum von pH 4,0 hat die TsdA eine hohe 
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spezifische Thiosulfatdehydrogenase-Aktivität von 28.600 U/mg mit Ferricyanid als arti-

fiziellem Elektronenakzeptor. Erste Ergebnisse aus elektroparamagnetischer Resonanz-

spektroskopie (2.8.9) lassen die hoch konservierten Aminosäuren Cystein96 und Methio-

nin209 als wahrscheinlichste Liganden der beiden Häme erscheinen. Damit würde es sich 

bei der TsdA um ein c-Typ Cytochrom mit ungewöhnlicher His/Cys-Ligation (1.2.1) 

handeln (Denkmann et al. 2012). 

Homologe der Thiosulfatdehydrogenase (TsdA) finden sich in Organismen der α-, β-, γ-, 

δ- und ε-Proteobakterien, aber auch einigen Grampositiven (Denkmann et al. 2012). In 

den Organismen Parachlamydia acanthamoebae und Waddlia chondrophila, Vertreter 

der Umweltchlamydien konnten ebenfalls tsdA-homologe Gene identifiziert werden 

(Koch 2012). Einige prominente Vertreter der Pseudomonaden enthalten Kopien des 

tsdA-Gens, wie Pseudomonas stutzeri und Pseudomonas aeroginosa, wo eine Enzymak-

tivität bei Wachstum auf Sulfid, Thiosulfat und Tetrathionat beobachtet werden konnte 

(Schook und Berk 1979). Auch bei dem marinen Pseudomonas CHG7-3 wurde eine Thi-

osulfatdehydrogenase-Aktivität nachgewiesen (Sorokin 1993). Neben P. aeroginosa ist 

das ε-Proteobakterium Campylobacter jejuni ein weiterer humanpathogener Organismus, 

der ein TsdA-Homolog enthält (Liu et al. 2013). Für die grampositiven Organismen Ba-

cillus brevis, Lysinibacillus sphaericus und Lysinibacillus fusiformis, welche alle ein 

tsdA-homologes Gen enthalten, wurde noch keine Bildung von Tetrathionat nachgewie-

sen. Eher ungewöhnlich ist die Präsenz eines tsdA-homologen Gens in Nitrobacter ham-

burgensis, da hier die Verwendung von reduzierten Schwefelverbindungen bislang nicht 

beobachtet werden konnte. Allerdings enthält N. hamburgensis auch homologe Gene zu 

soxXYZAB (Starkenburg et al. 2008). Ähnliches wurde für Cupriavidus metallidurans 

dokumentiert (Janssen et al. 2010). Eine detailreiche Charakterisierung des Enzyms er-

folgte für den Sulfid-Oxidierer Thiobacillus W5 (Visser et al. 1996) und erst kürzlich für 

Acidithiobacillus ferrooxidans (Kikumoto et al. 2013). In ΔtsdA-Mutanten von A. vino-

sum konnte gezeigt werden, dass diese nicht in der Lage waren Tetrathionat zu bilden 

(Denkmann et al. 2012).  

            110  120       130         140     150 

Allochromatium vinosum    ------PDFV GNGLACRHCH PGRDGEVGTE ANAAPFVGVV GRFPQYSARH 110 

Cupriavidus metallidurans    ------PKNV GNGLNCTNCH LSG----GTT AYASPWVGLS GAFPEYRSRS 101 

Ralstonia pickettii     ------PHNV GNGLNCTSCH LNG----GTT PYASPWVGLT AAFPEYRSRS 98 

Sideroxydans lithotrophicus   ------KQYV GNSLNCVNCH LAS----GRK ENSSPLWAAY VRYPAYRAKN 108 

Beggiatoa sp.    ------KRYV GNGLNCTNCH LSE----GRK ANAAPLWGAY GMYPQYRGKN 133 

Campylobacter jejuni    QAKDPKKRFA GNNLSCSSCH ANG----GSV QNQSGFVGIW ARFPQYNARG 129 

Thiomonas sp.    ------KDFV GNTLSCVNCH TDA----GRM AGSAPLWAAY VSYPAYRGKN 113 

Thiomonas intermedia    ------KDYV GNTLSCVNCH TDA----GRM AGSAPLWAAY VSYPAYRGKN 120 
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     160        170        180         190     200 

Allochromatium vinosum   GRLITLEQRI GDCFERSLNG RALALDHPAL IDMLAYMSWL SQGVPVGAVV 160 

Cupriavidus metallidurans   GKLISLQERV NDCFQRSMNG KPLAFDSAEM NAIMAYMKWL STGVPVGTNV 151 

Ralstonia pickettii    GAVISLQQRV NDCFQRSMNG KPIAFDGEDM NAILAYMKWL SSGVPVGTNV 148 

Sideroxydans lithotrophicus   NKVNTYEERI QGCFKYSLNG KAPAVDSPEM VALVTYSYWL ATGAPVGAKL 158 

Beggiatoa sp.    REVVTFQERI QDCFKYSLDG IAPTVDSPEM EALIAYAHWL SKGVPVGVLL 183 

Campylobacter jejuni    DKVITLADRI NGCFERSMNG KRMPSDTPEM KAMLTYMQWL SQGVPVGAKI 179 

Thiomonas sp.     KKVNTFEERL QGCFKFSQNG KAPPLGSKTL VALESYSYWL SKGLPVDEKV 163 

Thiomonas intermedia    KKVNTFEERL QGCFKFSQNG KAPPLGSKTL VALESYSYWL SKGLPVDEKV 170 

     210       220        230         240     250 

Allochromatium vinosum   AGHGIPTL-T LEREPDGVHG EALYQARCLA CHGADGSGTL DADG--RY-L 206 

Cupriavidus metallidurans   TGRGFEKI-D TALVPNREHG KAVYAAQCAS CHGADGQGMK NPQG--GY-V 197 

Ralstonia pickettii    TGRGFEKI-D TALAPNRDNG KAVYAQRCAA CHGAEGQGLP HPQG--GY-L 194 

Sideroxydans lithotrophicus  KGAGYPEVPK PGLIPDANRG KTVFVENCQV CHGSNGEGKK VDGK---Y-I 204 

Beggiatoa sp.    PGNGFTPV-N RTRAPSTENG EILYKTQCAM CHGKDGLGYK YEDDRPGY-M 231 

Campylobacter jejuni    EGQGLKKIDF ISRAADPKKG KAIYMDKCAV CHQENGLGLK NEDSAGAYYL 229 

Thiomonas sp.    AGRGYPNLPE PQQAPDYVRG QKVYEAKCIL CHAANGEGQY VNGE---T-V 209 

Thiomonas intermedia    AGRGYPNLPE PQQAPDYVRG QKVYEAKCIL CHAANGEGQY VNGE---T-V 216 

     260  270        280  290      300 

Allochromatium vinosum   FPPLWGPRSF NTGAGMNRQA TAAGFIKHKM PLGADDSLSD EEAWDVAGFV 256 

Cupriavidus metallidurans   FPPVWGKDSF NIGAGMARMY TAAAFVKHNM PLGQGGTLSA QDALDVSAYF 247 

Ralstonia pickettii    MPPLWGKDSF NVGAGMARMY TAAAFVKHNM PLGQGGTLTA QEAVDVAAFF 244 

Sideroxydans lithotrophicus   FPPLWGSESF NWGAGMHRIN TAAAFIKANM PLSKGGTLTD QEAWDVATFV 254 

Beggiatoa sp.     FPPLWGSDSF NRAAGMNKVK TAAQFIKANM PLGRGFTLTD NEAVDIAYYM 281 

Campylobacter jejuni    YPPLWGDDSY NTGAGMYRLI KAASYIKENM PQGAP-DLSL EDAYDVAAYM 278 

Thiomonas sp.     FPPLWGPKSF NWGAGMGSYK NAAKFIYANM PYGMSYSLSP QEAWDVAYFM 259 

Thiomonas intermedia    FPPLWGPKSF NWGAGMGSYK NAAKFIYANM PYGMSYSLSP QEAWDVAYFM 266 

Abbildung 2: Vergleichende Sequenzanalyse von Thiosulfatdehydrogenasen verschiedener Organismen. 
Die Nummerierung über der Sequenz gibt die Gesamtanzahl alignter Aminosäuren an, die Nummerierung 
hinter den Sequenzen die Anzahl der Aminosäuren des einzelnen Organismus. Rot hervorgehoben sind die 
hoch konservierten Aminosäuren C96 und M209, welche als mögliche distale Liganden der Häme gelten,  
sowie die beiden Häm-Bindemotive. Die Sequenzanalyse wurde mit BLAST und Bioedit durchgeführt 
(Tabelle 5).  

In Abbildung 2 ist ein Alignement von TsdAs aus verschiedenen Organismen dargestellt. 

Wichtige Charakteristika sind zwei Hämbindemotive, sowie die stark konservierten Ami-

nosäuren Cystein und Methionin, welche mögliche Liganden der gebundenen Häme sind.  

1.2. Häme 

Häme sind definiert als Protophyrin-Molekül, welches ein zentrales Eisenatom bindet. 

Häme bilden eine prosthetische Gruppe und kommen in vier verschiedenen Varianten, 

die sich in ihrer Struktur unterscheiden (Häm a, b, c und d) und seltenen Variationen die-

ser vor (Abbildung 3). 



4  Einleitung 

4 

    

 

Abbildung 3: Häm a, b, c und d, modifiziert nach Abbildung 1.10 aus Pettigrew und Moore 1987. 

Eine große Anzahl an Proteinen kann Häme binden, dazu zählen Katalasen, Peroxidasen 

und Cytochrome. Ein Cytochrom ist definiert als Protein, welches Häm bindet und Was-

serstoff und Elektronen überträgt (Lemberg und Barrett 1973). Allerdings haben einige 

Cytochrome auch als vorrangige Funktion die Katalyse, z. B. die b-Typ enthaltenen Cy-

tochrome Häm-Protein P450 und die Nitritoxid-Synthase (Hasler 1999; Alderton et al. 

2001). Ein weiteres wichtiges Charakteristikum neben der Struktur, ist die Häm-(Eisen) 

Ligation. Diese beeinflusst das Redoxpotential von Cytochromen maßgeblich (Battistuzzi 

et al. 2002), welches üblicherweise zwischen - 500 und + 450 mV liegt (Reedy et al. 

2007). Die vier Stickstoffmoleküle des Porphyrinrings ligieren das Eisenatom, sodass 

dieser flach in dem Protein liegt. Zwei weitere axiale Ligandenpositionen, können von 

Aminosäuren des Proteins besetzt werden. Häm c bindende Proteine sind durch ein 

CXXCH Häm-Bindemotiv charakterisiert, wobei die beiden Cysteine als Linker Thio-

etherbindungen mit dem Häm eingehen. Allerdings wurde erst vor kurzem in der Hydro-

xylamin-Oxidoreduktase aus dem Annamoxbakterium Kuenenia stuttgartiensis ein Häm 

identifiziert, das kovalent über ein Tyrosin an das Protein gebunden ist (Maalcke et 

al. 2014). Das Histidin des Hämbindemotivs bildet den proximalen axialen Liganden und 

auf der Gegenseite kann sich ein sechster axialer distaler Ligand befinden, sodass das 

Eisenatom in einem oktaedrischen Komplex gebunden ist. Bei fehlenden sechsten Ligan-

den handelt es sich um ein „high-spin“ Häm. Dieses ist definiert als Häm mit einem 

schwachen oder fehlenden Liganden. Bei einem starken sechsten Liganden handelt es 

sich um ein „low spin“ Häm, z. B. mit einer His/His- oder His/Met-Ligation. Für eine 

allgemeine Definition zu „high spin“ und „low spin“ siehe Abschnitt 2.8.9 EPR-

Spektroskopie.  

 

Häm a Häm d Häm c Häm b 
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1.2.1. Ungewöhnliche Häm-Eisen Ligationen 

Gewöhnlich werden c-Typ Häme His/His- (Abbildung 4) oder His/Met-koordiniert 

(Cheesman et al. 1997), wobei die häufigste Häm-Eisen Ligation in c-Typ Cytochromen 

eine His/His-Koordination ist (Bandeiras et al. 2005). Eher seltener sind Met/Met-

Ligationen so z. B. in einem streptococcalen Zelloberflächen-Protein, bei dem Methionin 

als axialer und distaler Ligand fungiert (Ran et al. 2007). Einige wenige Proteine weisen 

Variationen des Häm-Bindemotivs zu CX15CH oder sogar CXXCK auf (Einsle 2000; 

Hartshorne et al. 2007). Lysin agiert als proximaler Häm-Ligand im CXXCK-Motiv der 

katalytisch aktiven Domäne der Wolinella succinogens Stickstoffreduktase (Einsle 2000).  

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung einer His/His-Koordination eines Hämes, modifiziert nach 
          Grein et al. 2010.  

Variationen an dem distalen Liganden sind zahlreicher und häufiger als Veränderungen 

des proximalen Häm-Eisen Liganden. Erstmalig wurde eine ungewöhnliche His/Cys-

Häm-Eisen-Koordination beim SoxXA-Protein von Rhodovulum sulfidophilum beschrie-

ben. Bis jetzt ist SoxXA das einzige Protein, bei dem der Cystein-Ligand persulfuriert 

vorliegt und das Häm-Eisen über ein Thiolat koordiniert wird (Cheesman et al. 2001). In 

A. vinosum wurde für das DsrJ-Protein eine ungewöhnliche His/Cys-Koordination ohne 

Persulfurierung eines Hämes nachgewiesen (Grein et al. 2010). Dieser sehr seltene Fall 

einer Häm-Eisen Ligation wurde auch für das grüne Häm-Protein von Halochromatium 

salexigens (van Driessche et al. 2006), ein Trihäm Cytochrom c in Rhodovulum sulfido-

philum (Alric et al. 2004), den NaxLS-Cytochromkomplex in Annamoxbakterien (Ukita 

et al. 2010), einen bakteriellen Eisenresonanz-Regulator in Bradhyrhizobium japonicum 

(Ishikawa et al. 2011) und das PsbV2-Cytochrom des Cyanobakteriums Thermosy-

nechoccus elongates (Suga et al. 2013) gezeigt. Für das PsbV2-Protein konnte dazu eine 

Kristallstruktur erstellt werden (Suga et al. 2013). Noch seltener als His/Cys-koordinierte 

proximaler Ligand (Histidin) 

distaler Ligand (Histidin) 

Häm 
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Häme sind alternative Ligationen mit den Aminosäuren Aspartat, Tyrosin, Asparagin 

oder Lysin. In dem Hämoglobin des IsdB-Rezeptor von Staphylococcus aureus wurde 

eine ungewöhnliche Met/Tyr-Ligation eines Hämes beobachtet (Gaudin et al. 2011). 

Auch Aspartat ist ein möglicher distaler Ligand von Häm-Eisen wie z. B. in dem NrfH-

Protein von Desulfovibrio vulgaris. Allerdings ist Aspartat ein sehr schwacher Ligand, 

sodass das Häm dieser Chinoldehydrogenase als fünffach koordiniert gilt und der proxi-

male Ligand, das Methionin eines seltenen CXXCHXM Motivs ist (Rodrigues et al. 

2006). Eine vergleichbare Situation wurde für eine Hydroxylamin-Oxidoreduktase im 

Annamoxbakterium Kuenenia stuttgartiensis gefunden, bei der innerhalb des Octahäm 

Cytochtroms ein Aspartat den distalen Liganden des katalytisch aktiven Hämes bildet 

(Maalcke et al. 2014). Auch das Cytochrom c SHP von Rhodobacter sphaeroides ist im 

reduzierten Zustand fünffach koordiniert, während im oxidierten Zustand Asparagin als 

sechster distaler Ligand fungiert und bei Reduktion unter Änderung der Konformation 

des Proteins eine Wasserstoffbindung eingeht (Leys 2000). In Paracoccus pantotrophus 

konnte ein Ligandenwechsel bei einem Häm des Cytochroms cd1 von einer His/His- zu 

einer His/Met-Koordination nachgewiesen werden, wenn das Protein reduziert wurde 

(van Wonderen et al. 2007). Diese Art des Ligandenwechsels wurde außerdem bei Pfer-

deherz Cytochrom c beobachtet. Allerdings änderte sich bei diesem Cytochrom der Lig-

and mit dem pH-Wert. Bei pH 7,0 oder einem saurem pH-Wert ist das Häm des Mono-

häm Proteins Pferdeherz Cytochrom c His/Met-koordiniert und bei alkalischem pH-Wert 

führt eine Änderung der Proteinkonformation zu einer His/Lys-Koordination (Schweit-

zer-Stenner et al. 2007; Verbaro et al. 2009). Dabei fällt auf, dass Lysin immer nur als 

Ligand des katalytisch aktiven Häms beobachtet werden konnte. Insgesamt zeigt sich, 

dass es eine Reihe von Aminosäuren gibt, welche die Fähigkeit haben Häm-Eisen zu ko-

ordinieren und die Enzymaktivität zu teilweise unerwarteten Ligandenwechseln führt. 

Die Thiosulfatdehydrogenase ist mit vermuteter His/Cys-Koordination eines Hämes ein 

weiterer Kandidat für die Liste der Proteine mit ungewöhnlichen Häm-Eisen Ligation. 

Die TsdA gleicht damit direkt in zweifacher Hinsicht den SoxXA-Proteinen, die alle eine 

ungewöhnliche His/Cys-Ligation eines Hämes besitzen und Thiosulfat als Substrat ver-

wenden (Kappler et al. 2008). 

1.3. Thiosulfat 

Thiosulfat ist ein Substrat der Thiosulfatdehydrogenase Thiosulfat ist das Anion der 

Thioschwefelsäure und besteht aus zwei Schwefelatomen und drei Sauerstoffatomen 
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(Abbildung 5). Im basischen Milieu ist Thiosulfat stabil, während es bei sauren Bedin-

gungen langsam zu Schwefeldioxid, Schwefel und Wasser zerfällt.  

 

Abbildung 5: Das Thiosulfat Anion. Modifiziert nach www.bio.davidson.edu. 

Thiosulfat ist nur in geringem Maße in der Umwelt vorzufinden, spielt aber eine wichtige 

Rolle im Schwefelkreislauf. Zum Beispiel wird Thiosulfat in Bakterien der Ordnung der 

Thermotogales zu Sulfid reduziert und nimmt damit eine entscheidende Rolle im geo-

chemischen Zyklus von Schwefel in anaeroben, thermischen Milieus mit leicht saurem 

oder neutralen pH-Wert ein (Ravot et al. 1995). Sulfit bildet auch das Endprodukt der 

Disproportionierung von Thiosulfat zu Schwefel, Sulfit und Wasser (Jørgensen 1990). 

Viele phototrophe und chemotrophe Organismen können unter aeroben oder anaeroben 

Bedingungen reduzierte Schwefelverbindungen wie Thiosulfat zu Sulfat oder Tetrathio-

nat oxidieren. Bei der Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat bilden einige Bakterien als In-

termediat Schwefelglobuli aus (Cohn 1875; Cramer 1870; Winogradsky 1887). Zum Bei-

spiel wird in A. vinosum Schwefel in Form von Schwefelglobuli intermediär in den Zel-

len eingelagert (Dahl et al. 2008; Hensen et al. 2006). Die Oxidation von Thiosulfat zu 

Tetrathionat findet als zweiter Stoffwechselweg, neben der vollständigen Oxidation zu 

Sulfat, in A. vinosum statt und wird durch die Thiosulfatdehydrogenase katalysiert (Hen-

sen et al. 2006; Denkmann et al. 2012). Neben Thiosulfat kann dieses Enzym auch Tetra-

thionat als Substrat nutzen und die reverse Reaktion der Tetrathionat-Reduktion kataly-

sieren (Liu et al. 2013).  

1.4. Tetrathionat 

Tetrathionat ist eine Polythionsäure, die aus zwei Schwefelatomen der Oxidationsstufe 

null und zwei Schwefelatomen der Oxidationsstufe fünf und sechs Sauerstoffatomen be-

steht (Abbildung 6).  
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Abbildung 6: Struktur von Tetrathionat. Schwefelatome sind gelb und Sauerstoffatome rot dargestellt. 
Licensed under Public domain via Wikimedia Commons http://com-
mons.wikimedia.org/wiki/File:Tetrathionate-3D-balls.png#mediaviewer/File:Tetrathionate-3D-balls.png 

Tetrathionat ist an einer Reihe von chemischen Reaktionen beteiligt und kann unter ande-

rem in einer asymmetrischen Hydrolyse zu Thiosulfat, elementarem Schwefel und Sulfat 

zerfallen (Hollemann und Wiberg 1998). Außerdem kann Tetrathionat mit Sulfid zu ele-

mentrarem Schwefel und Thiosulfat reagieren (Roy und Trudinger 1970). Die dispropor-

tionierte Hydrolyse zu Thiosulfat wird in einigen Bakterien und Archaea von Tetrathio-

nat-Hydrolasen katalysiert. Im Sulfatoxidierer Aciditiobacillus ferrooxidans ermöglicht 

das Enzym Af-Tth (Aciditionbacillus ferrooxidans Tetrathionat-Hydrolase) die Reaktion 

von Tetrathionat zu Thiosulfat, elementarem Schwefel und Sulfat (Kanao et al. 2013). In 

dem Archaeon Acidianus hospitalis wird eine Tetrathionat-Hydrolase in Form von vi-

rusartigen Partikeln sekretiert (Krupovic et al. 2012) und auch im Archaeon Acidianus 

ambivalens ist eine extrazelluläre Tetrathionat-Hydrolase vorzufinden (Protze et al. 

2011).  

In marinen Bakterien ist Tetrathionat dagegen ein wichtiges Oxidationsprodukt und 

nimmt eine zentrale Rolle im Schwefelstoffwechsel ein (Jørgensen 1990). Es wird ein 

Tetrathionatszyklus vorhergesagt, in dem katalytische Prozesse der marinen Organismen 

und chemische Prozesse eine Rolle spielen, sodass die Oxidation von Sulfid zu elementa-

rem Schwefel in Anwesenheit von Thiosulfat und Tetrathionat ermöglicht wird (Podgor-

sek, L. und Imhoff 1999). Allerdings ist Tetrathionat eine nicht stabile Schwefelverbin-

dung und kann nur akkumulieren, wenn die Neubildung schneller erfolgt als der chemi-

sche Zerfall. Kleine Mengen von Thiosulfat und Tetrathionat sind notwendig um die Ge-

samtoxidation von Sulfid zu elementarem Schwefel über bakterielle und chemische Re-

aktionen zu ermöglichen. Bakterien die nicht in der Lage sind Sulfid selbst zu nutzen, 

können von der vernetzen Oxidation von Sulfid zu elementarem Schwefel profitieren. 

Durch die chemische Reaktion von Tetrathionat und Sulfid zu zwei Molekülen Thiosulfat 

und elementarem Schwefel als finales Oxidationsprodukt, wird Thiosulfat als Substrat für 

Bakterien wiederhergestellt (Podgorsek, L. und Imhoff 1999) (Abbildung 7).  
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Abbildung 7: Der Tetrathionatszyklus. Tetrathionat und Thiosulfat bilden ein katalytisches Paar, während 
elementarer Schwefel das finale Oxidationsprodukt ist, das in den Sedimenten akkumuliert. Modifiziert 
nach (Podgorsek, L. und Imhoff 1999).  

Bei nicht marinen Bakterien kann Tetrathionat mit verschiedenen Stoffwechselwegen in 

Verbindung gebracht werden. In Halothiobacillus neopolitanus (ehemals Thiobacil-

lus X (Kelly und Wood 2000)) wurde schon 1958 von Trudinger ein Enzym beschrieben, 

dass die Reaktion von Thiosulfat zu Tetrathionat katalysiert (Trudinger 1958). Tetrathio-

nat ist auch ein mögliches Intermediat in der Oxidation von Sulfid und Thiosulfat (Kue-

nen et al. 1992) bei mehreren Arten von Thiobacilli, z.B. Thiomonas intermedia (ehe-

mals Thiobacillus intermedius (Moreira und Amils 1997)) oder Thermithiobacillus 

tepidarius (ehemals Thiobacillus tepidarius (Kelly und Wood 2000)). In Methylophaga 

thiooxidans ist Tetrathionat das Endprodukt der Dimethylsulfid-Oxidation. Die Oxidation 

von exogenem Thiosulfat zu Tetrathionat ist dabei der finale Oxidationsschritt und führt 

zu der Synthese von Adenosintriphosphat (ATP) (Boden et al. 2010). 

Tetrathionat hat noch weiter an Bedeutung gewonnen seitdem bekannt ist dass das Hu-

manpathogen S. typhimurium während einer verursachten Entzündung, eine Wirts-

getriebene Bildung von Tetrathionat aus Thiosulfat über reaktive Sauerstoff-Radikale 

auslöst (Winter et al. 2010). Als terminaler Elektronenakzeptor wird hier Tetrathionat 

über die Tetrathionatreduktase TtrABC genutzt und gibt den Bakterien so einen Wachs-

tumsvorteil gegenüber anderen Organismen der Darmflora, welche dieses Enzym nicht 

besitzen. Außerdem erlaubt die Tetrathionat-Atmung die Nutzung von spezifischen nicht-

fermentierbaren Kohlenstoffquellen, wie Ethanolamin, was einen zusätzlichen Vorteil für 

das Darmbakterium S. typhimurium darstellt (Thiennimitr et al. 2011). Auch andere 

Darmpathogene wie Citrobacter können Tetrathionat veratmen (Kaprálek 1972), was 

Tetrathionat eine umfassende Bedeutung in dem Stoffwechsel pathogener Organismen 

verleiht. 

Bakterielle 

Atmungskette 

Thiosulfat 

Tetrathionat 
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Aus diesem Grund sollte neben dem Modellorganismus Allochromatium vinosum, in dem 

erstmalig eine Thiosulfatdehydrogenase identifiziert wurde, der humanpathogene Orga-

nismus Campylobacter jejuni, der ebenfalls ein TsdA-Homolog enthält, untersucht wer-

den.  

1.5. Der Organismus Allochromatium vinosum 

Allochromatium vinosum ist ein Schwefelpurpurbakterium, gehört zu den Gammaprote-

obakterien und zu der Klasse der Chromatiaceae (Imhoff et al. 1998). A. vinosum kommt 

in Sulfid-haltigen Gewässern und Sedimenten, aber auch in marinen Ökosystemen vor. 

Es handelt sich bei dem Organismus um ein gramnegatives, stäbchenförmiges und mono-

polar begeißeltes Bakterium, welches unter anoxischen Bedingungen in der Lage ist pho-

tolithoautotroph oder photoorganoheterotroph zu wachsen. Bei mikro- bis semioxischen 

Bedingungen ist A. vinosum auch zu einem chemoautotrophen Stoffwechsel mit Malat als 

Elektronendonator befähigt (Kämpf und Pfennig 1980). Weitere Elektronendonatoren, 

zur CO2-Fixierung über den reduktiven Pentosephosphatweg bei phototrophem Wachs-

tum, sind neben reduzierten Schwefelverbindungen auch elementarer Wasserstoff, For-

miat und Pyruvat (Pfennig 1992; Brune 1989). Die Flexibilität des Stoffwechsels und die 

Möglichkeit der genetischen Manipulation machen A. vinosum zu einem geeigneten Mo-

dellorganismus. Zudem ist seit 2011 das komplette, 3,6 Gb große Genom des Organismus 

mit 3302 Annotationen für Protein-kodierende und 64 für RNA-kodierende Gene veröf-

fentlicht (Weissgerber et al. 2011).  

1.6. Der Organismus Campylobacter jejuni 

Campylobacter jejuni gehört zu den ε-Proteobakterien und ist ein mikroaerophiles, gram-

negatives, spiraliges Stäbchen mit bipolarer, monotricher Begeißelung. C. jejuni ist Teil 

der Darmflora vieler Vogel- und Tierarten und verursacht mehr humane Lebensmittel-

vergiftungen als Salmonellen. Ein großes Gesundheitsproblem und Hauptursache für hu-

mane Campylobacteriose und verantwortlich für über 70 % aller Infektionen ist nicht gar 

gekochtes Huhn. In der Darmflora von Hühnern ist C. jejuni ein üblicher Vertreter, doch 

im Menschen ein mukosales intestinales Pathogen, welches akute blutige Diarrhoe mit 

Bauchkrämpfen und Fieber verursachen kann. Eine signifikante Anzahl von Infektionen 

(0,1 %) führt zu dem Guillain-Barré Syndrom, welches über neuromuskuläre Paralyse 

zum Tod führen kann (Nachamkin et al. 2008). In Abbildung 8 ist der Übertragungsweg 

von C. jejuni auf den Menschen dargestellt. Der entscheidende Unterschied zum Hühn-
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chen ist, dass die Epithelzellen des menschlichen Darmes keine Barriere für C. jejuni 

darstellen, wodurch der Organismus zum Pathogen wird (Young et al. 2007).  

 

Abbildung 8: Ursachen der Übertragung von Campylobacter jejuni auf den Menschen (Young et al. 2007). 

C. jejuni besitzt ein relativ kleines Genom von 1,7 Mb und enthält trotzdem ein sehr 

komplexes Elektronentransportsystem (Sellars et al. 2002; Nachamkin et al. 2008). Bei 

mikroaeroben Wachstum werden Elektronen von Elektronendonoren mit niedrigem Re-

doxpotential zu Menachinon oder Methylmenachinon (Juhnke et al. 2009; Guccione et al. 

2010) und anschließend zu einer von zwei terminalen Oxidasen, entweder direkt zu der 

Chinoloxidase CioAB oder über den Protonen-translozierenden Cytochrom bc1 Komplex 

und Cytochrom c zur cb-Oxidase geleitet (Jackson et al. 2007). Stoffwechselwege mit 

einer Vielfalt von alternativen Elektronenakzeptoren wie Fumarat (Sellars et al. 2002; 

Weingarten et al. 2009; Guccione et al. 2010), Nitrat und Nitrit (Pittman et al. 2007), 

Trimethylamin N-oxid (TMAO) und Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sellars et al. 2002) 

konnten identifiziert werden. 

1.7. Ziel dieser Arbeit 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Struktur und Funktionsweise der Thiosulfatdehydro-

genasen aufgeklärt werden. Am Beispiel der TsdA-Proteine aus A. vinosum und C. jejuni 

sollten biochemische, kinetische und strukturelle Erkenntnisse über diese Enzymklasse 

gewonnen werden. Damit eine umfassende Analyse der Thiosulfatdehydrogenasen ge-

währleistet werden konnte, sollten im Rahmen von mehreren Bachelorarbeiten TsdA-

Proteine aus verschiedenen weiteren Organismen charakterisiert und in Bezug zu den 

Enzymen aus A. vinosum und C. jejuni gesetzt werden.  
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Ein Fokus wurde auf die Häm-Eisen Koordination dieser c-Typ Cytochrome gelegt. An-

hand von UV-Vis Spektren und über die Erstellung verschiedener AvTsdA-Varianten 

sollten Erkenntnisse über die Häm-Ligation des Dihäm Cytochroms gewonnen werden. 

In Kooperation mit Arbeitsgruppen aus Portugal und England, sollten die Struktur und 

das Redoxpotential der TsdA aus A. vinosum bestimmt werden.  

Des Weiteren sollte der endogene Elektronenakzeptor der TsdA-Proteine aus A. vinosum 

und C. jejuni identifiziert werden. Dazu wurden verschiedene Kandidatenproteine hetero-

log in E. coli produziert und getestet, ob diese in vitro als Elektronenakzeptor der TsdA-

Proteine fungieren können. 

Im Rahmen einer Kooperation sollten Erkenntnisse über die in vivo Funktionsweise der 

TsdA des pathogenen Organismus C. jejuni gewonnen werden. Dazu wurden eine ΔtsdA-

Deletionsmutante und eine ΔtsdA/tsdA
+-Komplementationsmutante erstellt und verglei-

chende Wachstumsversuche mit den Mutanten durchgeführt.  
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2.  Material und Methoden 

2.1.  Materialien 

2.1.1. Verwendete Chemikalien 

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien 

Name Firma Sitz in Deutschland 

2-(4-Hydroxyphenylazo)-benzolsäure 
Sigma-Aldrich Hamburg 

(HABA) 

Acrylamid 
Carl Roth GmbH+Co. KG 

GmbH+Co. KG 
Karlsruhe 

Agarose Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Ammoniumacetat Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Ammoniumperoxidsulfat (APS) Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Bis-Tris Sigma-Aldrich Hamburg 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Hamburg 

Calciumchlorid Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Coomassie Brilliant Blau G Sigma-Aldrich Hamburg 

L-Cystein Merck KGaA Darmstadt 

D-Desthiobiotin IBA Göttingen 

Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

EDTA Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Eisensulfat Merck KGaA Darmstadt 

Eisessig Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Essigsäure Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Formaldehydlösung (37 %) Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

GelRed Nucleic Acid Stain (10.000 x in 

Wasser) 
Biotium/VWR Harvard/Darmstadt 

Glycerin Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Glycerol Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

HCl Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Hefeextrakt Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

IPTG Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Kaliumcarbonat Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Kaliumhexacyanoferrat VWR Darmstadt 

Kaliumhexacyanoferrat (II) - Trihydrat Sigma-Aldrich Hamburg 

Kaliumtetrathionat Merck KGaA Darmstadt 

Magnesiumsulfat-Heptahydrat Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Maltose Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Methanol Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Methylviologen - Dichloridhydrat Sigma-Aldrich Hamburg 

Natriumcarbonat Sigma-Aldrich Hamburg 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 
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Fortsetzung Tabelle 1: Verwendete Chemikalien 

Natriumcitrat Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Natriumdithionit Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Natriumhydroxid Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Natriumthiosulfat - Pentahydrat Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

N-Z-Amine A from bovine milk Sigma-Aldrich Hamburg 

Casein enzymatic hydrolysate Sigma-Aldrich Hamburg 

Pepton tryptisch verdaut (Trypton) Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Saccharose Sigma-Aldrich Hamburg 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich Hamburg 

Strep-Tactin Superflow IBA Göttingen 

Tris(2-carboxy-ethyl)phosphinchlorid 

(TCEP) 
Sigma-Aldrich Hamburg 

TEMED Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Tetramethylbenzidin (TMBZ) Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Titan (III) - chlorid Honeywell Specialty Chemicals Seelze 

Tris Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

Wasserstoffperoxid (30 %) Carl Roth GmbH+Co. KG Karlsruhe 

2.1.2. Verwendete Antibiotika 

Tabelle 2: Verwendete Antibiotika 

Name 
Konzentration  

der Stammlösung 
Firma (Ort) 

Ampicillin 100 mg/mL Wasser 
Carl Roth GmbH+Co. KG (Karls-

ruhe) 

Chloramphenicol 25 mg/mL Ethanol Sigma-Aldrich (Hamburg) 

 

2.1.3. Enzyme und Proteine 

Tabelle 3: Verwendete Restriktionsenzyme und Proteine 

Name Firma Sitz in Deutschland 

Albumin Fraktion V (BSA) 
Carl Roth GmbH+Co. 

KG 
Karlsruhe 

CIAP Thermo Scientific Schwerte 

Pferdeherz Cytochrom c Sigma-Aldrich Hamburg 

Eco47III Thermo Scientific Schwerte 

EcoRV Thermo Scientific Schwerte 

HindIII Thermo Scientific Schwerte 

NcoI Thermo Scientific Schwerte 

NdeI Thermo Scientific Schwerte 
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Fortsetzung Tabelle 3: Verwendete Restriktionsenzyme und Proteine 

Pfu-Polymerase Thermo Scientific Schwerte 

Prestained Protein Ladder  New England Biolabs München 

Prestained Protein Marker Thermo Scientific Schwerte 

T4-DNA-Ligase Thermo Scientific Schwerte 

XbaI Thermo Scientific Schwerte 

Xho I Thermo Scientific Schwerte 

 

2.1.4. Verwendete Nukleotide 

Tabelle 4: Verwendete Nukleotide 

Name Firma/Quelle Sitz in Deutschland 

dATP  Thermo Scientific Schwerte 

dCTP Thermo Scientific Schwerte 

dGTP Thermo Scientific Schwerte 

dTTP Thermo Scientific Schwerte 

GeneRuler 1 kB DNA Ladder Thermo Scientific Schwerte 

GeneRuler 100 Bp DNA Ladder Thermo Scientific Schwerte 

chromosomale DNA 

von Allochromatium vinosum 

zur Verfügung gestellt 

 von Renate Zigann 
  

chromosomale DNA 

von Campylobacter jejuni 

NC_009839 (Arnoud 

van Vliet, Institute of 

Food Research; Nor-

wich, England) 

  

 

2.1.5. Verwendete Software 

Tabelle 5: Verwendete Software unter Angabe von Hersteller/Quelle 

Software  Funktion - Hersteller/Quelle 

Adobe Reader XI Bilddarstellung - Adobe Acrobat (München) 

BioEdit Sequence Alignment Editor Sequenzvergleich - www.mbio.ncsu.edu 

BLAST 
Nukleotid/Protein Datenbankrecherche - 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

Clone Manager 9 Sequenzanalyse - Sci-Ed Software 

Clustal W 
Sequenzvergleich - 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htmL 

ExPASy 
Bioinformatische DNA und Protein Analyse - 

http://www.expasy.org/ 

GraphPad Prism 
Analyse und Darstellung kinetischer Daten - GraphPad Soft-

ware (La Jolla, USA) 
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Fortsetzung Tabelle 5: Verwendete Software unter Angabe von Hersteller/Quelle 

INTAS GDS 

Visualisierung von Agarosegelen/Kontrolle der Geldokumen-

tationsanlage 

INTAS (Göttingen) 

 

KEGG 
Nukleotid/Protein Datenbankrecherche - 

http://www.genome.jp/kegg/ 

Magellan Data Analysis Software Steuerung des Infinite M200 – Tecan (Crailsheim) 

Microsoft Office 2013 Text- und Datenbearbeitung – Microsoft (u. a. Berlin) 

Photoshop Elements Bildbearbeitung – Adobe Systems (München) 

SignalP 

Vorhersage von Signalpeptiden-

http://www.cbs.dtu.dk/services 

 (Center for Biological Sequence Analysis) 

Unicorn 5.0 Steuerung des Äkta Purifier (FPLC)- GE Healthcare (München) 

UV WinLab 2.31 Steuerung des Lambda 11  - PerkinElmer (Hamburg) 

UVProbe 2.10 Steuerung des UV-3100 – Shimadzu (Duisburg) 

UV/VIS online 
Steuerung des Agilent 8453 –  

Agilent Technologies (Waldbronn) 

WinASPECT Kontrolle des Specord 210  - analytikjena (Jena) 

 

2.1.6. Verwendete Geräte 

Tabelle 6: Verwendete Geräte unter Angabe des Herstellers 

Gerät Hersteller Sitz in Deuschland 

5810 R (Zentrifuge) Eppendorf Hamburg 

Agilent 8453 (Diodenarray – Photometer) Agilent Technologies Waldbronn 

Äkta Purifier (FPLC) GE Healthcare München 

Anaerobenzelt 
Coy Laboratory Pro-

ducts 

Göppingen (Töpffer Labor-

systeme)  

Biofuge 13 (Zentrifuge)  Heraeus Hanau 

Cell disruptor B15 Branson Sonifier Dietzenbach 

Centrifuge 5415R Eppendorf Hamburg 

EMX spectrometer Bruker Biospin Karlsruhe 

ESR 900 continuous-flow helium cryostat Oxford Instruments Uedem 

GENESYS 20 (Photometer) Thermo Scientific Schwerte 

Hera Safe (Sterilbank) Heraeus Hanau 

Horizon 58 (Agarosegelelektrophorese Kammern) Life Technologies Darmstadt 

Infinite M200 (Plattenlesegerät) TECAN Crailsheim 

INTAS GDS (Geldokumentationsanlage) INTAS Göttingen 

J20xP (Zentrifuge) Beckman Coulter Krefeld 

J2-HS (Zentrifuge) Beckman Coulter Krefeld 

Lambda 11 (Photometer) PerkinElmer Hamburg 

Mini Protean (SDS-PAGE Kammern) Biorad München 

Minitron (Inkubator) Infors HT Einsbach 
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Fortsetzung Tabelle 6: Verwendete Geräte unter Angabe des Herstellers 

MyCycler  Biorad München 

NovaspecII (Photometer) Pharmacia Biotech Freiburg 

Specord 210 (Photometer) analytikjena Jena 

UV-3100 

(UV/VIS-NMR Spectrophotometer) 
Shimadzu Duisburg 

 

2.1.7. Verwendete Kits 

Tabelle 7: Verwendete Kits unter Angabe des Herstellers 

Kit Funktion Hersteller (Ort) 

GeneJET™ Gel Extraction Kit #K0691/2 Aufreinigung von DNA 

Thermo Scientific 

(Schwerte) 

GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit #K0503 
Aufreinigung von Plasmiden 

Thermo Scientific 

(Schwerte) 

Pierce BCA Protein Assay Kit Bestimmung der Proteinkonzentration 

Thermo Scientific 

(Schwerte) 

2.1.8. Bakterienstämme 

 Tabelle 8: Verwendete Bakterienstämme unter Angabe des Genotyps 

 

2.1.9. Oligonukleotide 

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide unter Angabe der Sequenz und Quelle 

Bezeichnung 
Sequenz 5‘ � 3‘ (Restriktionsschnittstellen kur-

siv; eingeführte Punktmutationen in fett) 
Tm [C°] Quelle 

tsdAs_f CCA CAA AGA AAC ATA TGC GCG GTG (NdeI) 61,8 
Denkmann et 

al. 2012 

tsdAs_rev CCG ACG GGT GAT ATC GCG TCG (EcoRV) 66,6 
Denkmann et 

al. 2012 

TsdA_XbaIf CGG TTT CCC TCT AGA AAT AAT (XbaI) 52,6 
Denkmann et 

al. 2012 

IBA1_hindrev GCC GGA TCA AGC TTA TTA (HindIII) 52,8 
Denkmann et 

al. 2012 

 

Stamm Genotyp Quelle 

E. coli DH5α 
fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80 

Δ(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 
Hanahan 1983 

E. coli BL21 DE3 B dcm ompT hsdS(rB
-
mB

-
) gal 

Novagen 

(Darmstadt) 

E. coli C43 DE3 F
–
 ompT gal dcm hsdSB(rB

-
 mB

-
)(DE3) 

Novagen 

(Darmstadt) 

C. jejuni NCTC 11168  Wildtyp Stamm  

C. jejuni NCTC 81116 Wildtyp Stamm  
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Fortsetzung Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide unter Angabe der Sequenz und 

Quelle 

CysGlyfw GGC GAT GGT TTC GAG  54,3 
Denkmann et 

al. 2012 

CysGly_rev CTC GAA ACC ATC GCC 54,3 
Denkmann et 

al. 2012 

CysHisfw ATC GGC GAT CAT TTC GAG 55,6 
Diplomarbeit 

(2011) 

CysHis_rev CTC GAA ATG ATC GCC GAT 55,6 
Diplomarbeit 

(2011) 

CysMetfw ATC GGC GAT ATG TTC GAG CGC 61,8 diese Arbeit 

CysMet_rev GCG CTC GAA CAT ATC GCC GAT 61,8 diese Arbeit 

LysGlyfw ATC AAG CAC GGG ATG CCG TTA 62,2 diese Arbeit 

LysGly_rev TAA CGG CAT CCC GTG CTT GAT 62,2 diese Arbeit 

LysAsnfw ATC AAG CAC AAC ATG CCG TTA 50,5 diese Arbeit 

LysAsn_rev TAA CGG CAT GTT GTG CTT GAT  50,5 diese Arbeit 

MetGlyfw AAG CAC AAG GGG CCG TTA G 53 diese Arbeit 

MetGly_rev CTAAC  GGC CCC TTG TGC TT 53 diese Arbeit 

TsdA_XbaIoptf ACG CAG GAT CTA GAT CCC GCG (XbaI) 63,7 diese Arbeit 

IBA1_hindoptrev GCC GGA TCA AGC TTA TTA TTT TTC GAA CT (HindIII) 62,4 diese Arbeit 

Camje_fw GGAGGAAAACATATGAATAAATTTTC (NdeI) 50,1 Liu et al. 2013 

Camje_rev AATTGCCTTAGATATCTTTTTTGATC (EcoRV) 50,1 Liu et al. 2013 

Cj040_fw AGGAAACATATGAAAAAACACATTTTATTGCTTGG (NdeI) 57,4 Liu et al. 2013 

Cj040_rev CAAAATGATATCTTCTCCTGGGGAAGTG (EcoRV) 58,5 Liu et al. 2013 

 

2.1.10. Plasmide 

Tabelle 10: Verwendete Plasmide mit Beschreibung unter Angabe der Quelle 

Plasmid Beschreibung Quelle 

pEC86 
Cm

r
, Produkt aus pEC66 und pACYC184 mit den E.coli 

ccmABCDEFGH Genen 
Arslan et al. 1998 

pET22b+ 
Ap

r
, His-tag, T7lac promotor 

Merck KGaA 

(Darmstadt) 

pASK-IBA3+ Ap
r
, Strep-tag, Tet promotor IBA (Göttingen) 

pPR-IBApelB Ap
r
, IBA 1 Vektor mit pelB-Leader, Strep-tag, f1 origin IBA (Göttingen) 

pPR-IBApelBdsrJ 

Ap
r
, Strep-tag, NcoI-Eco47III Frag-

ment von PCR amplifiziertem dsrJ in 

pPR-IBApelB 

Grein et al. 2010 

pPR-IBAstrepdsrJ 
Ap

r
, Strep-tag, Eco31I Fragment von PCR amplifiziertem 

dsrJ in verdauten pPR-IBA1  

zur Verfügung gestellt 

von Dr. Fabian Grein 

pETstrepdsrJ 
Ap

r
, Strep-tag, NcoI-HindIII Fragment aus pPR-

IBAstrepdsrJ in verdauten pET-22b 

zur Verfügung gestellt 

von Dr. Fabian Grein 
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Fortsetzung Tabelle 10: Verwendete Plasmide mit Beschreibung unter Angabe der Quelle 

pPR-IBAtsdAsstrep 

Ap
r
, Strep-tag, f1 origin, T7lac Promotor, NdeI - EcoRV 

Fragment von PCR amplifiziertem tsdAs in verdauten 

pPR-IBApelBdsrJ 

Denkmann et al. 2012 

pPR-

IBAtsdAsCys96Glystrep 

Ap
r
, Strep-tag, Cys96Gly Mutation in pPR-IBAtsdAsstrep 

eingebracht 
Denkmann et al. 2012 

pPR-

IBAtsdAsCys96Hisstrep 

Ap
r
, Strep-tag, Cys96His Mutation in pPR-IBAtsdAsstrep 

eingebracht 
Diplomarbeit 

pPR-

IBAtsdAsCys96Metstrep 

Ap
r
, Strep-tag, Cys96Met Mutation in pPR-IBAtsdAsstrep 

eingebracht 
diese Arbeit 

pPR-

IBAtsdAsLys208Glystrep 

Ap
r
, Strep-tag, Lys208Gly Mutation in pPR-IBAtsdAsstrep 

eingebracht 
diese Arbeit 

pPR-

IBAtsdAsLys208Asnstrep 

Ap
r
, Strep-tag, Lys208Asn Mutation in pPR-

IBAtsdAsstrep eingebracht 
diese Arbeit 

pPR-

IBAtsdAsMet209Glystrep 

Ap
r
, Strep-tag, Met209Gly Mutation in pPR-

IBAtsdAsstrep eingbracht 
diese Arbeit 

pET-alvin2274 
Ap

r
, His-tag, NdeI - NcoI Fragment von PCR amplifizier-

tem alvin_2274 in verdauten pET-22b(+) eingebracht  
(Franke 2013) 

pASK-alvin2274-C-strep 
Ap

r
, Strep-tag, XbaI - NcoI Fragment von pET-Alvin2274 

in verdauten pASK-IBA3+ eingebracht 
(Franke 2013) 

pET_marpuDRAFT_1194 

Ap
r
, Strep-tag, NdeI - XhoI Fragment von PCR amplifizier-

tem marpuDRAFT_1194 in verdauten pET_alvin_2601 

(pET-22b(+) Vektor +alvin_2601 Gen) eingebracht 

(Reuter 2013) 

pASK-IBATint_tsdB 

Ap
r
, Strep-tag, Tet ‚Promotor, BsaI Fragment von PCR 

amplifiziertem tsdB in verdauten pASK-IBA3+ einge-

bracht 

Denkmann et al. 2012 

pEtsdA 

Ap
r
, Strep-tag, NdeI - EcoRV Fragment von PCR amplifi-

ziertem c8J_0815 in verdauten pPR-IBApelBdsrJ einge-

bracht 

Liu et al. 2013 

pEcj40 

Ap
r
, Strep-tag, NdeI - EcoRV Fragment von PCR amplifi-

ziertem c8J_0040 in verdauten pPR-IBApelBdsrJ einge-

bracht 

Liu et al. 2013 

pASK-IBA3+_alvin_2879 

Ap
r
, Strep-tag, Tet Promotor, BsaI Fragment von PCR 

amplifiziertem Alvin2879 in verdauten pASK-IBA3+ ein-

gebracht 

(Koch 2012) 

pGEM3Zf(-) Ap
r
, T7lac Promotor, SP6 Promotor 

Promega GmbH 

(Mannheim) 

pMtsdA 

Kan
r
, PCR amplifiziertes c8j_0815 in das eine Kanamycin-

resistenzkassette inseriert, ist eingebracht in HincII ver-

dauten PGEM3Zg(-) 

Liu et al. 2013 

pM0040 

Kan
r
, PCR amplifiziertes c8j_0040 in welches eine Ka-

namycinresistenzkassette inseriert ist, eingebracht in 

HincII verdauten PGEM3Zg(-) 

Liu et al. 2013 

pC46 Cm
r
,  C. jejuni cj0046 Pseudogen - Integrationsvektor Gaskin et al. 2007 

pCtsdA 

Cm
r
, tsdA Komplementationsvektor, Eps3I Fragment von 

PCR amplifiziertem cjtsdA in verdauten PC46 einge-

bracht  

Liu et al. 2013 



20  Material und Methoden 

20 

2.2. Mikrobiologische Methoden 

2.2.1. Kultivierung von Escherichia coli 

In dieser Arbeit wurde ausschließlich mit rekombinanten Proteinen gearbeitet, welche 

heterolog in Escherichia coli über-produziert wurden. Zur Anzucht von Vorkulturen und 

bei der Produktion des „High-potential-iron-sulfur proteins“ (HiPIP) aus A. vinosum so-

wie TsdB aus Thiomonas intermedia wurde LB-Medium verwendet. Vorkulturen für die 

heterologe Proteinproduktion oder für die Erstellung chemisch kompetenter E. coli ent-

hielten fünf mL LB-Medium, und wurden über Nacht bei 37 °C und 180 rpm im Inkuba-

tor (Tabelle 6) geschüttelt. 

Luria Bertani (LB) Medium (Maniatis et al. 1982) 

Material: 

- 10 g Pepton tryptisch verdaut 

- 5 g Natriumchlorid 

- 5 g Hefeextrakt 

Ad. 1000 mL mit Wasser demin. 

Der pH-Wert wurde mittels 1M Salzsäure auf pH 7,5 eingestellt. Für die Herstellung von 

Agarplatten wurden 15 Gramm Agar pro Liter Medium hinzugefügt. Anschließend wurde 

das Medium für 15 Minuten, bei 121 °C autoklaviert und verwendet. Zur Herstellung von 

Selektivagarplatten wurde dem Medium nach Abkühlen auf 60 °C Antibiotikastammlö-

sung im Verhältnis 1 zu 1000 zugegeben. Bei der Produktion von TsdA aus A. vinosum 

sowie aller AvTsdA-Varianten wurde zur Anzucht von E. coli NZCYM Medium ver-

wendet (siehe auch Abschnitt 2.4). 

NZCYM Medium (Blattner et al. 1977) 

Material:  - 10 g N-Z-Amine A aus Rindermilch (Casein enzymatisches Hydrolysat) 

  - 5 g Natriumchlorid 

  - 5 g Hefeextrakt 

  - 2 g Magnesiumheptahydrat 

  - 2 g Maltose 

  - 1 g Protein Hydrolysat Amikase (Casaminosäuren) 

Ad. 1000 mL mit Wasser demin.  
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Der pH-Wert wurde mittels 1M Salzsäure auf pH 7,5 eingestellt. Anschließend wurde das 

Medium für 15 Minuten, bei 121 °C autoklaviert und verwendet. 

 

2.2.2. Präparation chemisch kompetenter E. coli-Zellen     

 (Dagert und Ehrlich 1979) (Mandel und Higa 1970) 

Resuspensionslösung: 70 mM CaCl2, 20 mM MgSO4  

Um chemisch kompetente E. coli-Zellen zu erhalten wurden zunächst Vorkulturen des 

benötigten Bakterienstammes angelegt (2.2.1). 700 µL einer Vorkultur wurden in eine 

70 mL umfassende Hauptkultur überführt, die bis zu einer OD600nm von 0.5 bei 37 °C und 

180 rpm in einem Inkubator (Tabelle 6) angezogen wurde. Anschließend wurden die Zel-

len pelletiert (2.800 g, 6 Minuten, 4 °C; Tabelle 6) und in 10 mL der Resuspensionslö-

sung gelöst. Nach einer 45 minütigen Inkubation auf Eis wurde erneut zentrifugiert 

(2.800 g, 10 Minuten, 4 °C; Tabelle 6) und das Pellet in 3,5 mL der Resuspensionslösung 

gelöst. Abschließend wurde die Suspension 30 Minuten auf Eis inkubiert und 875 µL 

eisgekühltes Glycerin hinzugegeben. Die nun chemisch, kompetenten E. coli-Zellen wur-

den in 300 µL aliquotiert und die Aliquots bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C gela-

gert.  

2.3. Molekularbiologische Methoden 

2.3.1. Polymerasekettenreaktion (PCR) (Mullis et al. 1992) 

Zur Amplifikation von tsdA- und tsdB-Genen wurden Standard PCR Protokolle verwen-

det (siehe unten). Zur Klonierung in Plasmide für die Transformation in chemisch kom-

petente E  coli DH5α (2.1.8) wurde die Pfu-Polymerase (Tabelle 3) eingesetzt. Genomi-

sche DNA von A. vinosum diente als Ausgangsmaterial zur Amplifikation von AvtsdA 

(Alvin0091), alvin2879 und alvin2274 (Tabelle 4), genomische DNA von C. jejuni 

(Tabelle 4) als Ausgangsmaterial zur Amplifikation von cjtsdA (c8j0815) und c8j0040. 

Als Basis zur Erstellung von TsdA-Varianten diente das Plasmid IBAtsdAs (Tabelle 10). 
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Standard PCR-Protokoll:  

95 °C    � 3 min 

95 °C    � 1 min 

Tm Primer. � 30 s 

72 °    � * 

72 °C    � 5 min 

4 °C      � ∞ 

* = abhängig von der Anzahl der Nukleotide ( 2 min/1000 Bp) ;Tm P. = siehe dazu 2.1.9 

2.3.2. GENE SOEING (gene splicing by overlap extensions)  (Horton et al. 1995) 

Die Methode des Gene SOEING wurde verwendet um Punktmutationen in die Nukleo-

tidsequenz von dem Protein AvtsdA einzuführen. Dazu wurden zwei Standard-PCRs (2.3) 

zur Amplifikation von überlappenden Genbereichen von tsdA mit Hilfe von Oligonukleo-

tiden (2.1.9), die die gewünschte Mutation trugen, durchgeführt. Die erhaltenen Produkte 

dienten als Ausgangsmaterial einer dritten PCR, in welcher das komplette Gen mit der 

nun enthaltenen Mutation amplifiziert wurde (Abbildung 9). Auf diese Weise konnten 

Plasmide mit verschiedenen Varianten des tsdA-Gens erhalten werden (Tabelle 10), die 

für TsdAs mit mutiertem Cystein96 oder Lysin208 kodieren: TsdAC96G, TsdAC96M, 

TsdAC96H, TsdAK208G und TsdAK208N. 

 

 

Abbildung 9:Gene SOEING nach Horton 1995 (http://www.biotechniques.com/). 
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2.3.3. Visualisierung von DNA 

50 x TAE: 40 mM Tris, 20 mM Essigsäure, 10 mM EDTA (2.1.1) 

10 x Ladepuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 40 % (w/v) Saccharose (2.1.1) 

 

Desoxyribonukleinsäure (DNA) wurde mit entsprechenden Mengen 10 x Ladepuffer ge-

mischt und in Taschen eines 1 %-igen Agarosegels gegeben. Als Standard wurde ein 

1 kB- oder 100 bp GeneRuler DNA Ladder mit aufgetragen (Tabelle 4). Eine Spannung 

von 95 V wurde an die Agarosegelelektrophorese Kammer (Tabelle 6) angelegt und die 

DNA durch die Poren des Agarosegels ihrer Größe entsprechend aufgetrennt. Die DNA 

wurde mit GelRedTm (2.1.1) zehn Minuten lang im Dunkeln angefärbt und unter Zuhilfe-

nahme der Geldokumentationsanlage (Tabelle 6) visualisiert.  

2.3.4. Aufreinigung von DNA aus dem Agarosegel 

Das benötigte Fragment wurde aus dem Gel mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten und 

die DNA wurde entsprechend den Anweisungen aus dem Protokoll des GeneJETTm Gel 

Extraction Kit (Tabelle 7) aufgereinigt.  

2.3.5. Restriktionsverdau  

Restriktionsenzyme wurden von Thermo Scientific bezogen (Tabelle 3) und nach Anga-

ben des Herstellers im entsprechenden Puffer eingesetzt. Standardmäßig wurden dazu 1 – 

2 µL Restriktionsenzym in einem 30 – 50 µL Ansatz für ein bis drei Stunden bei 37 °C 

inkubiert. Bei Restriktionsenzymen mit Sternaktivität wurde ein verkürzter Verdau mit 

anschließender Inaktivierung des Enzyms durchgeführt.  

2.3.6. Alkalische Dephosphorylierung 

Um die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Ligation von verdauten DNA-Fragmenten 

mit einem geschnittenen Plasmid zu erhöhen wurde im Vorfeld eine alkalische Dephos-

phorylierung des Vektors durchgeführt. Dazu wurde alkalische Phosphatase nach Anga-

ben des Herstellers (Tabelle 3) zur Vektor-DNA gegeben und für fünf Minuten bei 37 °C 

inkubiert. Anschließend erfolgte eine fünf-minütige Hitzeinaktivierung des Enzyms 

bei 75 °C.  

2.3.7. DNA Ligation 

Um DNA-Fragmente (z. B. PCR-Produkte) in einen Vektor zu klonieren, wurde das ent-

sprechende Fragment im Verhältnis drei zu eins und/oder fünf zu eins zu dem Vektor 

eingesetzt. Die Ligation erfolgte durch die Zugabe von T4-DNA Ligase (Tabelle 3) in 
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dem korrespondierenden Puffer. Ligationsansätze umfassten ein Volumen von 10 µL und 

wurden, entweder bei Raumtemperatur für zwei bis drei Stunden oder bei 4 °C über 

Nacht inkubiert.  

2.3.8. DNA Präparation 

Für die Präparation von Plasmid-DNA wurden 5 mL E. coli DH5α Kulturen, die das ge-

wünschte Plasmid trugen, angelegt und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Bei Plasmiden 

mit Resistenzgenen wurden 5 µL der entsprechenden Antibiotika Stammlösung (Tabelle 

2) hinzugegeben. Die Präparation erfolgte mit Hilfe des GeneJET ™ Plasmid Preparation 

Kit (0) und wurde nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die erhaltene DNA wurde 

in 30 µL H2Or aufgenommen.  

2.3.9. DNA Sequenzierung 

Mutationen welche mittels GENE SOEING (2.3.2) in ein Gen eingebracht wurden, konn-

ten über eine Sequenzierung des entsprechenden DNA Abschnittes überprüft werden. 

Sequenzierungen wurden von der Firma GATC (Konstanz, Deutschland) durchgeführt.  

2.3.10. Transformation chemisch kompetenter E. coli (Hanahan 1983) 

- 2 x YT-Medium: 
• 5 g NaCl,  
• 16 g Pepton tryptisch verdaut 
• 10 g Hefeextrakt 
• Ad. 1000 mL Wasser demin. 

Den pH-Wert auf 7,0 mit 1M Salzsäure einstellen und für 15 min bei 121 °C autoklavie-

ren (2.1.1).  

Chemisch kompetente E. coli (2.2.2) wurden mit 1 µl eines Plasmides (Tabelle 10) oder 

10 µl eines Ligationsansatzes (2.3.7) zusammen gegeben und für 45 – 60 min auf Eis 

inkubiert. Anschließend erfolgten ein 90 Sekunden langer Hitzeschock bei 42 °C und eine 

zweiminütige Lagerung auf Eis. Es wurden 500 µl LB-Medium oder 2xYT-Medium 

(2.2.1) hinzugegeben und der Transformationsansatz eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die 

transformierten Zellen wurden auf LB-Platten (2.2.1) mit entsprechendem Antibiotikum 

ausgestrichen und im 37 °C Brutschrank über Nacht bebrütet. Transformanden konnten 

am nächsten Tag über die Bildung von Kolonien nachgewiesen werden. 
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2.4. Heterologe Produktion von Proteinen in E. coli 

2.4.1. Heterologe Produktion von AvTsdA und AvTsdA-Varianten in E. coli   

(Denkmann et al. 2012) 

Für die heterologe Produktion von AvTsdA und allen AvTsdA-Varianten in E. coli wur-

den zunächst Vorkulturen (2.2.1) mit einem das entsprechende Plasmid (Tabelle 10) tra-

genden E.coli BL21 (2.1.8) angelegt. 700 mL Hauptkulturen wurden dann je 0.5 %ig mit 

einer Vorkultur angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,6 bei 37 °C und 180 rpm im In-

kubator bebrütet. Die Induktion der Protein Produktion erfolgte durch einen Temperatur-

wechsel zu 25 °C über Nacht. Bei der Produktion von c-Typ Cytochromen, wie der Thio-

sulfat Dehydrogenase (1.1), wurde zusätzlich zum Expressionsplasmid der pEC86-Vektor 

(Tabelle 10) in den Bakterienstamm eingebracht (2.3.10). Dieser Vektor kodiert für die 

ccm (c-type cytochrome maturation) Gene und ermöglicht den Einbau von Häm als 

Cofaktor in Proteine in E. coli (Arslan et al. 1998).  

2.4.2. Heterologe Produktion von TintTsdB in E. coli  

Zur heterologen Produktion von TintTsdB in E. coli wurden Vorkulturen (2.2.1) mit 

E. coli BL21 (2.1.8) angelegt die den pEC86-Vektor und pASK-IBATint_tsdB tragen 

(Tabelle 10). 400 mL Hauptkulturen wurden dann 0,5 %ig mit den Vorkulturen ange-

impft und bis zu einer OD600 von 0.9 bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Anschließend 

wurde mit 50 µM Anhydrotetrazyklin induziert und die Inkubation bei 25 °C über Nacht 

fortgesetzt.  

2.4.3. Heterologe Produktion von Alvin_2879 in E. coli 

Für die heterologe Produktion von Alvin_2879 wurden Vorkulturen (2.2.1) mit E. coli 

BL21 pEC86-Vektor, pASK-IBA3+_alvin_2879 (Tabelle 10) angelegt. 700 mL Haupt-

kulturen wurden dann 0,5 %ig mit den Vorkulturen angeimpft und bis zu einer OD600 von 

0,6 bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Es erfolgte die Induktion mit 25 µM Anhydrotetra-

zyklin und anschließend wurden die Kulturen bei 30 °C und 90 rpm über Nacht inkubiert.  

2.4.4. Heterologe Produktion von HiPIP (Alvin_2274) in E. coli 

Zur heterologen Produktion von HiPIP in E. coli wurden Vorkulturen (2.2.1) mit E. coli 

BL21 pEC86-Vektor, pASK-alvin2274-C-strep (Tabelle 10) angelegt. 700 mL Hauptkul-

turen wurden 0,5 %ig aus den Vorkulturen angeimpft und dann bei 37°C und 180 rpm bis 

zu einer OD600 von 0,5 – 0,7 inkubiert. Anschließend wurde die Produktion von HiPIP 

mit 100 µM IPTG induziert. Zeitgleich wurden 1 mM FeSO4 und 1 mM L-Cystein hinzu 
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gegeben, damit eine ausreichende Synthese von Eisenschwefelclustern in E. coli für den 

Einbau in HiPIP gewährleistet war. 

2.4.5. Heterologe Produktion von CjTsdA (C8J_0815) in E. coli 

Die heterologe Produktion von CjTsdA in E. coli erfolgte nach dem gleichen Protokoll 

wie die heterologe Produktion von AvTsdA in E. coli (2.4.1). 

2.4.6. Zellaufschluss 

Die Hauptkulturen wurden durch Zentrifugation (12.100 g, 25 min, 4 °C) pelletiert. Zell-

pellets wurden dann in einem angemessenen Volumen (2 mL/g Pellet) Tris-HCl Puffer 

pH 8,0 oder BisTris-HCl Puffer pH 6.5 resuspendiert und via Ultraschall (2 min/mL) auf-

geschlossen (Tabelle 6). Durch eine erneute Zentrifugation (27.200 g, 30 min, 4 °C) wur-

den Zelltrümmer abgetrennt.  

2.5. Proteinbiochemische Methoden 

2.5.1. Strep-Tag Affinitätschromatographie 

Das Protein bindet bei der Strep-Tag Affinitätschromatographie über einen angehängten 

Strep-Tag an eine Streptactin Säulenmatrix (2.1.1) und kann anschließend über die Zuga-

be von D-Desthiobiotin eluiert (2.1.1) werden. Die Durchführung der Affinitätschroma-

tographie erfolgte nach den Angaben im Protokoll des Herstellers (IBA, Göttingen). Ab-

hängig vom Volumen des aufzureinigenden Materials wurden dabei entweder 2 mL 

Streptactinsäulen oder 5 mL HiTrap Strep-Tag Säulen (GE-Healthcare, München) ver-

wendet.  

2.5.2. Entsalzung von Proteinen 

Um überschüssiges Salz oder D-Desthiobiotin zu entfernen wurden eluierte Proteinfrakti-

onen mittels HiTrap Entsalzungssäulen aufgereinigt. Die Durchführung erfolgte nach 

Angaben im Protokoll des Herstellers (GE-Healthcare, München). Das Eluat wurde ent-

weder in einen 20 mM Tris-HCl Puffer pH 8,0 oder 20 mM BisTris-HCl Puffer pH 6,5 

aufgenommen.  

2.5.3. Konzentration von Proteinen 

Zur Konzentration von Proteinen wurden abhängig vom Volumen entweder Amicon Ult-

ra Zentrifugal Units (Merck KGaA, Darmstadt) oder Vivaspin 500 (Satorius, Göttingen) 

verwendet. Die Zentrifugation erfolgte nach den Angaben im Protokoll des Herstellers.  
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2.5.4. SDS-PAGE (Laemmli 1970) 

Lösung A: 1,5 M Tris, 0,3 % (w/v) SDS; pH 8,8 

Lösung B: 0,5 M Tris, 0,4 % (w/v) SDS; pH 6,8 

5 x Elektrophorese Puffer: 15 g Tris, 72 g Glycin, 5 g SDS; Ad 1000 mL H2Or 

Ladepuffer, nicht reduzierend: 125 mM Tris, 10 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerol, 
0,005 % (w/v) Bromphenolblau; pH 6,8 (2.1.1) 

Die SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-polyacrylamid gelelectrophorese) ist eine Metho-

de um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Zur Beschwerung der Prote-

ine, werden diese mit einem Ladepuffer versetzt. Bei Häm-haltigen Proteinen wurde nicht 

reduzierender Ladepuffer verwendet, um eine anschließende Häm Färbung zu ermögli-

chen. In einem Sammelgel (H2O, Lösung B, Polyacrylamid, APS und TEMED) bilden 

die Proteine zunächst eine einheitliche Lauffront um dann im Trenngel (H2O, Lösung A, 

Polyacrylamid, APS und TEMED) ihrer Größe entsprechend aufgetrennt zu werden. Das 

SDS verleiht den Proteinen eine negative Ladung proportional zu ihrem Molekularge-

wicht und die Auftrennung erfolgt über die Anlegung einer Spannung von 80 – 120 mV. 

Abhängig von der Größe der aufzutrennenden Proteine wurden SDS-Gele mit 10, 12 oder 

15 % Polyacrylamid verwendet. 

2.5.5. Häm Färbung (Thomas et al. 1976) 

Färbelösungen: 4,5 mg TMBZ in 15 mL Methanol 

    0,72 g Natriumacetat in 35 mL Wasser (pH 5,0) 

 
Die Häm Färbung färbt Proteine, welche c-Typ Häme als Cofaktor enthalten, spezifisch 

auf dem SDS-Gel an. Das SDS-Gel wurde dazu 30 min mit den Färbelösungen im Dun-

keln inkubiert und danach 600 µl H2O2 hinzu gegeben. Die Peroxidaseaktivität wurde 

durch Abgießen der Lösungen und die Zugabe von Wasser gestoppt. Häm haltige Protei-

ne erschienen hellblau im SDS-Gel.  

2.5.6. Coomassiefärbung 

Färbelösung: 0,25 % (w/v) Coomassie Blue R250, 50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Ei-
sessig 

Entfärberlösung: 20 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Eisessig 

 
Das SDS-Gel wurde eine Stunde in der Färbelösung inkubiert und anschließend über 

Nacht in  Entfärberlösung entfärbt. Coomassie Blue R250 färbt Proteine durch Anlage-
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rung an deren basische Seitenketten unspezifisch an (Nachweisgrenze 0,5 µg). Die 

Coomassiefärbung konnte im Anschluss an die Häm Färbung erfolgen. 

2.6. Protein analytische Methoden 

2.6.1. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Test (Lowry et al. 1951) 

Die Konzentration von Proteinlösungen wurde mit Hilfe des BCA-Tests bestimmt. Dazu 

wurde die Proteinlösung/en in verschiedenen Verdünnungsstufen gegen eine BSA-

Kalibrierkurve (0 – 500 µg/mL BSA in Dreifachbestimmung) im BCA-Test eingesetzt. 

Der Test wurde nach Angaben im Protokoll des Herstellers des Pierce BCA Assay Kit 

(Tabelle 7) durchgeführt und im Plattenlesegerät (Tabelle 6) ausgewertet. Anschließend 

konnte anhand der BSA-Kalibrierkurve die Proteinkonzentration errechnet werden. 

2.7. Chromatographische Methoden 

2.7.1. Gelfiltration über FPLC (fast protein liquid chromatography) 

Durch die Gelfiltration können Proteine nach ihrer Größe hin aufgetrennt werden. Die 

Proteine wandern dabei durch eine aus Agarose und Dextran bestehende Säulenmatrix, 

wobei kleinere Proteine in den Poren der Matrix hängen bleiben und langsamer als größe-

re Proteine durch die Säule laufen. Es wurde eine 120 mL (Vt) Superdex75 Säule 

(GE Healthcare, München) angeschlossen an ein Äkta Purifier System (Tabelle 6) ver-

wendet. Üblicherweise wurden entgaste (1 Std/L Vakuum) Puffer, 50 mM Tris-HCl 

pH 8,0 oder 50 mM BisTris-HCl pH 6,5 mit 150 mM NaCl versetzt, verwendet. Ein 

Standard FPLC-Lauf hatte eine Fließgeschwindigkeit von 0,5 mL/min, 1 mL Fraktionen 

und ein Probenvolumen von 500 µl – 2 mL. Während der Gelfiltration stellte die Soft-

ware Unicorn (Tabelle 5) den Druck und die Absorption bei 280 nm dar. Mit Hilfe des 

KAV (KAV= (Ve-V0)/(Vt-V0)) und der Kalibriergerade der Säule konnte auf das Moleku-

largewicht der aufgetragenen Proteine geschlossen werden. Die Abkürzungen Ve, V0 und 

Vt beziehen sich auf das Elutionsvolumen, Leervolumen und Totalvolumen der ange-

schlossenen Säule.  
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2.8. Spektroskopische Methoden 

2.8.1. Bestimmung von Thiosulfat und Tetrathionat 

Die Thiosulfat Konzentration in den Kulturüberständen von C. jejuni wurde nach der 

Methode von Urban 1961 bestimmt. Tetrathionat wurde über Cyanolyse nach Kelly et 

al. 1969 determiniert. Beide Methoden basieren auf der Konvertierung zu Thiocyanat und 

der Bestimmung des roten Eisenkomplexes nach Addition von Eisen-Nitrat-Reagenz über 

die Messung der Absorption bei 460 nm gegen eine Standardreferenzkurve. 

2.8.2. UV-Vis Spektroskopie – Aufnahme von Proteinspektren 

Im UV-Vis Spektrum von c-Typ Cytochromen ist im oxidierten Zustand im 400 nm Be-

reich der Soret-Peak und bei ~520 nm ein α/β-Peak zu erkennen. Im reduzierten Zustand 

sind im UV-Vis Spektrum drei charakteristische Peaks zu erkennen, der Soret- (γ), der α- 

und der β-Peak. (Lemberg und Barrett 1973). Alle Proteinspektren wurden mit einem 

Specord210 (Tabelle 6) aufgenommen und anschließend in Microsoft Excel bearbeitet 

und dargestellt (Tabelle 5). Um alle Absorptionsmaxima hochauflösend darstellen zu 

können wurden als Standard Parameter die Wellenlängen 250 nm – 750 nm in 0,2 nm 

Schritten aufgenommen. Als Referenz diente entweder Wasser oder der Lagerungspuffer 

des Proteins.  

2.8.3. UV-Vis Spektroskopie – Thiosulfat-abhängige Reduktion von Ferricyanid 

Thiosulfatdehydrogenasen (TsdA) oxidieren zwei Moleküle Thiosulfat zu einem Molekül 

Tetrathionat unter der Freisetzung von zwei Elektronen (Denkmann et al. 2012). Im En-

zymaktivitätstest wurde Ferricyanid (1 mM Kaliumhexocyanoferrat (III)) als artifizieller 

Elektronenakzeptor (ε420nm = 1,09 µmol-1 cm-1; (Friedrich et al. 1989) ) eingesetzt. In ei-

nem 300 µl Ansatz wurden H20demin, ein geeigneter Puffer, Ferricyanid und Thiosulfat 

zusammengegeben und anschließend die enzymatische Reaktion durch die Zugabe einer 

TsdA gestartet. Über die Abnahme der Absorption bei 420 nm konnte eine negative Stei-

gung und damit die spezifische Aktivität für die Thiosulfat-abhängige Reduktion von 

Ferricyanid errechnet werden. Die Durchführung der Enzymaktivitätstests erfolgte im 

Specord210 (Tabelle 6) mit 500 µl Präzisionsküvetten (Hellma Analytics, Mühlheim).  

2.8.4. UV-Vis Spektroskopie – Thiosulfat-abhängige Reduktion von Pferdeherz Cy-

tochrom c 

Pferdeherz Cytochrom c ist ein Monohäm Cytochrom mit einem Molekulargewicht von 

12 kDa, welches als Elektronenakzeptor eingesetzt werden kann (ε550nm = 21,1 µmol-1 cm-
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1; (van Gelder und Slater 1962)). Im Enzymaktivitätstest wurden 80 µM Pferdeherz Cy-

tochrom c (Tabelle 3) mit H20demin, Puffer und Thiosulfat in einer 500 µl Küvette (Hellma 

Analytics, Mühlheim) eingesetzt. Der Test wurde durch die Zugabe einer TsdA gestartet 

und die Zunahme der Absorption bei 550 nm (α-Peak von Pferdeherz Cytochrom c) über 

Winlab (Tabelle 5) verfolgt. Anhand dieser konnte eine Steigung und somit die spezifi-

sche Aktivität des zugegebenen Enzyms errechnet werden. Die Durchführung der En-

zymaktivitätstests erfolgte am Specord210 (Tabelle 6). 

2.8.5. UV-Vis Spektroskopie – Thiosulfat-abhängige Reduktion von HiPIP (Alvin_2274) 

HiPIP ist ein Ferredoxin-ähnliches Protein mit einem Redoxpotential von + 360 mV, 

welches in A. vinosum in hohen Konzentrationen vorkommt. (Verméglio et al. 2002) Hi-

PIP hat ein Molekulargewicht von 10 kDa und hat ein [4Fe-4S]-Cluster als Cofaktor ge-

bunden (Brüser et al. 1997). Bereits in früheren Arbeiten wurde HiPIP als Elektronenak-

zeptor für AvTsdA eingesetzt (ε480nm = 4,81 µmol-1 cm-1; (Franke 2013; Sperling 2001). 

Im Enzymaktivitätstest wurden 40 µM mit Ferricyanid oxidiertes HiPIP zusammen mit 

H20demin, einem geeigneten Puffer und Thiosulfat eingesetzt. Durch die Zugabe einer 

TsdA wurde der Test gestartet und die Abnahme der Absorption bei 480 nm verfolgt. Aus 

dieser wurde über eine negative Steigung die spezifische Aktivität für das getestete En-

zym errechnet. Die Durchführung der Enzymaktivitätstests erfolgte am Specord210 

(Tabelle 6) mit 500 µl Präzisionsküvetten (Hellma Analytics, Mühlheim).  

2.8.6. UV-Vis Spektroskopie – Thiosulfat-abhängige Reduktion von TsdB (Tint_2893) 

TsdB ist ein Dihäm c-Typ Cytochrom und der native Elektronenakzeptor von TsdA in 

T. intermedia (Denkmann et al. 2012). TsdB hat ein Molekulargewicht von 21,8 kDa und 

es wurde gezeigt, dass TsdB durch AvTsdA reduzierbar ist (ε417nm = 350 µmol-1 cm-1; 

(van Helmont 2012)). 40 µM TsdB wurden im Enzymaktivitätstest zusammen mit 

H20demin, einem geeigneten Puffer und Thiosulfat in einer 500 µl Präzisionsküvette 

(Hellma Analytics, Mühlheim) eingesetzt. Durch die Zugabe von TsdA wurde der Test 

gestartet und die Zunahme der Absorption bei 417 nm (Soret-Peak Absorptionsmaximum 

von TsdB im reduzierten Zustand) verfolgt. Über die errechnete Steigung der Absorpti-

onszunahme konnte auf die spezifische Aktivität des getesteten Enzyms geschlossen 

werden. Die Enzymaktivitätstests wurden am Specord210 (Tabelle 6) durchgeführt. 

2.8.7. UV-Vis Spektroskopie – Thiosulfat-abhängige Reduktion von Alvin_2879  

Alvin_2879 ist ein Monohäm c-Typ Cytochrom aus A. vinosum mit einem Molekularge-

wicht von 20,7 kDa. Im Enzymaktivitätstest wurden 40 µM Alvin_2879 zusammen mit 
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H20demin, einem geeigneten Puffer und Thiosulfat eingesetzt. Nach der Zugabe von AvTs-

dA konnte aus der Veränderung der Absorption bei 420 nm die spezifische Aktivität be-

rechnet werden. Alle Tests wurden mit Hilfe eines GENESYS 20 Visible Spectrophoto-

meter (Tabelle 6) und 1 mL Präzisionsküvetten (Hellma Analytics, Mühlheim) durchge-

führt.  

2.8.8. UV-Vis Spektroskopie – Tetrathionat-abhängige Oxidation von reduziertem  

 Methylviologen 

Um die TsdA-katalysierte Reduktion von Tetrathionat zu messen, wurde als Elektronen-

donator mit Titan (III) citrat (2.9.1) reduziertes Methylviologen (ε585nm = 11,8 µmol-1 

cm-1; persönliche Kommunikation Prof. Dave Kelly) verwendet. Unter anaeroben Bedin-

gungen (2.9) wurden H20demin (entgast), 100 mM Acetatpuffer pH 5.0 (N2 – begast), 600 

µM Methylviologen (N2 – begast) + Titan (III) citrat (N2 – begast) und TsdA (N2 – be-

gast) in eine 3 mL Präzisionsküvette (Hellma Analytics, Mühlheim) gegeben. Die en-

zymatische Reaktion wurde durch die Zugabe von Tetrathionat (N2 – begast) gestartet 

und die Abnahme der Absorption bei 585 nm gemessen. Bei der Berechnung der negati-

ven Steigung musste über Kontrollmessungen die chemische Hintergrundreaktion von 

Tetrathionat mit reduziertem Methylviologen berücksichtigt werden. Auf die Tetrathionat 

reduzierende spezifische Aktivität der TsdA konnte aus der errechneten negativen Stei-

gung geschlossen werden. Alle Messungen wurden mit einem Agilent 8453 Diodenarray 

Photometer (Tabelle 6) durchgeführt. 

2.8.9. EPR-Spektroskopie 

EPR bedeutet „Elektro-paramagnetic-resonance“ und ist eine Technik, die zur Detektion 

von paramagnetischen Komponenten (Komponenten mit ungepaarten Elektronen) ver-

wendet wird. EPR beruht darauf, dass sich Elektronen je nach ihrem Spin (parallel oder 

antiparallel) in einem magnetischen Effekt gleich ausrichten (Zeeman Effekt). Ein unge-

paartes Elektron kann zwischen zwei Zuständen wechseln und dabei Energie absorbieren 

oder emittieren. Absorption tritt immer dann auf, wenn der Energieunterschied zu dem 

magnetischen Feld korrespondiert. Das EPR-Spektrum stellt die Absorption bei der Vari-

ation des magnetischen Feldes bei einer konstanten Energie dar. Charakteristisch für die 

Merkmale einer Probe sind die g-Werte. 

Im ungeladenen Status hat das wechselnde Eisenatom die Elektronenkonfiguration 

1s22s22p63s23p63d64s2. Die Auffüllung der Orbitale erfolgt dabei nach dem 

Hund’schen Gesetz, nach dem jedes Orbital in einer Unterschale zuerst mit einem Elekt-
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ron belegt werden muss, bevor ein Orbital mit zwei Elektronen belegt wird und alle 

Elektronen in einzeln belegten Orbitalen haben denselben Spin. Eisen besitzt mehrere 

einzeln belegte Orbitale und ist somit EPR-aktiv. Mit Hilfe von EPR-Spektroskopie kön-

nen der Redoxstatus, der Spin und die Ligation des Eisenatoms bestimmt werden. Das 

dreidimensionale Orbital, in dem sich die ungepaarten Elektronen befinden, bestimmt 

dabei die Art des EPR-Signals. Die Orbitale hängen von der Struktur des Komplexes ab, 

die einen direkten Einfluss auf das EPR-Signal hat.  

 

Abbildung 10: Ursprung von EPR Spektren. Modifiziert nach Shi et al. 2000. 

Häme mit sechsfach koordiniertem Eisen sind oktaedrisch und führen in der Regel zu 

einem rhombischen EPR-Signal (Abbildung 10) wenn die axialen Liganden nicht senk-

recht zueinander stehen. Die axialen Liganden und der Redoxstatus des Eisens beeinflus-

sen die Form des Orbitals und führen im EPR-Spektrum zu charakteristischen g-Werten. 

Der Spin Status des Häm Eisens kann nur erklärt werden, wenn das Hund’sche Gesetz 

nur für Orbitale mit dem gleichen Energielevel gilt. Eine Teilung der d-Orbitale in oktae-

drischen Komplexen führt zu verschiedenen Energielevel. Zwei wahrscheinliche Mög-

lichkeiten existieren hierfür: 

1. Wenn die Energiekosten ein Elektron in einem einzeln belegten Orbital mit niedriger 

Energie zu platzieren kleiner sind als ein Elektron in einem einzeln belegten Orbital mit 

hoher Energie zu platzieren, dann handelt es sich um ein „low-spin“ Häm. 

2. Wenn die Energiekosten ein Elektron in einem einzeln belegten Orbital mit hoher 

Energie zu platzieren kleiner sind als ein Elektron in einem einzeln belegten Orbital mit 

niedriger Energie zu platzieren, dann handelt es sich um ein „high-spin“ Häm. 

isotropisch axial axial rhombisch 

Molekül 

Orbital  

Symmetrie 

Absorption 

Erste Ableitung 
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Abbildung 11: Elektronenkonfiguration von Eisen (II) und Eisen (III) in d-Orbitalen mit verschiedenen 
Energiezuständen in oktaedrischen Systemen  nach Halcrow 2008. 

In Abbildung 11 sind die Elektronenkonfigurationen von „low-spin“ und „high-spin“ 

Hämen dargestellt und daraus geht hervor, dass low-spin Häme diamagnetisch sind, also 

nicht im EPR sichtbar. 

Elektronen-paramagnetische-Resonanz (EPR)-Spektroskopie wurde in Kooperation mit 

Inês A. C. Pereira und Sofia S. Venceslau vom Laboratory for Bacterial Energy Metabo-

lism des Instituto de Tecnologia Química e Biológica (ITQB), Universidade Nova de 

Lisboa, während eines Forschungsaufenthaltes in Portugal, durchgeführt. Spektren wur-

den mit einem Brucker EMX Spektrometer ausgestattet mit ESR 900 continuous-flow 

helium cryostat von Oxford Instruments aufgenommen. 

2.8.10. Redoxpotential-Bestimmung mit einer Goldelektrode 

Um das Redoxpotential von AvTsdA und TsdB zu bestimmen wurde eine potentiometri-

sche Bestimmung der Potentiale durchgeführt. In anaerobem Milieu (2.9) wurde ein Po-

tentiometer an eine Gold- und Platinelektrode angeschlossen, welche in eine 1 mL Präzi-

sionsküvette (Hellma Analytics) mit der Proteinlösung ragten. Gegen eine Standard-

Wasserstoffelektrode wurde nun ein bestimmtes Potential angelegt und mittels eines Pho-

tometers und UV-Probe (Tabelle 5) alle 2 min ein Spektrum aufgezeichnet. Über die iso-

bestischen Punkte im Spektrum konnte die Fläche des α-Peaks errechnet und einem be-

stimmten Potential zugeordnet werden. Die Fläche des α-Peaks im komplett oxidierten 

Spektrum wurde auf 0 und im komplett reduzierten Spektrum auf 1 gesetzt, sodass allen 

teil-reduzierten Zuständen des Proteins Flächen zwischen 0 und 1 zugeordnet wurden. 

Unter Anwendung der Nernst-Gleichung, 

E = E0 + 0,059V/ze *lg Cox/Cred 
E = Reduktionspotential, E0 = Standard Reduktion Potential, ze = Anzahl der übertragenen Elektronen, 

Cox = Konzentration von oxidiertem Cytochrom, Cred = Konzentration von reduziertem Cytochrom. 
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konnte das Potential der Häme des Proteins errechnet werden. In Tabelle 11 sind die Re-

doxmediatoren aufgelistet, welche zusammen mit dem Protein in die Küvette gegeben 

wurden und die Übertragung von Elektronen auf das Protein beschleunigen sollen. Der 

Versuchsansatz bestand aus 10 µM Protein, 2 µM jedes Mediators und einem geeigneten 

Puffer (Phosphatpuffer pH 5,0 oder pH 8,0).  

Tabelle 11: Redoxmediatoren 

Mediator Lösungsmittel E0 [mV] 

N, N dimethyl-1,4 phenylendiamin Ethanol 340 

p-benzochinon H20demin 300 

Trimethylhydrochinon Ethanol 115 

Phenazyn H20demin -125 

1,4-naphtochinon Aceton 60 

1,2-naphtochinon Aceton 180 
 

Die Bestimmung des Redoxpotentials mittels einer Goldelektrode wurde im Rahmen ei-

ner Kooperation während eines Forschungsaufenthaltes im ITQB im Labor von Prof. Dr. 

Ricardo O. Louro durchgeführt. 

2.8.11. Redoxpotential-Bestimmung mit Natriumdithionit 

Zur Bestimmung des Redoxpotentials von AvTsdA wurde Natriumdithionit in Lösung 

verwendet. Im anaeroben Milieu wurden 10 µM Protein mit 2 µM jedes Redoxmediators 

(Tabelle 11) in einem geeigneten Puffer (50 mM Tris-HCl pH 7,0) in eine 3 mL Küvette 

gegeben. Aus einer 50 mM Stammlösung Natriumdithionit wurden geeignete Verdün-

nungen erstellt und durch die Zugabe zur Proteinlösung das Potential dieser variiert. Alle 

Potentiale wurden gegen die Standard-Wasserstoffelektrode gemessen. Nachdem sich ein 

Potential eingestellt hatte, wurde ein UV-Vis Spektrum (Lambda11 Photometer; Tabelle 

6) des Proteins aufgenommen und anhand der Absorption die Peakhöhe des Soret-Peaks 

bestimmt. Die Peakhöhe im Spektrum, des vollständig oxidierten Proteins wurde 0, des 

komplett reduzierten Proteins 1, gesetzt. Die Werte dieser normalisierten Absorption 

konnten gegen das eingestellte Potential aufgetragen werden und mittels der Nernst-

Gleichung eine Simulation für das Redoxpotential der Häme errechnet werden (2.8.10).  

2.8.12. Redoxpotential-Bestimmung mit optisch transparenter SnO2 Elektrode 

Diese Methode wurde von Sam Rowe von der University of East Anglia (Norwich, UK) 

aus der Kooperationsarbeitsgruppe von Prof. Julea Butt durchgeführt. Die Bestimmung 

erfolgte mit einer Zinnoxid-Elektrode, Potentiale wurden über ein Potentiometer einge-
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stellt und über die Zinnoxid- und eine Platinelektrode auf das Protein in der Küvette über-

tragen. Als Referenz diente eine Silberchloridelektrode. Das Protein wurde in 50 mM 

HEPES Puffer, 50 mM NaCl pH 7,5 gebracht und ohne Redoxmediatoren auf die optisch 

transparente Zinnoxid-Elektrode aufgetragen. Jeweils nach 50 mV wurde ein UV-Vis 

Spektrum des Proteins aufgezeichnet und anhand der Absorptionsmaxima konnten die 

Peakhöhen des Soret-, des α- und des β-Peaks bestimmt werden. Die Auswertung erfolgte 

analog zu 2.8.10 und 2.8.11 über eine Simulation mit Hilfe der Nernst-Gleichung.  

2.9. Anaerobes Arbeiten 

Damit enzymatische Reaktionen mit Methylviologen als Elektronendonator durchgeführt 

werden konnten (2.8.8), wurde eine anaerobe Umgebung benötigt (max. 200 ppm O2). 

Beim anaeroben Arbeiten wurden Versuche in einem Anaerobenzelt (Tabelle 6), welches 

über eine Schleuse be- (N2 und Formiergas) und entgast (Vakuum) wurde, durchgeführt. 

Alle im Anaerobenzelt verwendeten Puffer und Lösungen wurden vorher entgast 

(1 Std/L) und/oder mit Stickstoff begast (30 Sek./mL).  

2.9.1. Herstellung von Titan (III) citrat Lösung (Zehnder und Wuhrmann 1976) 

In einem ersten Schritt wurde eine gesättigte Kaliumcarbonat Lösung (2.1.1) angesetzt. 

Im Folgenden wurden 4,86 g Natriumcitrat (2.1.1) in 48 mL H20demin gelöst und 10 min 

lang mit Stickstoff begast. Anschließend wurden 9,38 mL 12 %ige Titan (III)–chlorid 

Lösung (2.1.1) dazu gegeben und unter Rühren mit der gesättigten Kaliumcarbonat Lö-

sung der pH-Wert auf 7,0 eingestellt. 

2.10. Kristallographie 

Um Kristalle eines Proteins zu erhalten muss dieses in sehr hoher Konzentration (2 – 

10 mg/mL) und in einem hohen Reinheitsgrad vorliegen. Das Protein wird mit einem 

spezifischen Puffer, meist mit hohem Salz oder Polyethylenglykol (PEG) Anteil, ver-

mischt und über Wochen inkubiert bis über die Diffusion von Wasser aus der Proteinlö-

sung eine Übersättigung stattfindet und das Protein in die Nukleationsphase eintritt 

(Abbildung 12).  
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Abbildung 12: Phasendiagramm (journals.iucr.org) 

Es gibt zwei verschiedene Methoden Proteine zu kristallisieren:  

1. Hanging/Sitting drop: Ein Proteintropfen mit einer niedrigen Konzentration an 

Fällungsmitteln befindet sich seitlich oder oben am Rund eines Gefäßes, welches einen 

Puffer mit einer hohen Konzentration an Fällungsmitteln enthält (Abbildung 13). Über 

Diffusion von Wasser aus dem Proteintropfen kommt es zu einer Übersättigung an Fäl-

lungsmitteln und das Protein tritt in die Nukleationsphase ein und kristallisiert. 

 
Abbildung 13: Sitting drop Methode 

 

2. Diffusion über die Phasengrenze: Die Proteinlösung und Fällungslösung werden in 

eine Kapillare mit einer gemeinsamen Phasengrenze in Kontakt gebracht. Die Fällungslö-

sung kann durch die viel geringere Teilchengröße durch die Grenzfläche diffundieren und 

führt zu einer Übersättigung in der Proteinlösung. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Biochemische, kinetische und strukturelle Charakterisierung des 

AvTsdA Wildtyp-Proteins 

Schwerpunkt der Arbeit sollte die Charakterisierung der TsdA aus A. vinosum sein. Eine 

Funktion als Thiosulfatdehydrogenase konnte dem Protein in vivo bereits zugeordnet 

werden (Denkmann et al. 2012) und auch erste Erkenntnisse über die Funktionalität in 

vitro wurden schon gewonnen (Denkmann 2011). Die Aufklärung der Struktur ermög-

lichte nun eine umfassende biochemische Charakterisierung der AvTsdA. 

3.1.1. Struktur der Thiosulfatdehydrogenase aus A. vinosum 

Die TsdA aus A. vinosum wurde in E. coli BL21 Zellen produziert (2.4.1), aufgereinigt 

(2.5.1 und 2.7.1) und auf 12 mg/mL Protein konzentriert. TsdA-Kristalle konnten aus der 

hoch konzentrierten Proteinlösung über die „Sitting-drop Methode“ (2.10) mittels eines 

PEG/BisTris Puffers pH 6,28 gefällt werden (2.10; Abbildung 13). Die Erstellung von 

Kristallen und der Kristallstruktur wurde, während eines Forschungsaufenthaltes in Por-

tugal, von Dr. José Brito im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. 

Margarida Archer (ITQB, Oeiras; Portugal) durchgeführt. 

Das rekombinant aufgereinigte Protein wurde mit 23,5 % PEG 3350, 100 mM BisTris pH 

6,28, 200 mM (NH4)2SO4 und 100 mM NaI als Fällungsmittel versetzt. Der finale Kris-

tall (Abbildung 14) enthielt 25,4 % PEG 3350, 92,5 mM BisTris pH 6,28, 185 mM 

(NH4)2SO4, 100 mM NaI und 5 % PEG 400 (Brito et al. 2014).  

 
Abbildung 14: Kristalle der TsdA aus A. vinosum. Die Abbildung wurde von Dr. José Brito zur Verfügung 
gestellt. 

AvTsdA Kristalle wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren und über Röntgendiffrak-

tometrie (Beugung von Röntgenstrahlen am Kristall) am Synchroton in Alba (Spanien) 

konnte die Struktur von TsdA mit einer Auflösung von 2,0 Å aufgeklärt werden. Die er-

haltenen Kristalle wurden über Röntendiffraktometrie analysiert und die Struktur aus den 

gewonnenen Daten errechnet.  
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Abbildung 15: Struktur der Thiosulfatdehydrogenase aus A. vinosum im oxidierten Zustand. A: vollständi-
ge Struktur der TsdA. B: Darstellung der Umgebung von Häm 1 mit den Häm-Eisen koordinierenden Ami-
nosäuren (His53/Cys96). C: Darstellung der Umgebung von Häm 2 mit den Häm-Eisen koordinierenden 
Aminosäuren (His164/Lys208). Die Abbildung wurde von Dr. José Brito zur Verfügung gestellt und modifi-
ziert. 

In Abbildung 15 ist die native Struktur der Thiosulfatdehydrogenase im oxidierten Zu-

stand dargestellt. Abbildung 15 A zeigt die komplette Struktur des Proteins im oxidierten 

Zustand, Abbildung 15 B und C zeigen bestimmte Ausschnitte der Struktur, um die bei-

den Häme mit ihren proximalen- und distalen axialen Liganden darzustellen. Wie in Ab-

bildung 15 B zu erkennen wird eines der Häme von einem Histidin (His53) und einem 

Cystein (Cys96) ligiert (als Häm 1 bezeichnet in dieser Arbeit). Die Strukturanalyse bestä-

tigte damit Ergebnisse, welche im Zuge der Diplomarbeit über EPR-Spektroskopie erhal-

ten werden konnten (Denkmann et al. 2012). Die Thiosulfatdehydrogenase ist ein c-Typ 

Cytochrom mit einer ungewöhnlichen His/Cys-Ligation an einem der beiden kovalent 

gebundenen Häme (1.2.1). Wie in Abbildung 15 C dargestellt, wird das andere Häm im 

 

  

A 

B C 

His 

His Lys 

Cys 

Häm1 

Häm2 
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oxidierten Zustand von einem Histidin (His164) und einem Lysin (Lys208) ligiert (als Häm 

2 bezeichnet in dieser Arbeit). Lysin agiert hier als distaler Ligand des gebundenen Häm-

Eisen. Diese Art der Häm-Eisen-Koordination konnte bisher nur im Pferdeherz Cy-

tochrom c nachgewiesen werden (Schweitzer-Stenner et al. 2007; Verbaro et al. 2009). 

Um auf den Mechanismus der Thiosulfatdehydrogenase schließen zu können wurden 

zusätzlich zur nativen Struktur, Kristalle mit den beiden Substraten der TsdA, Thiosulfat 

und Tetrathionat, versetzt. Bei der Strukturanalyse der mit Thiosulfat versetzten Probe 

stellte sich heraus, dass Häm 1 über drei Sauerstoffatome, welche an das Cystein gebun-

den sind, koordiniert wird (Tabelle 12). Diese Probe wurde, vermutlich während des Ana-

lyseprozesses, teilweise oxidativ geschädigt. Häm 2 wird, bei der mit Thiosulfat versetz-

ten Probe, von Histidin164 und Methionin209 koordiniert. Thiosulfat als Substrat der TsdA, 

ist in der Lage das Protein teilzu-reduzieren (Denkmann et al. 2012) und führt einen 

Wechsel des distalen Liganden von Häm 2 herbei. Im Gegensatz dazu kann Tetrathionat 

keine Änderung des Liganden an Häm 2 bewirken. Bei allen drei Proben blieb die 

His164/Lys208-Koordination von Häm 2 bestehen (Tabelle 12). Eine Zugabe von Tetra-

thionat zur reduzierten TsdA steht noch aus, um eine mögliche Reoxidation des Proteins 

zu beobachten. Erste Hinweise hierfür liefert die spektroskopische Analyse des Pro-

teins (3.1.3). 

Tabelle 12: Zusammenfassung der Kristallstruktur-Analysen von AvTsdA 

Nummer Protein Redoxstatus Häm 1 Häm 2 Zusatz Auflösung [Å] 

2 TsdA oxidiert His/Cys His/Lys - 2,00 

6 TsdA teil-reduziert His/Cys-3O* His/Met Thiosulfat 1,66 

17 TsdA oxidiert His/Cys-S His/Lys Tetrathionat 1,64 

18 TsdA oxidiert His/Cys-S His/Lys Tetrathionat 1,61 

10 TsdA reduziert Hys/Cys-2O*-S His/Met Dithionit 1,75 

9 TsdA reduziert Hys/Cys-2O*-S His/Met Dithionit 1,51 
*: Sauerstoffatome zeigen oxidativ geschädigtes Cystein an 

Die, mit Natriumdithionit reduzierten TsdA-Proben, wiesen an Häm 2 eine His164/Met209-

Koordination des Häm-Eisens auf. Eine komplette Reduktion des Proteins, geht genau 

wie bei einer Teilreduktion durch Thiosulfat, mit einem Ligandenwechsel von K208 zu 

M209 einher (Tabelle 12).  

3.1.2. Bestimmung des Redoxpotentials der AvTsdA Häme 

Neben der strukturellen Aufklärung der Häm-Eisen-Koordination muss für ein Verständ-

nis des enzymatischen Mechanismus das Redoxpotential der Häme bekannt sein. Zu die-
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sem Zweck wurde das Redoxpotential von AvTsdA von Sam Rowe im Rahmen einer 

Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Julea Butt (Norwich, UK) bestimmt. 

 

Abbildung 16: Absorptionsspektren des TsdA Wildtyp-Proteins bei verschiedenen angelegten Potentialen. 
In schwarz ist das oxidierte Spektrum und in rot das komplett reduzierte Spektrum dargestellt. Blaue Pfeile 
weisen auf starke Änderungen der Absorptionsmaxima hin. 50 µM TsdA Wildtyp-Protein wurden mit 
2 mM Neomycin versetzt. 50 mM HEPES, 50 mM NaCl, 2 mM Neomycin pH 7,0 diente als Puffer. Das 
angegebene Potential bezieht sich auf die Standard-Wasserstoff-Elektrode (SHE). Modifizierte Abbildung 
von Sam Rowe. 

In Abbildung 16 sind Absorptionsspektren des TsdA Wildtyp-Proteins bei verschiedenen 

angelegten Spannungen zu erkennen. Bei einer Spannung von + 306 mV befand sich das 

Protein im komplett oxidierten Zustand und konnte mit einer schrittweisen Verringerung 

auf eine Spannung von - 644 mV in den vollständig reduzierten Zustand gebracht wer-

den. Anhand der aufgenommenen UV-Vis Spektren konnte die Höhe des Soret-Peaks, 

des α- und des β- Peaks bestimmt werden. Die Peakhöhe im vollständig oxidierten Zu-

stand wurde 0 und im vollständig reduzierten Zustand 1 gesetzt. Über die Nernst-

Gleichung konnten zwei mögliche Simulationen erstellt werden. 

In Abbildung 17 sind die Werte für die Reduktion und Oxidation des Proteins dargestellt, 

sowie daraus abgeleitete Simulationen, die über die Nernst-Gleichung berechnet wurden. 

Die Reoxidation des Proteins unterscheidet sich stark von der Reduktion des Proteins, 

deshalb kann von einer Hysterese der AvTsdA ausgegangen werden.  
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Abbildung 17: Reduktion und Reoxidation von TsdAwt dargestellt über die Änderung der Absorption bei 
419 nm relativ zu der bei 600 nm gegen die angelegte Spannung. Zur Erstellung der Simulation mittels der 
Nernst-Gleichung (gestrichelte Linien) wurde die kleinste Zahl 0 (vollständig oxidierter Zustand), die 
höchste Zahl 1 gesetzt (vollständig reduzierter Zustand). Schwarze Rauten stellen die Reduktion, rote Rau-
ten die Reoxidation des Proteins dar. Modifizierte Abbildung von Sam Rowe. 

Die Hysterese der TsdA ist ein Hinweis auf den Ligandenwechsel, der an Häm 2 von 

Lysin zu Methionin stattfindet (3.1.1), da durch die Änderung des Liganden im reduzier-

ten Zustand des Proteins, dass Redoxpotential des Hämes stark verändert werden kann. 

Aus den beiden möglichen Simulationen konnten über das mittlere Potential der angeleg-

ten Kurven ungefähre Werte für das Redoxpotential der beiden Häme ermittelt werden. 

Die errechneten Potentiale betragen - 150 mV und + 50 mV. Allerdings ist in Abbildung 

17 eindeutig zu erkennen, dass die beiden angepassten Simulationen die Werte nur be-

dingt wiederspiegeln und nicht alle Datenpunkte in der Simulation erfasst werden konn-

ten. Außerdem stellt der Wert + 50 mV nicht das Potential eines Hämes sondern einer 

Häm-Population aus mindestens zwei verschiedenen Häm Zuständen dar, was auf den 

Ligandenwechsel zurückgeführt werden kann, und aus Differenzspektren der TsdA bei 

verschiedenen angelegten Spannungen hervorgeht (nicht dargestellt). Aus diesem Grund 

wurde zusätzlich zur Bestimmung des Redoxpotentials mittels der optisch transparenten 

Zinnoxid-Elektrode durch Sam Rowe, im Rahmen dieser Arbeit eine Bestimmung mit 

Hilfe von Natriumdithionit durchgeführt. Das Potential wurde durch die Zugabe einer 

definierten Menge Natriumdithionit eingestellt und der Redoxstatus des Proteins über ein 

UV-Vis Spektrum anhand der Peakhöhe des Soret-Peaks verfolgt. Diese Methode ermög-
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lichte eine etwas detailliertere Bestimmung des Redoxstatus, alle 10 – 20 mV, während 

bei der potentiometrischen Analyse nur alle 50 mV ein Spektrum aufgezeichnet wurde.  

 

Abbildung 18: Reduktion von TsdAwt, dargestellt über die normalisierte Absorption bei 418 nm gegen die 
angelegte Spannung  in mV. Zur Erstellung der Simulation wurde die kleinste Zahl 0 (vollständig oxidierter 
Zustand) und die höchste Zahl 1 gesetzt (vollständig reduzierter Zustand). Unter Berücksichtigung ver-
schiedener Potentiale für das Protein konnten zwei Simulationen mit Hilfe der Nernst-Gleichung erstellt 
werden (gepunktete und gestrichelte Linie). 

In Abbildung 18 ist die normalisierte Absorption des Soret-Peaks gegen die angelegte 

Spannung dargestellt. Die Spannung wurde in diesem Versuch nur von + 200 mV bis - 

200 mV variiert, sodass der Fokus auf der Bestimmung des Redoxpotentials für die Häm 

Populationen, welche bislang unter einem Potential Em von + 50 mV zusammengefasst 

wurden, lag. Zur Definition des Redoxpotentials und um die gemessenen Werte sinnvoll 

darstellen zu können wurden zwei mögliche Simulationen über die Nernst-Gleichung 

benötigt. Die aus den Simulationen errechneten Potentiale betrugen + 20 mV (gepunktete 

Linie, Abbildung 18) und + 80 mV(gestrichelte Linie, Abbildung 18). Die Bestimmung 

des Redoxpotentials mit Natriumdithionit deckt nur einen geringeren Spannungsunter-

schied ab, weshalb die beiden errechneten Potentiale zwar zwei verschiedenen Häm Po-

pulationen zuzuordnen sind, aber vermutlich nur Änderungen des Potentials an einem 

Häm wiedergeben. Sowohl die manuelle als auch die potentiometrische Methode der Re-

doxtitration weisen damit auf einen Ligandenwechsel an einem der beiden Häme hin.  

3.1.3. Spektroskopische Analyse des AvTsdA Wildtyp-Proteins 

Eine erste spektroskopische Analyse von TsdA wurde bereits 2011 durchgeführt und ist 

als Abbildung 3 in Denkmann et al. 2012 veröffentlicht worden. Wichtige Charakteristika 

waren eine Verschiebung des Soret-Peaks von 407 nm im Spektrum des oxidierten Pro-

teins zu 420 nm im Spektrum der reduzierten TsdA, ein α-Peak bei 554 nm, ein β-Peak 
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bei 524 nm und ein weiteres Absorptionsmaximum im langwelligen Bereich bei 634 nm. 

Nach der Addition von 2 mM Thiosulfat konnte das Protein teil-reduziert werden und 

über Addition von Natriumdithionit wurde eine komplette Reduktion der TsdA erreicht. 

Ein Absorptionsmaximum bei 634 nm war im reduzierten Zustand nicht mehr detektier-

bar. Die erste spektrale Analyse der TsdA erfolgte bei einem pH-Wert von 8,0, bei dem 

das Protein katalytisch inaktiv ist (Denkmann et al. 2012). Für eine vollständigere Cha-

rakterisierung wurden Spektren bei pH 6,5 (bei diesem pH-Wert wurde die Kristallstruk-

tur gewonnen) und pH 5,0 (bei diesem pH-Wert ist das Protein katalytisch aktiv) aufge-

nommen.  

 

Abbildung 19: UV-Vis Spektren von TsdAwt im oxidierten und reduzierten Zustand bei verschiedenen 
pH-Werten. Spektren von rekombinantem TsdA Wildtyp-Protein (160 µg mL-1; 5,9 µM) bei pH 5,0 (dünne 
Linie), pH 6,5 (gepunktete Linie) und pH 8,0 (dicke Linie) im oxidierten (Abbildung A) und im reduzierten 
Status (Abbildung B) wurden in 100 mM Ammonium Acetat Puffer (pH 5,0), 50 mM BisTris-HCl Puffer 
(pH 6,5) oder 50 mM Tris-HCl Puffer aufgenommen. Oxidation wurde erreicht durch die Addition von 
7 µM Ferricyanid, Reduktion durch die Addition von 10 mM Natriumdithionit. Vergrößert dargestellt ist in 
Abbildung A und B jeweils der Bereich von 580 nm – 750 nm eingefügt (640 µg mL-1; 23,7 µM). 

Im oxidierten Zustand des Proteins sind zwei wesentliche Unterschiede zwischen den 

UV-Vis Spektren bei verschiedenen pH-Werten zu erkennen. Der δ-Peak unterscheidet 

sich in der Intensität der Absorption, wobei diese bei pH 5,0 deutlich geringer als bei pH 

6,5 oder pH 8,0 ist. Außerdem tritt im Spektrum bei pH 5,0 im Gegensatz zu pH 6,5 und 

pH 8,0 kein Absorptionsmaximum bei 634 nm im oxidierten Zustand auf (Abbildung 

19 A). In UV-Vis Spektren des reduzierten Proteins unterscheidet sich der Soret-Peak in 

seiner Intensität und der Wellenlänge des Absorptionsmaximums zwischen den verschie-

A B 
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denen pH-Werten. Bei pH 5,0 hat der Soret-Peak sein Absorptionsmaximum bei 416,6 

nm und eine Intensität von 1,62 im UV-Vis Spektrum. In Spektren bei höheren pH-

Werten von 6,5 und 8,0 liegen die Absorptionsmaxima des Soret-Peaks bei 419,8 nm und 

die Intensität leicht niedriger bei 1,39 bzw. 1,24 (Abbildung 19 B).  

 

Abbildung 20: Spektrale Analyse des TsdA Wildtyp-Proteins im langwelligen Bereich. Vergleich von UV-
Vis Absorptionsspektren (550 – 750 nm) für das TsdA Wildtyp-Protein (160 µg mL-1; 5,9 µM) im oxidier-
ten (dünne Linie), Thiosulfat-reduzierten (gepunktete Linie), teil-reduzierten (gestrichelte Linie) und kom-
plett reduzierten (dicke Linie) Zustand. Eine Teilreduktion wurde durch die Addition von 1 mM Natrium-
dithionit, eine vollständige Reduktion durch die Addition von 10 mM Natriumdithionit erreicht. Für den 
Thiosulfat-reduzierten Zustand wurden 2 mM Thiosulfat hinzu gegeben. Alle Spektren wurden in 50 mM 
BisTris-HCl Puffer pH 6,5 aufgenommen.  

Im UV-Vis Spektrum des oxidierten Zustandes des TsdA-Proteins konnte ein Peak bei 

634 nm detektiert werden (Abbildung 19 A). In Abbildung 20 sind Spektren der teil-

reduzierten TsdA im Vergleich zu Spektren der oxidierten und reduzierten TsdA bei 

pH 6,5 dargestellt Die UV-Vis Analyse zeigte, dass ein Absorptionsmaximum bei 

634 nm auch auftritt wenn das Protein mit geringen Mengen Thiosulfat (2 mM) oder Nat-

riumdithionit (2 mM) versetzt wird, jedoch nicht im komplett reduzierten Zustand. In den 

Spektren der teil-reduzierten TsdA ist die Intensität des Peaks deutlich ausgeprägter als 

im Spektrum des oxidierten Proteins (Abbildung 20). Das Absorptionsmaximum bei 

634 nm ist also besonders charakteristisch für einen intermediären Zustand des TsdA 

Wildtyp-Proteins. 

3.1.4. Kinetische Charakterisierung des AvTsdA Wildtyp-Proteins 

Erste Erkenntnisse über die katalytische Aktivität der TsdA wurden schon in der Diplom-

arbeit (Denkmann 2011) gewonnen. Eine hohe spezifische Aktivität über 10.000 U/mg 

für die Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat wurde bei einer Konzentration von 

2 mM Thiosulfat und bei einem pH-Wert von 4.0 gemessen (Denkmann 2011). Um eine 

detaillierte Charakterisierung des Enzyms zu ermöglichen wurde zunächst das pH-

Optimum der katalytischen Aktivität der TsdA bestimmt. Damit die maximalen Aktivitä-
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ten bei allen pH-Werten gemessen werden konnten, wurden Konzentrationen von 8 mM 

Thiosulfat und 1 mM Ferricyanid gewählt, bei denen die spezifische Aktivität der TsdA 

im Sättigungsbereich liegt (nicht dargestellt). In Abbildung 21 ist die spezifische Thiosul-

fatdehydrogenase-Aktivität der AvTsdA in Abhängigkeit des pH-Wertes dargestellt. Eine 

maximale spezifische Aktivität von 29.125 U/mg konnte bei pH 4,0 für die TsdA gemes-

sen werden. Diese Aktivität war mit einem Vmax von 5.825 U/mg fünfmal niedriger bei 

pH 5,0 im Vergleich zu pH 4,0. Im neutralen pH-Bereich konnte keine katalytische Akti-

vität festgestellt werden (Abbildung 21). Weitere Versuche zur spezifischen Aktivität der 

Thiosulfat-Oxidation von TsdA wurden bei den pH- Werten 4,0 und 5,0 durchgeführt, bei 

denen für das Enzym die vergleichsweise höchsten katalytischen Aktivitäten festgestellt 

werden konnten.  

 

Abbildung 21: pH Optimum des TsdA Wildtyp-Proteins. Dargestellt ist die spezifische Aktivität für die 
Oxidation von Thiosulfat durch TsdA (0,069 µg mL-1; 0,026 nM) bei einer Konzentration von 8 mM Thio-
sulfat mit 1 mM Ferricyanid als artifiziellem Elektronenakzeptor gegen den pH-Wert. Die pH-Werte 2,5 
und 3,0 wurden mit 100 mM Citronensäure Puffer, die pH-Werte 4,0 – 5,8 mit 100 mM Acetatpuffer und 
pH 6.8 mit 100 mM Tris-HCl Puffer eingestellt.  

Bei der Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat werden zwei Moleküle desselben Sub-

strates umgesetzt, weshalb eine Analyse über die Michaelis-Menten Kinetik nicht durch-

geführt werden konnte, da für dies selbige gilt: „Nur ein einzelnes Substrat und ein ein-

zelner Enzym-Substrat Komplex sind involviert, wobei der Enzym-Substrat-Komplex 

sofort auseinander fällt um freies Enzym und Substrat zu bilden“ (Segel 1993). Wenn der 

genaue Mechanismus der Reaktion nicht bekannt ist, ist es sinnvoll die Hill Gleichung zu 

verwenden, welche die am häufigsten verwendete Methode der kinetischen Analyse dar-

stellt (Segel 1993).  
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v/Vmax = [S]n/(K‘ + [S]n) 

(Hill 1910) 
V = Geschwindigkeit, Vmax = maximale Geschwindigkeit, [S] = Substratkonzentration, 

n = Substratbindestellen, K‘ = Ksn = Dissoziationskonstante 

 

Im Folgenden wurde deshalb die Analyse nach Hill als Methode gewählt um S[0.5]- und 

kcat-Werte für die kinetische Analyse von AvTsdA und AvTsdA-Varianten zu bestimmen. 

 

Abbildung 22: Thiosulfat-Oxidation zu Tetrathionat katalysiert durch TsdAwt in Abhängigkeit von der 
Thiosulfat Konzentration. A: Spezifische Aktivität der Thiosulfat-Oxidation durch TsdA (pH4.0: 0,069 µg 
mL-1; 0,026 nM; pH 5.0: (0,252 µg mL-1; 0,095 nM) in Abhängigkeit von der Thiosulfat Konzentration bei 
pH 4,0 und pH 5,0. B: Vergrößerte Darstellung der pH 5,0 Kurve bei Thiosulfat Konzentrationen von 0 - 2 
mM. Die Abbildungen wurden mit GraphPad Prism (Tabelle 5) erstellt.  

Die detaillierte Analyse der Thiosulfat-abhängigen Reduktion des artifiziellen Elektro-

nenakzeptors Ferricyanid (ε420nm = 1,09 µmol-1 cm-1; (Friedrich et al. 1989) ) ergab deut-

liche Unterschiede, welche schon bei der Bestimmung des pH-Optimums (Abbildung 21) 

festgestellt werden konnten, zwischen den pH-Werten pH 4,0 und pH 5,0. In Abbildung 

22 sind Kinetiken bei pH 4,0 und pH 5,0 der Thiosulfat-abhängigen Ferricyanid-

Reduktion, katalysiert durch die AvTsdA, dargestellt. Messungen der katalytischen Akti-

vität der TsdA bei einem pH-Wert von 4,0 ergaben einen Vmax von 28.600 ± 2500 U/mg 

und eine Substrataffinität zu Thiosulfat mit einem S[0.5]-Wert von 1,1 ± 0,2 mM. Aus die-

sen Werten ergab sich eine Wechselzahl kcat von 14.000 s-1 und als Wert für die katalyti-

sche Effizienz kcat/S[0.5] von 12.727 mM-1 s-1 (Denkmann et al. 2012). Die maximale Ak-

tivität der Thiosulfat-Oxidation durch TsdA bei pH 5,0 war fünfmal geringer als bei pH 

4,0 mit einem Vmax von 4468 ± 425 U/mg. Im Gegensatz dazu stieg die Substrataffinität 

auf einen S[0.5]-Wert von 0,18 ± 0,06 mM, ein signifikanter Anstieg um den Faktor 10 

(Abbildung 22, A und B). Die höhere Affinität zum Substrat Thiosulfat spiegelte sich 

auch in einer gestiegenen katalytischen Effizienz kcat/S[0.5] von 14.061 mM-1 s-1 wieder 

A B 

0,5 1,5 

pH 5,0 
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(kcat = 2013 s-1). Die Thiosulfatdehydrogenase setzt mit einer höheren katalytischen Effi-

zienz zwei Moleküle Thiosulfat zu einem Molekül Tetrathionat bei pH 5,0 im Vergleich 

zu pH 4,0 um.  

Deutlich weniger effizient kann die Thiosulfatdehydrogenase die Reaktion der Reduktion 

von einem Molekül Tetrathionat zu zwei Molekülen Thiosulfat katalysieren. Um die Ge-

genreaktion charakterisieren zu können wurde reduziertes Methylviologen als Elektro-

nendonor eingesetzt, was eine Durchführung der kinetischen Analyse, bei komplett anae-

roben Bedingungen notwendig machte. In Abbildung 23 ist die Kinetik der Tetrathionat-

abhängigen Methylviologen-Oxidation, katalysiert durch die AvTsdA, dargestellt. Die 

maximale Aktivität der Reduktion von Tetrathionat durch das TsdA Wildtyp-Protein Vmax 

betrug 82 ± 3,4 U/mg und ist damit 370-fach geringer als die maximale spezifische Akti-

vität bei der Umsetzung von Thiosulfat. Die Affinität zum Substrat Tetrathionat wurde 

mit einem S[0.5]-Wert von 1,98 ± 0,32 mM berechnet, was einen kcat-Wert von 37 s-1 ergab 

(Abbildung 23). Insgesamt war die katalytische Effizienz mit einem kcat/S[0.5]-Wert von 

18,7 mM-1 s-1
 über 700-fach geringer als die katalytische Effizienz der Oxidation von 

Thiosulfat durch die AvTsdA. Die TsdA aus A. vinosum fungiert eher als Thiosulfatde-

hydrogenase und weniger als Tetrathionatreduktase (Liu et al.2013).  

 

Abbildung 23: Tetrathionat-Reduktion zu Thiosulfat katalysiert durch TsdAwt in Abhängigkeit von der 
Tetrathionat Konzentration. Dargestellt ist die spezifische Aktivität der Tetrathionat-Reduktion des 
TsdAwt-Proteins (0,42 µg mg-1; 0,16 nM) bei verschiedenen Tetrathionat Konzentrationen bei pH 5.0. Die 
Abbildung wurde mit GraphPad Prism (Tabelle 5) erstellt. 
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3.2. TsdA Cystein96-Varianten  

Eine detaillierte Analyse der Funktion von Häm 1 im Protein sollte durch den Austausch 

von Cystein96 durch die Aminosäuren Glycin, Histidin und Methionin ermöglicht werden. 

3.2.1. Klonierung und Produktion von TsdA Cystein96-Varianten 

Bereits in der Diplomarbeit gelang es über zielgerichtete Mutagenese (2.3.2) die Expres-

sionsplasmide pPR-IBAtsdasCys96Glystrep (Denkmann et al. 2012) und pPR-

IBAtsdAsCys96-Hisstrep zu klonieren. Zur Erstellung des Expressionsplasmids pPR-

IBAtsdAsCys96Metstrep wurde die Methode des GeneSOEING (2.3.2) verwendet. Alle 

Expressionsplasmide wurden jeweils zusammen mit dem pEC86-Vektor (Tabelle 10) in 

E. coli BL21 Zellen gebracht und die Proteine bei spezifischen Bedingungen produziert 

(2.4.1). Im Rahmen der Diplomarbeit konnten die Proteine TsdACys96Gly und 

TsdACys96His zwar bereits produziert werden, allerdings waren die aufgereinigten Prote-

ine instabil und enthielten einen großen Anteil an teilweise zerfallenen Proteinfragmen-

ten. Um dieses Problem zu beheben wurden größere Mengen an Protein produziert, deren 

Reinheitsgrad nach der Strep-Tag Affinitätschromatographie mittels einer Gelfiltration 

(2.7.1) weiter gesteigert wurde (Tabelle 13).  

Tabelle 13:  Vergleich des Reinheitsgrades von AvTsdA und der AvTsdA Cys-
tein96-Varianten vor und nach der Gelfiltration 

Protein (pH 6.5) 
Reinheitsgrad (ESoret/E280nm) Ausbeute [µg/L 

E. coli Kultur] nach Affinitätschromatographie nach Gelfiltration 

TsdAwt 1,8 3,3 571 

TsdACys96Gly 1,6 4,1 178 

TsdACys96His 1,2 4,1 107 

TsdACys96Met 1,3 4,3 857 

 

In Tabelle 13 sind die Reinheitsgrade des TsdA Wildtyp-Proteins und der verschiedenen 

TsdA Cystein96-Varianten vor und nach der Gelfiltration angegeben. Der Reinheitsgrad 

wurde als Quotient der Absorptionsintensität des Soret-Peaks im oxidierten Zustand und 

der Absorptionsintensität bei 280 nm angegeben. Der Reinheitsgrad ist bei allen TsdA-

Varianten mindestens doppelt so hoch, wenn eine weitere Aufreinigung, nach der Strep-

Tag Affinitätschromatographie, mittels Gelfiltration erfolgte. Im Rahmen dieser Arbeit 

konnten deshalb nicht nur stabile TsdA Cystein96-Varianten produziert werden, sondern 

auch qualitativ hochwertigeres TsdA Wildtyp-Protein gewonnen werden, das unter ande-

rem zur Kristallisation (3.1.1) eingesetzt wurde.  
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Die absolute Ausbeute von TsdAC96M war mit 857 µg/L E. coli-Kultur am höchsten, 

sogar im Vergleich zur Ausbeute des TsdA Wildtyp-Proteins mit 571 µg/L E. coli-Kultur. 

Von den beiden TsdA Cystein96-Varianten TsdAC96G und TsdAC96H konnten nur 

178 µg/L E. coli-Kultur bzw. 107 µg/L E. coli-Kultur gewonnen werden. Die Unter-

schiede in der Ausbeute können durch eine deutlich schlechtere Qualität der aufgereinig-

ten Proteine TsdAC96G und TsdAC96H vor der Gelfiltration erklärt werden. Anhand des 

Reinheitsgrades ist diese Differenz nicht auszumachen, da ein großer Proteinanteil mit 

Häm beladen war, aber nicht die richtige Größe aufwies, sondern als Spaltprodukt vorlag. 

In Abbildung 24 ist eine Häm- und Coomassiefärbung (2.5.5 und 2.5.6) des TsdA Wild-

typ-Proteins und aller produzierten TsdA Cystein96-Varianten dargestellt. Alle Proteine 

konnten sauber aufgereinigt werden, waren mit Häm beladen und bei einer erwarteten 

Größe von 27,2 kDa (inklusive zwei gebundener Häme und Strep-Tag) in beiden darge-

stellten Färbungen sichtbar. Das TsdAC96G Protein enthielt noch, im Vergleich zu den 

anderen Proteinen, größere Mengen einer Proteinfraktion unterhalb von 20 kDa, wobei es 

sich nur um ein Spaltprodukt des Proteins handeln konnte, da diese Fraktion auch in der 

Häm Färbung sichtbar war (Abbildung 24).  

 

 

Abbildung 24: SDS-PAGE von aufgereinigtem TsdAwt-Protein und TsdA Cytein96-Varianten. A: Häm 
Färbung von TsdAwt und TsdA Cystein96-Varianten. B: Coomassiefärbung von TsdAwt-Protein und TsdA 
Cystein96-Varianten. Aufgetragen wurden jeweils 5 µg Protein. 

 

3.2.2. Spektroskopische Charakterisierung der TsdA Cystein96-Varianten 

Die aufgereinigten TsdA Cystein96-Varianten wurden zunächst spektroskopisch unter-

sucht (2.8.2), da aus dem UV-Vis Spektrum auf Unterschiede in der Häm-Koordination 
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geschlossen werden kann. In Abbildung 25 sind UV-Vis Spektren der TsdA Cystein96-

Varianten, im oxidierten, reduzierten und unbehandelten Zustand, dargestellt. Alle TsdA 

Cystein96-Varianten lagen, unbehandelt nach der Aufreinigung, im oxidierten Zustand vor 

(Abbildung 25). Damit unterscheiden sich die TsdA Cystein96-Varianten vom TsdA 

Wildtyp-Protein, das unmittelbar nach der Aufreinigung teil-reduziert vorlag (Denkmann 

2011; Denkmann et al. 2012). Alle TsdA Cystein96-Varianten weisen ein charakteristi-

sches c-Typ Cytochrom Spektrum im oxidierten und reduzierten Zustand auf (Abbildung 

25), das mit einer Verschiebung des Soret-Peaks in den langwelligeren Bereich bei Re-

duktion der Proteine, sowie einer deutlichen Ausprägung eines α- und β-Peaks, einher-

geht (Lemberg und Barrett 1973). Das Verhältnis von Soret-Peak zu 280 nm Peak lag bei 

allen rekombinant produzierten TsdA Cystein96-Varianten bei einem Faktor von ungefähr 

vier und damit vergleichbar mit dem Quotienten, der für das TsdA Wildtyp-Protein er-

rechnet wurde (Tabelle 13 und Abbildung 25).  

 

Abbildung 25: Vergleich von UV-Vis Absorptionsspektren der A. vinosum TsdA Cystein96-Varianten. 
Vollständige Spektren von 250 nm – 750 nm von rekombinantem TsdAC96G (125 µg mL-1; 4.5 µM; Abbil-
dung A), TsdAC96H (100 µg mL-1; 3.6 µM; Abbildung B) und TsdAC96M (120 µg mL-1; 4.3 µM; Abbil-
dung C) wurden im frisch aufgereinigten- (dünne Linie), oxidierten- (gepunktete Linie) und reduzierten 
Zustand (dicke Linie) aufgenommen. Durch die Addition von 3,5 µM Ferricyanid oder 10 mM Natrium-
dithionit wurde eine Oxidation bzw. Reduktion der Proteine erreicht. Alle Spektren wurden in 50 mM 
BisTris-HCl Puffer pH 6,5 aufgenommen.  

In Abbildung 26 sind vergleichende UV-Vis Spektren des TsdA Wildtyp-Proteins und 

der TsdA Cystein96-Varianten dargestellt. Im UV-Vis Spektrum war im oxidierten Zu-

stand bei den verschiedenen TsdA Cystein96-Varianten eine unterschiedliche Intensität 

des Soret-Peaks zu erkennen (Abbildung 25 A und D). Während beim TsdA Wildtyp-

Protein die Absorptionsintensität des Soret-Peaks im Spektrum des oxidierten Proteins 

bei einer Wellenlänge von 407 nm 1,15 betrug, war die Absorptionsintensität im Spekt-

rum des TsdAC96G Proteins mit 1,43 etwas höher. In Spektren der TsdA Cystein96-
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Varianten TsdAC96H und TsdAC96M unterschied sich nicht nur die Intensität des Soret-

Peaks mit 1,43 bzw. 1,25 sondern auch die Wellenlänge des Absorptionsmaximums mit 

409 nm im UV-Vis Spektrum der oxidierten TsdAC96H-Variante und 411,4 nm im UV-

Vis Spektrum der oxidierten TsdAC96M-Variante (Tabelle 14). Außerdem wurden in den 

UV-Vis Spektren der oxidierten Proteine noch leichte Unterschiede im Absorptionsma-

ximum des δ-Peaks festgestellt (Tabelle 14), der aber keine Unterschiede in seiner Inten-

sität in Spektren der verschiedenen TsdA Cystein96-Varianten und des TsdA Wildtyp-

Proteins aufwies. Der δ-Peak im Spektrum des oxidierten TsdA Wildtyp-Proteins hatte 

sein Absorptionsmaximum bei 357,4 nm (bei pH 6,5), während in UV-Vis Spektren von 

TsdAC96G und TsdAC96H der δ-Peak sein Absorptionsmaximum schon bei 352,8 nm 

erreichte (Tabelle 14). In UV-Vis Spektren der reduzierten Proteine unterschied sich die 

Wellenlänge des Absorptionsmaximums des Soret-Peaks zwischen den verschiedenen 

AvTsdA-Varianten nur minimal, jedoch konnten deutliche Unterschiede in der Absorpti-

onsintensität festgestellt werden (Abbildung 26). Der Soret-Peak hatte in den Spektren 

der Proteine TsdAwt, TsdAC96G und TsdAC96H ähnliche maximale Absorptionsintensi-

täten mit 1,47; 1,40 und 1,47, aber im Spektrum der TsdA Cystein96-Variante TsdAC96M 

eine deutlich höhere maximale Absorptionsintensität von 1,6 (Abbildung 26).  
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Abbildung 26: Vergleich von UV-Vis Absorptionsspektren für A. vinosum TsdAwt und TsdA Cystein96-
Varianten. UV-Vis Spektren von rekombinantem TsdAwt (250 µg mL-1; 8.9 µM; schwarze Linie) 
TsdAC96G (125 µg mL-1; 4.5 µM; rote Linie), TsdAC96H (100 µg mL-1; 3.6 µM; grüne Linie) und 
TsdAC96M (120 µg mL-1; 4.3 µM; blaue Linie) wurden im oxidierten (Abbildung A, B und C) und redu-
zierten (Abbildung D, E und F) aufgenommen. A und D zeigen komplette Spektren von 250 nm – 750 nm, 
B und E einen Ausschnitt von 450 nm – 750 nm, C und F einen Ausschnitt von 550 nm – 750 nm. Durch 
die Addition von 3,5 µM Ferricyanid oder 10 mM Natriumdithionit wurde eine Oxidation bzw. Reduktion 
der Proteine erreicht. Alle Spektren wurden in 50 mM BisTris-HCl Puffer pH 6,5 aufgenommen. 

Die Wellenlängen der Absorptionsmaxima für den α- und β-Peak zeigten nur minimale 

Differenzen in den Spektren der TsdA Proteine auf, jedoch unterschied sich auch hier das 

Spektrum der TsdAC96M-Variante von den anderen Proteinen in der Absorptionsintensi-

tät (Abbildung 26 E). Das Verhältnis Eα/Eβ war 1,36 für TsdAC96M, während TsdAwt 

einen Quotienten für Eα/Eβ von 1,27 erreichte (Tabelle 14). Im Spektrum von TsdAC96G 

konnte ein zusätzlicher Peak im reduzierten Zustand bei 467,4 nm beobachtet werden 

(Tabelle 14).  
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Tabelle 14:  Spektrale Charakteristika des TsdAwt-Proteins und der TsdA Cys-
tein96-Varianten 

Protein (pH) Soret ox. delta Peak Soret red. α-Peak β-Peak ESoret/E280nm Eα/Eβ Weitere Peaks 

 (Ladungstransfer) 

TsdAwt (pH 6.5) 407,2 357,4 419,8 554,6 524,0 3,335 1,27 634 nm (ox) 

TsdACys96Gly (pH 6.5) 407,0 352,8 419,2 553,6 523,4 4,061 1,20 
629,4 nm (ox); 

 467,4 nm (red) 

TsdACys96His (pH 6.5) 409,0 352,8 420,2 554,0 524,0 4,083 1,30 660 nm (red) 

TsdACys96Met (pH 6.5) 411,4 358,8 419,8 555,0 524,6 4,280 1,36 660 nm (red) 
(ox): Peak tritt nur im oxidierten Zustand des Proteins auf; (red): Peak tritt nur im reduzierten Zustand des Proteins auf 

Weitere Absorptionsmaxima im langwelligen Bereich oberhalb von 600 nm konnten in 

Spektren aller Proteine detektiert werden. Das Auftreten eines Peaks in Spektren des oxi-

dierten und teil-reduzierten TsdA Wildtyp-Proteins wurde bereits ausführlich dargelegt 

(Tabelle 14 und 3.1.3). Für die TsdAC96G-Variante konnte ein Peak bei 629,5 nm im 

oxidierten Zustand festgestellt werden. Ein Peak bei 660 nm im reduzierten UV-Vis 

Spektrum konnte für die beiden TsdA Cystein96-Varianten TsdAC96H und TsdAC96M 

beobachtet werden und im Spektrum des reduzierten TsdAC96G konnten gleich zwei Ab-

sorptionsmaxima, bei 630 nm und 660 nm, detektiert werden (Tabelle 14 und Abbildung 

26 C und F). 

 

Abbildung 27: Differenzspektren bei denen vom TsdA Wildtyp-Protein Spektrum das Spektrum von 
TsdAC96G (dünne Linie), TsdAK96M (gepunktete Linie) oder TsdAC96H (gestrichelte Linie) im oxidierten 
(Abbildung A) oder reduzierten (Abbildung B) Zustand abgezogen wurde.  

In Abbildung 27 sind Differenzspektren der TsdA Cystein96-Varianten, bei denen jeweils 

Spektren des oxidierten oder reduzierten Proteins, vom Spektrum des TsdA Wildtyp-

Proteins abgezogen wurde dargestellt. In den Spektren wird deutlich, dass Veränderungen 

der spektralen Charakteristika der oxidierten Proteine hauptsächlich im Bereich des So-

ret-Peaks stattfinden (Abbildung 27 A). Alle TsdA Cystein96-Varianten weisen eine Ver-
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schiebung des Soret-Peaks in den langwelligeren Bereich auf. Weniger starke Abwei-

chungen vom Spektrum des oxidierten TsdAwt sind aber auch im Bereich der α/β-

Schulter zu beobachten (Abbildung 27 A). In den Differenzspektren der reduzierten Pro-

teine sind auch vor allem Veränderungen im Bereich des Soret-Peaks zu erkennen, bei 

der TsdAC96M-Variante fallen diese besonders deutlich auf (Abbildung 27 B). Charakte-

ristische Veränderungen im Bereich des α- und β-Peaks äußern sich für diese Variante 

durch eine positive Abweichung und demnach eine gesteigerte Absorptionsintensität, 

während für die TsdA-Varianten TsdAC96G und TsdAC96H eine negative Abweichung 

im Differenzspektrum zu erkennen ist, welche auf eine Verminderung der Intensität in 

diesem Bereich des Spektrums schließen lässt (Abbildung 27 B).  

 

Abbildung 28: Vergleich von UV-Vis Absorptionsspektren von TsdA Wildtyp-Protein und TsdA Cys-
tein96-Varianten nach der Zugabe von Thiosulfat oder Tetrathionat. Vergleich von UV-Vis Spektren nach 
der Zugabe von 8 mM Thiosulfat (Abbildung A) oder 10 mM Tetrathionat (Abbildung B) zu oxidiertem 
TsdA Wildtyp-Protein (250 µg mL-1; 8.9 µM; schwarze Linie), TsdAC96G (125 µg mL-1; 4.5 µM; rote 
Linie), TsdAC96H (100 µg mL-1; 3.6 µM; grüne Linie) und TsdAC96M (120 µg mL-1; 4.3 µM; blaue Linie). 
Der Bereich von 550 – 750 nm wurde jeweils vergrößert dargestellt. Oxidation wurde durch die Addition 
von 3,5 µM Ferricyanid, Reduktion durch die Addition von 10 mM Natriumdithionit erreicht. Alle Spek-
tren wurden in 100 mM BisTris-HCl Puffer pH 6,5 aufgenommen.  

Nur beim TsdA Wildtyp-Protein konnte durch die Addition von Thiosulfat eine Teilre-

duktion des Proteins beobachtet werden. In Abbildung 28 sind vergleichende UV-Vis 

Spektren des TsdA Wildtyp-Proteins und aller TsdA Cystein96-Varianten nach der Addi-

tion von Thiosulfat oder Tetrathionat dargestellt. Alle TsdA Cystein96-Varianten verblie-

ben nach der schrittweisen Zugabe von Thiosulfat bis zu einer Konzentration von 8 mM 

weiterhin im oxidierten Zustand (Abbildung 28). Nach der Zugabe von Tetrathionat zu 

Proben von reduzierten TsdA Cystein96-Varianten konnte keine Oxidation der Proteine 

im UV-Vis Spektrum beobachtet werden. Auch hier wurde nur beim TsdA Wildtyp-
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Protein eine Teiloxidation des Proteins, sichtbar über eine Teilverschiebung des Soret-

Peaks in den kurzwelligeren Bereich, detektiert (Abbildung 28). Die Beobachtungen für 

das TsdA Wildtyp-Protein decken sich mit Ergebnissen zur Untersuchung der katalyti-

schen Aktivität des Proteins (3.1.4). 

3.2.3. Kinetische Charakterisierung der TsdA Cystein96-Varianten 

Bereits in der Diplomarbeit (Denkmann 2011) konnten spezifische Aktivitäten für die 

Thiosulfat-abhängige Reduktion von Ferricyanid für die TsdA Cystein96-Varianten 

TsdAC96G und TsdAC96H bestimmt werden. Dabei wurde festgestellt, dass diese Protei-

ne katalytisch inaktiv sind, jedoch konnte noch keine eindeutige Aussage zur spezifischen 

Aktivität gemacht werden solange die Proben durch proteolytische Abbauprodukte verun-

reinigt waren (Denkmann 2011). Nachdem eine effiziente und effektive Abtrennung von 

Abbauprodukten etabliert werden konnte (3.2.1), wurde erneut die katalytische Aktivität 

der Enzyme bestimmt. Alle TsdA Cystein96-Varianten waren weder in der Lage Thiosul-

fat zu oxidieren noch Tetrathionat zu reduzieren. Die Aminosäure Cystein96 ist essentiell 

für die katalytische Aktivität der Thiosulfatdehydrogenase (Denkmann et al. 2012).  

3.3. AvTsdA Lysin208- und Methionin209-Varianten 

In einem nächsten Schritt sollten die biochemischen Eigenschaften sowie die Funktion 

von Häm 2 untersucht werden. Die beiden Aminosäuren Histidin164/Lysin208 koordinieren 

das Häm 2 im oxidierten, die Aminosäuren Histidin 164/Methionin209 koordinieren das 

Häm 2 im reduzierten Zustand (3.1.1). Drei Varianten wurden von TsdA erstellt, in denen 

Lysin208 oder Methionin209 durch Glycin (TsdAK208G und TsdAM209G) oder Asparagin 

(TsdAK208N) ausgetauscht wurde. Die Asparagin-Variante wurde zusätzlich gewählt, da 

in tsdA-homologen Genen in vielen Fällen ein Asparagin direkt vor dem hoch konservier-

ten Methionin in der Aminosäuresequenz auftritt wie aus einem Alignement von TsdA-

Proteinen aus verschiedenen Organismen hervorgeht, dargestellt in Abbildung 29. 

Abbildung 29: Alignement von TsdA-Homologen Sequenzen aus Allochromatium vinosum (Alvin_0091), 
Campylobacter jejuni (C8j_0815), Cupravidus metallidurans (Rmet_5347), Sideroxydans lithotrophus 
(Slit_1878) und Thiomonas intermedia (Tint_2892). Schwarz markiert ist das hoch konservierte Methionin, 
eingerahmt die sich davor befindende Aminosäure. Die Gennummern beziehen sich auf die Datenbank 
KEGG (Tabelle 5).  
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3.3.1. Klonierung und Produktion der TsdA Lysin208- und TsdA Methionin209-Varianten 

Die TsdA-Varianten TsdAK208G, TsdAK208N und TsdAM209G wurden über die Expres-

sionsplasmide pPR-IBAtsdAsLys208Glystrep, pPR-IBAtsdAsLys208Asnstrep und pPR-

IBAtsdAsMet209Glystrep (Tabelle 10) produziert und wie die Expressionsplasmide der 

TsdA Cystein96-Varianten mittels GeneSOEING erstellt (2.3.2, 3.2.1). 

 

Abbildung 30: SDS-PAGE mit aufgereinigtem TsdAwt-Protein und TsdA Lysin208/Methionin209-
Varianten. A: Häm Färbung von TsdAwt und TsdA Lysin208/Methionin209-Varianten. B: Coomassiefärbung 
des TsdAwt-Proteins, TsdA Lysin208- und Methionin209-Varianten. TsdAwt, TsdAK208G, TsdAK208N: 5 µg 
Protein; TsdAM209G: 3.8 µg Protein. 

In Abbildung 30 ist eine Häm- und Coomassiefärbung der aufgereinigten TsdA-

Varianten dargestellt, alle Proteine konnten kontaminationsfrei produziert werden. Die 

Ausbeute für TsdAK208G betrug 521 µg/L E. coli-Kultur, für TsdAK208N 1071 µg/L 

E. coli-Kultur und für TsdAM209G 1560 µg/L E. coli-Kultur. Die vergleichsweise geringe 

Ausbeute für TsdAK208G erklärt sich durch einen hohen Anteil an proteolytischen Ab-

bauprodukten, welche während der Gelfiltration abgetrennt werden konnten. Der Rein-

heitsgrad der Proteine ESoret/E280nm betrug 2,7 für die beiden TsdA Lysin208-Varianten und 

3,1 für TsdAM209G. Die Reinheit ist im Vergleich zum TsdA Wildtyp-Protein etwas 

vermindert (TsdA Wildtyp-Protein: 3,3; Tabelle 13).  

3.3.2. Struktur der TsdA-Varianten TsdAK208G und TsdAK208N 

Über die Sitting-drop Methode konnten Kristalle von den beiden TsdA-Varianten 

TsdAK208G (2,5 mg/mL) und TsdAK208N (4 mg/mL) erhalten werden. Die Erstellung von 

Kristallen und Kristallstrukturen wurde von Dr. José Brito im Rahmen einer Kooperation 

mit der Arbeitsgruppe von Prof. Margarida Archer (ITQB, Oeiras; Portugal) durchge-

führt. 
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Für TsdAK208N wurde 20,5 % PEG 3350, 100 mM BisTris pH 5,85, 200 mM (NH4)2SO4 

und 100 mM NaI als Fällungsmittel verwendet und der finale Kristall enthielt 25,2 % 

PEG 3350, 95 mM BisTris pH 5,85, 190 mM (NH4)2SO4, und 5 % PEG 400. Für 

TsdAK208G wurde 27,5 % PEG 3350, 100 mM BisTris pH 7,15, 200 mM (NH4)2SO4 

und100 mM NaI als Fällungsmittel verwendet, der finale Kristall enthielt 25,2 % PEG 

3350, 95 mM BisTris pH 6,72, 190 mM (NH4)2SO4, und 5 % PEG 400. Von beiden Kris-

tallen konnte die Struktur mittels Röntgendiffraktometrie am I02 Beamline Synchroton in 

Diamond (Großbritannien) aufgeklärt werden. 

Die Kristalle zeigen die Struktur der beiden Proteine im oxidierten Zustand. Der über-

wiegende Teil der Kristallstruktur war deckungsgleich mit der Struktur, die für das TsdA 

Wildtyp-Protein gewonnen werden konnte. Eine Ausnahme bildeten die Umgebung von 

Häm 2 und der Ligand dieses Cofaktors.  

 

Abbildung 31: Darstellung der Struktur der Umgebung von Häm 2 über die Elektronendichte. Die linke 
Abbildung zeigt die Umgebung von Häm 2 in TsdAK208N, die rechte Abbildung die Umgebung von Häm 2 
in TsdAK208G. 

In Abbildung 31 ist jeweils die Umgebung und -Koordination von Häm 2 der beiden Pro-

teine dargestellt. Das Häm 2 der TsdAK208N-Variante, wird durch Histidin164 und Me-

thionin209 koordiniert. Diese Koordination entspricht der Koordination, des Häm 2 des 

TsdA Wildtyp-Proteins im reduzierten Zustand. Das Asparagin ersetzt nicht das Lysin in 

der Rolle des Häm-Eisen Liganden sondern überlässt diese Funktion dem Methionin209. 

Häm 2 der TsdA K209G-Variante, konnte keine Koordination zugeordnet werden. Ein 

distaler Ligand für Häm 2 konnte anhand der bisher gewonnen Daten noch nicht ausge-

macht werden. Die Aminosäure Glycin kann nicht als distaler Ligand des Hämes fungie-

ren, dennoch konnte die Aminosäure Methionin209 nicht klar als axialer distaler Ligand 

des Hämes identifiziert werden. Eventuell liegt Häm 2 hier pentakoordiniert im „high-

spin“ Status vor. 
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3.3.3. Bestimmung des Redoxpotentials von TsdAK208G 

Um den Vorgang der Hysterese genauer charakterisieren zu können und die Redoxpoten-

tiale den einzelnen Hämen besser zuordnen zu können wurde das Redoxpotential der 

TsdA Lysin208-Variante TsdAK208G bestimmt. Das Redoxpotential von TsdAK208G wur-

de von Sam Rowe im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Julea 

Butt (Norwich, UK) bestimmt. TsdAK208G wurde produziert, konzentriert (10 µM) und 

eine Bestimmung des Redoxpotentials über eine Zinnoxid-Elektrode, die Spannungen 

von einem Potentiostat auf die Proteinprobe übertrug, durchgeführt (2.8.12).  

 

Abbildung 32: Aborptionsspektren von TsdAK208G bei verschieden angelegten Potentialen. In rot ist das 
oxidierte Spektrum und in grün das komplett reduzierte Spektrum dargestellt. Die blauen Pfeile zeigen 
starke Veränderungen der Absorptionsmaxima an. 50 µM TsdA Lysin208Glycin Protein wurden mit 2 mM 
Neomycin versetzt. 50 mM HEPES, 50 mM NaCl, 2 mM Neomycin pH 7,0 diente als Puffer. Die Span-
nungswerte beziehen sich auf die Standard-Wasserstoff-Elektrode (SHE). Modifizierte Abbildung von Sam 
Rowe. 

In Abbildung 32 sind Absorptionsspektren von TsdAK208G bei verschieden angelegten 

Spannungen zu erkennen. Bei einer Spannung von + 56 mV befand sich das Protein im 

komplett oxidierten Zustand und konnte mit einer schrittweisen Verringerung auf – 

444 mV in den vollständig reduzierten Zustand gebracht werden. Anhand der aufgenom-

menen UV-Vis Spektren konnte die Höhe des Soret-Peaks, des α- und des β-Peaks be-

stimmt werden. Die Peakhöhe im vollständig oxidierten Zustand wurde 0 und im voll-

ständig reduzierten Zustand 1 gesetzt. Über die Nernst-Gleichung konnte eine Simulation 

erstellt werden, aus der sich Potentiale für beide Häme ableiten lassen. 
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Abbildung 33: Reduktion und Reoxidation von TsdAK208G dargestellt über die Änderung der Absorption 
bei 419 nm relativ zu der bei 600 nm gegen die angelegte Spannung. Zur Erstellung der Simulation mittels 
der Nernst-Gleichung (gestrichelte Linien) wurde die kleinste Zahl 0 (vollständig oxidierter Zustand), die 
höchste Zahl 1 gesetzt (vollständig reduzierter Zustand). Schwarze Rauten stellen die Reduktion, rote Rau-
ten die Reoxidation des Proteins dar. Modifizierte Abbildung von Sam Rowe.  

Die Reduktion und Reoxidation von TsdAK208G wurde in Abbildung 33 dargestellt. Im 

Gegensatz zum TsdA Wildtyp-Protein liegen die Werte der normalisierten Absorption für 

die Reduktion und Reoxidation des Proteins nahezu übereinander, was eine Hysterese des 

Proteins ausschließt. Der Ligandenwechsel von einer His/Lys- zu einer His/Met-

Koordination an Häm 2 kann durch den Austausch des Lysins durch Glycin nicht mehr 

stattfinden. Über das mittlere Potential der Kurven konnten ungefähre Werte für das Re-

doxpotential der beiden Häme ermittelt werden. Die Häme haben hiernach ein Redoxpo-

tential von – 165 mV und - 250 mV. Ein positives Potential für eines der Häme, wie für 

das TsdA Wildtyp-Protein festgestellt, konnte nicht mehr ermittelt werden. Der Aus-

tausch der Aminosäure Lysin führt damit zu einem drastischen Absinken des Redoxpo-

tentials an Häm 2.  

3.3.4. Spektroskopische Analyse der TsdA Lysin208-Varianten  

Ein Austausch der Aminosäure Lysin208 im TsdA-Protein führte zu veränderten spektral-

en Charakteristika des Proteins. In Abbildung 34 sind UV-Vis Spektren der beiden TsdA 

Lysin208-Varianten im Vergleich zum TsdA Wildtyp-Protein dargestellt. Eine unter-

schiedliche Absorptionsintensität des Soret-Peaks in Spektren der verschiedenen Proteine 

konnte sowohl im oxidierten -, als auch im reduzierten Zustand, in dem die TsdA K208N-

Variante eine deutlich verminderte Intensität im Vergleich zu den beiden anderen Protei-

nen aufweist, festgestellt werden. Der Soret-Peak in Spektren von TsdAwt-Protein und 
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TsdAK208G hatte Absorptionsmaxima im oxidierten Zustand der Proteine bei 1,15 und im 

reduzierten Zustand bei 1,47 beziehungsweise 1,37 während die Absorptionsmaxima des 

Soret-Peaks in Spektren der TsdAK208N-Variante hier nur eine Intensität von 0,9 im oxi-

dierten Zustand und 1,09 im reduzierten Zustand aufwiesen (Abbildung 34 A, B und C). 

In dem Spektrum der oxidierten TsdAK208N-Variante wurde zudem eine starke Verschie-

bung des Soret-Peaks im Vergleich zum TsdA Wildtyp-Protein in den langwelligeren 

Bereich detektiert. Der γ-Peak hatte sein Absorptionsmaximum bei 407,2 nm im Spekt-

rum des oxidierten TsdA Wildtyp-Protein und bei 413,4 nm in dem Spektrum der oxi-

dierten TsdAK208N-Variante (Abbildung 34; Tabelle 15). Die Intensität von α- und β-

Peak waren im UV-Vis Spektrum von reduziertem TsdAK208N deutlich vermindert im 

Vergleich zu Spektren des Wildtyp Proteins oder der TsdAK208G-Variante, aber die Ab-

sorptionsmaxima beider Peaks waren für alle drei Proteine identisch (Abbildung 34; Ta-

belle 15). Für das Protein TsdAK208G konnte zudem eine Änderung des Quotienten der 

Absorptionsintensitäten von α- und β-Peak von 1,27 (TsdA Wildtyp-Protein und 

TsdAK208N-Variante) zu 1,35 festgestellt werden (Tabelle 15).  

 

Abbildung 34: AvTsdA Lysin208-Varianten. Komplette Spektren von rekombinantem TsdA Wildtyp-
Protein (160 µg mL-1; 5.7 µM; A), TsdAK208G (224.6 µg mL-1; 8.3 µM; B) und TsdAK208N (200 µg mL-1; 
7.4 µM; C) wurden im aufgereinigten (dünne Linie), oxidierten (gepunktete Linie) und reduzierten (dicke 
Linie) aufgenommen. Eine Oxidation wurde durch die Addition von 7 µM Ferricyanid und Reduktion 
durch die Addition von 10 mM Natriumdithionit erreicht. Ausschnitte der Spektren von 550 nm – 750 nm 
des TsdA Wildtyp-Proteins (1150 µg mL-1; 41.1 µM), TsdAK208G (100 µg mL-1; 37 µM; E) und 
TsdAK208N (1123 µg mL-1; 41.6 µM) sind in D, E und F dargestellt. Alle Spektren wurden in 50 mM BisT-
ris-HCl Puffer, pH 6.5 aufgenommen. 
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Im langwelligeren Bereich ab 600 nm konnten bei beiden TsdA Lysin208-Varianten zu-

sätzliche Absorptionsmaxima detektiert werden. Während in Spektren des oxidierten und 

teil-reduzierten TsdA Wildtyp-Proteins ein Maximum bei 634 nm beobachtet werden 

konnte, konnten für die beiden TsdA Lysin208-Varianten Maxima bei 620 nm 

(TsdAK208N) und 620,8 nm (TsdAK208G) detektiert werden, (Abbildung 34 D, E und F, 

Tabelle 15). Damit unterscheiden sich die UV-Vis Spektren dieser Proteine wesentlich 

von Spektren der TsdA Cystein96-Varianten TsdAC96H und TsdAC96M, für welche keine 

Absorptionsmaxima im oxidierten Zustand oberhalb von 600 nm beobachtet werden 

konnten (3.2.2). Zusätzlich wiesen Spektren beider TsdA Lysin208-Varianten ein Absorp-

tionsmaximum bei ca. 695 nm im oxidierten Zustand auf, welches weder in Spektren des 

Wildtyp Proteins noch für die TsdA Cystein96-Varianten beobachtet werden konnte 

(Abbildung 34 D, E und F; Tabelle 15). Das Auftreten dieses Peaks kann eindeutig auf 

einen Austausch der Aminosäure Lysin zurückgeführt werden.  

Tabelle 15: Spektrale Charakteristika von TsdAwt und TsdA Lysin208-Varianten 

Protein (pH) Soret ox. delta Peak Soret red. α-Peak β-Peak ESoret/E280nm Eα/Eβ Weitere Peaks 

 (Ladungstransfer) 

TsdAwt (pH 6.5) 407,2 357,4 419,8 554,6 524 3,335 1,27 634 nm (ox) 

TsdAK208N (pH 6.5) 413,4 357,6 420,4 554,6 524 2,734 1,27 620 nm; 695 nm (ox) 

TsdAK208G (pH 6.5) 406,2 357,4 420,4 554,6 524 2,756 1,35 620.8 nm; 696.8 nm (ox) 
(ox): Peak tritt nur im oxidierten Zustand des Proteins auf 

In Abbildung 35 sind Spektren, nach der Zugabe verschiedener Konzentrationen von 

Thiosulfat, zu den TsdA Lysin208-Varianten dargestellt (Abbildung 35). Zwei wesentliche 

Folgerungen konnten aus den hier dargestellten Spektren abgeleitet werden. Zum einen 

war die Teilreduktion der Proteine TsdAK208N und TsdAK208G mit dem Substrat Thio-

sulfat möglich, was eine katalytische Aktivität vermuten lässt und zum anderen fiel diese 

Reduktion deutlich vermindert aus im Vergleich zum TsdA Wildtyp-Protein, was auf 

eine reduzierte Bindung zum Substrat Thiosulfat schließen lässt. Für das TsdA Wildtyp-

Protein ist in Abbildung 35 A und D zu erkennen dass der Soret-Peak nach der Addition 

von 8 mM Thiosulfat eine höhere Absorptionsintensität als auch eine Verschiebung der 

Wellenlänge aufwies und das α- und β-Peak nahezu vollständig ausgeprägt waren. Im 

Vergleich dazu konnte nach der Zugabe von 8 mM Thiosulfat nicht annähernd eine Inten-

sität wie im reduzierten Zustand für die TsdA Lysin208-Varianten erreicht werden. Be-

sonders deutlich wurde dies in Spektren des TsdAK208G Protein, wo der Soret-Peak eine 

Absorptionsintensität von 1,37 im reduzierten Zustand und gerade einmal 0,8 nach einer 
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Addition von Thiosulfat erreichte (Abbildung 35 B). Zudem war nach der Zugabe von 

Thiosulfat in Spektren beider TsdA Lysin208-Varianten der β-Peak noch stärker ausge-

prägt als der α-Peak, was nur auf eine Teilreduktion dieser Proteine schließen lässt 

(Abbildung 35 E und F). Interessanterweise verlieren α- und β-Peak in Spektren der 

TsdAK208G-Variante schon ab einer Zugabe von 2 mM Thiosulfat wieder an Intensität. 

Das Absorptionsmaximum bei 620 nm gewann nach Inkubation mit Thiosulfat in Spek-

tren beider TsdA Lysin208-Varianten an Intensität (Abbildung 35 E und F). Vergleichba-

res wurde auch schon in Spektren des TsdA Wildtyp-Proteins für das Absorptionsmaxi-

mum bei 634 nm beobachtet (Abbildung 20). Eine Zugabe des Substrates Tetrathionat zu 

vorher reduzierten Proteinen TsdAK208N und TsdAK208G bewirkte bei Konzentrationen 

bis 100 mM keine Veränderung der spektralen Charakteristika (nicht dargestellt). Ver-

mutlich zerfällt ein Großteil des Tetrathionates in Anwesenheit von Natriumdithionit, 

weshalb diese Versuche noch keine Aussage über die katalytische Aktivität der Proteine 

für die Tetrathionat-Reduktion ermöglichen.  

 

Abbildung 35: Vergleich von UV-Vis Absorptionsspektren für A. vinosum TsdA Wildtyp und TsdA Ly-
sin208-Varianten nach der Zugabe von verschiedenen Konzentrationen an Thiosulfat. Komplette Spektren 
von rekombinantem TsdA Wildtyp (160 µg mL-1; 5.7 µM; A), TsdAK208G (224.6 µg mL-1; 8.3 µM; B) und 
TsdAK208N (200 µg mL-1; 7.4 µM; C) wurden im oxidierten Zustand (schwarz)  und nach der Addition von 
20 µM (lila), 100 µM (hellblau), 200 µM (orange), 500 µM (gelb), 1 mM (grün), 2 mM (rot) oder 8 mM 
(dunkelrot) Thiosulfat aufgenommen. Spektren von 550 nm – 750 nm wurden von hoch konzentrierten 
Proteinlösungen aufgenommen: TsdA Wildtyp-Protein (1150 µg mL-1; 41.1 µM; D), TsdAK208G (1000 µg 
mL-1; 37 µM; E) und TsdAK208N (1123 µg mL-1; 41.6 µM; F). Alle Spektren wurden in 50 mM BisTris-
HCl Puffer, pH 6.5 aufgenommen. Oxidation wurde durch die Addition von 3,5 µM (komplette Spektren) 
oder 7 µM (Ausschnitte) Ferricyanid erreicht. 
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3.3.5. Spektroskopische Analyse von TsdAM209G 

Für die TsdA-Variante TsdAM209G wurden vor allem Änderungen der spektralen Cha-

rakteristika im reduzierten Zustand erwartet, da nur hier das Methionin209 eine Rolle als 

Ligand von Häm 2 spielt. Dennoch konnten auch Unterschiede für das UV-Vis Spektrum 

des oxidierten Proteins im Vergleich zum TsdA Wildtyp-Protein festgestellt werden. In 

Abbildung 36 sind UV-Vis Spektren der oxidierten, reduzierten und unbehandelten TsdA 

Methionin209-Variante dargestellt. Der Soret-Peak absorbierte im Spektrum des oxidierten 

TsdAM209G Proteins schon bei 404,8 nm und auch das Absorptionsmaximum des δ-

Peaks war in den kurzwelligeren Bereich zu einer Wellenlänge von 351 nm verschoben 

(Abbildung 36 A;). Im Spektrum des reduzierten TsdAM209G war der Soret-Peak im 

Vergleich zum TsdA Wildtyp Spektrum von 419,8 nm zu 417, 2 nm verschoben und so-

wohl der α- als auch der β-Peak waren um wenige Nanometer von 554,6 nm zu 552,6 nm 

und von 524 nm zu 523,2 in den kurzwelligeren Bereich in ihren Absorptionsmaxima 

verändert (Abbildung 36 A und B). Deutlich verändert war der Intensitätsunterschied 

Eα/Eβ, der 1,64 betrug (TsdA Wildtyp-Protein: 1,27), was auf eine starke Veränderung 

der Intensität des α-Peaks zurückgeführt werden konnte (Abbildung 36 B).  

 

Abbildung 36: UV-Vis Spektren von TsdAM209G. A: Komplette UV-Vis Spektren von TsdAM209G (218 
µg mL-1; 8,1 µM) im oxidierten (gepunktete Linie), frisch aufgereinigtem (dünne Linie) und reduzierten 
(dicke Linie) Zustand. B und C: Ausschnitte von 450 nm – 750 nm und 550 nm – 750 nm von TsdAM209G 
(873 µg mL-1; 32,3 µM). Oxidation wurde durch die Addition von 3,5 µM Ferricyanid, Reduktion durch die 
Addition von 10 mM Natriumdithionit erreicht. Alle Spektren wurden in 50 mM BisTris-HCl Puffer pH 6,5 
aufgenommen.  

Im langwelligeren Bereich oberhalb von 600 nm konnte nur ein Absorptionsmaximum 

bei 630,4 nm im Spektrum des oxidierten Proteins detektiert werden. Im Gegensatz zu 

Spektren der beiden TsdA Lysin208-Varianten konnte kein Peak bei 695 nm festgestellt 

werden. Dieser Peak kann damit eindeutig auf den Austausch der Aminosäure Methionin 

zurückgeführt werden. TsdAM209G wurde schrittweise mit verschiedenen Konzentratio-
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nen Thiosulfat versetzt und nach jeder Zugabe ein Spektrum des Proteins aufgenommen 

(nicht dargestellt) TsdAM209G kann unter den gegebenen Bedingungen nicht durch Thio-

sulfat reduziert werden. 

In Abbildung 37 sind Differenzspektren dargestellt, bei denen vom TsdA Wildtyp Spekt-

rum, die Spektren der Proteine TsdAK208G, TsdAK208G oder TsdAM209G abgezogen 

wurden. Diese verdeutlichen, dass in den oxidierten Spektren vor allem Unterschiede in 

der Wellenlänge und Intensität des Soret-Peaks bestehen (Abbildung 37 A), und kleinere 

Änderungen im langwelligen Bereich oberhalb von 600 nm (Abbildung 37 C). Im redu-

zierten Zustand sind es vor allem die Intensitäten von α-, β- und γ-Peak, die sich stark 

zwischen den Spektren der einzelnen TsdA-Varianten unterscheiden (Abbildung 37 B 

und D).  

 

Abbildung 37: Differenzspektren der TsdA Lysin208- und Methionin209-Varianten. Vom TsdA Wildtyp-
Protein Spektrum wurde das Spektrum von TsdAK208G (dünne Linie), TsdAK208N (gepunktete Linie) oder 
TsdAM209G (gestrichelte Linie) im oxidierten (Abbildung A und C) oder reduzierten (B und D) Zustand 
abgezogen. A und B zeigen Differenzspektren von 350 nm – 750 nm aus denen C und D heraus vergrößert 
wurden, wo nur der Ausschnitt von 450 nm – 750 nm dargestellt ist.  

 

3.3.6. Kinetische Charakterisierung von TsdAK208G, TsdAK208N und TsdAM209G 

Die kinetische Charakterisierung der TsdA-Varianten TsdAK208G, TsdAK208N und 

TsdAM209G wurde analog zur Charakterisierung des TsdA Wildtyp-Proteins durchge-
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führt. Die Thiosulfat-Oxidation wurde mit 1 mM Ferricyanid als artifiziellem Elektronen-

akzeptor bei den pH-Werten 4,0 und 5,0 bestimmt. In Abbildung 38 A ist die spezifische 

Aktivität der Thiosulfat-Oxidation in Abhängigkeit des Substrates Thiosulfat der beiden 

TsdA Lysin208-Varianten bei pH 4,0 dargestellt. Beide TsdA-Varianten unterschieden 

sich signifikant in der maximalen spezifischen Aktivität Vmax vom TsdA Wildtyp-Protein. 

So erreichte TsdAK208G nur einen Vmax von 2372 ± 407 U/mg und TsdAK208N sogar nur 

von 1466 ± 172 U/mg. Dies bedeutet eine 10- bis 15-fache Verminderung der maximalen 

Aktivität gegenüber dem TsdA Wildtyp-Protein bei pH 4,0 (Tabelle S 1). 

 

Abbildung 38: Vergleich der Thiosulfat-abhängigen Ferricyanid-Reduktion von TsdAK208G (Quadrate; 
Abbildung A, C und D), TsdAK208N (Dreiecke; Abbildung A, C und D) und TsdAM209G (Kreise und Rau-
ten; Abbildung B) bei pH 4,0 und pH 5,0. Die Enzymtests wurden in 100 mM Ammoniumacetat Puffer pH 
4,0 oder pH 5,0 mit 1 mM Ferricyanid als artifiziellem Elektronenakzeptor  durchgeführt und gestartet 
durch die Zugabe von TsdAK208G (2 µg mL-1; 76 nM), TsdAK208N (0,5 µg mL-1; 19 nM) oder 
TsdAM209G (0,2 µg mL-1; 7,6 nM). Die Abbildungen wurden mit GraphPad Prism (Tabelle 5) erstellt.  

Auch für die TsdA-Variante TsdAM209G ergab sich bei pH 4,0 nur eine spezifische Akti-

vität von 2900 ± 129 U/mg (Abbildung 38 B; Tabelle S 1). Die Affinität zum Substrat 

Thiosulfat änderte sich bei allen drei TsdA-Varianten nicht signifikant gegenüber dem 

TsdA Wildtyp-Protein. Für TsdAK208G wurde ein S[0.5]-Wert von 1,1 ± 0,50 mM, für 

TsdAK208N ein S[0.5]-Wert von 1,28 ± 0,32 mM und für TsdAM209G wurde ein S[0.5]-Wert 

von 0,9 ± 0,11 mM, gemessen (Abbildung 38 A und B; Tabelle S 1). Die deutlich niedri-

geren Vmax-Werte führten aber auch zu einer niedrigeren, katalytischen Effizienz der 
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TsdA-Varianten. Der kcat-Wert für TsdAK208G wurde mit 1068 s-1 berechnet, was zu ei-

nem kcat/S[0.5]-Wert von 971 mM-1 s-1 führte, ca. 12-fach niedriger als die katalytische 

Effizienz des TsdA Wildtyp-Proteins bei pH 4,0. Auch für die TsdA-Varianten 

TsdAK208N und TsdAM209G wurden deutlich niedrigere kcat-Werte festgestellt. Für 

TsdAK208N konnte ein kcat-Wert von 660 s-1 und ein kcat/S[0.5]-Wert von 516 mM-1 s-1 

errechnet werden, für TsdAM209G ein kcat-Wert von 1330 s-1 und ein kcat/S[0.5]-Wert von 

1478 mM-1 s-1 (Tabelle S 1). Änderungen der Häm-Koordination an Häm 2 haben damit 

offensichtlich einen Einfluss auf die katalytische Aktivität und Effizienz, nicht aber die 

Substrataffinität, des Proteins bei pH 4,0. Wurden die Messungen bei einem pH-Wert von 

5,0 durchgeführt, waren weitere Unterschiede im Vergleich TsdA Wildtyp-Protein zu 

TsdA Lysin208- oder Methionin209-Variante zu beobachten. Die Vmax-Werte für 

TsdAK208G, TsdAK208N und TsdAM209G betrugen 810 ± 92 U/mg, 778 ± 81U/mg und 

1695 ± 133 U/mg und waren damit zwei- bis vierfach niedriger als der Vmax von 4468 ± 

425 U/mg des TsdA Wildtyp-Proteins bei pH 5,0 (Abbildung 38 B, C und D; Tabelle S 

1). Die Substrataffinitäten zu Thiosulfat waren wie beim TsdA Wildtyp-Protein bei 

TsdAK208G und TsdAK208N mit S[0.5]-Werten von 0,46 ± 0,17 mM und 0,17 ± 0,06 mM 

auch bei pH 5,0 deutlich höher als bei Messungen die bei pH 4,0 durchgeführt wurden 

(Abbildung 38 C und D; Tabelle S 1). Um diese Unterschiede zu verdeutlichen wurde in 

Abbildung 38 D die Kinetik der TsdA Lysin208-Varianten bei pH 5,0 im Bereich bis 

2 mM Thiosulfat heraus vergrößert. Einzig die TsdAM209G-Variante wies eine vergleich-

bare Substrataffinität zu Thiosulfat bei pH 5,0 mit einem S[0.5]-Wert von 1.08 ± 0,22 mM 

wie bei pH 4,0 auf (Abbildung 38 B, Tabelle S 1). Durch die höhere Substrataffinität der 

TsdA Lysin208-Varianten bei pH 5,0 erreichten diese eine ähnliche oder höhere katalyti-

sche Effizienz als bei pH 4,0. Für TsdAK208G wurde ein kcat-Wert von 365 s-1 und ein 

kcat/S[0.5]-Wert von 793 mM-1 s-1, für TsdAK208N ein kcat-Wert von 350 s-1 und ein 

kcat/S[0.5]-Wert von 2095 mM-1 s-1 errechnet. Auch hier unterscheidet sich die TsdA-

Variante TsdAM209G von den anderen Proteinen mit einem kcat-Wert von 764 und einem 

kcat/S[0.5]-Wert von 711 mM-1 s-1, sodass die katalytische Effizienz dieses Proteins bei pH 

5,0 nur halb so groß ist wie bei pH 4,0 (Tabelle S 1). Insgesamt unterscheiden sich die 

TsdA Lysin208-Varianten neben der Verringerung der maximalen katalytischen Aktivität 

nicht grundsätzlich in ihren kinetischen Eigenschaften bei der Umsetzung von Thiosulfat 

zu Tetrathionat im Vergleich zum TsdA Wildtyp-Protein, während die TsdA Methio-

nin209-Variante eine Sonderstellung einnimmt, da hier mit Ausnahme der Substrataffinität 

bei pH 4,0 alle kinetischen Charakteristika im Vergleich zum TsdA Wildtyp-Protein ver-
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ändert sind. Die Fähigkeit der TsdA Lysin208-Varianten Thiosulfat mit geringerer spezifi-

scher Aktivität umzusetzen bestätigt die Ergebnisse und daraus abgeleiteten Vermutun-

gen der spektralen Analyse der Proteine (3.3.4).  

 

Abbildung 39: Spezifische Aktivität der Tetrathionat-abhängigen Methylviologen-Oxidation durch 
TsdAK208G (0,3 µg mL-1; 11,4 nM; Quadrate), TsdAK208N (0,57 µg mL-1; 21,7 nM; Dreiecke) und 
TsdAM209G (0,2 µg mL-1; 7,6 nM; Kreise). Enzymtests wurden anaerob in 100 mM Ammoniumacetatpuf-
fer pH 5,0 mit 300 µM reduzierten Methylviologen als Elektronendonor durchgeführt und durch die Zuga-
be von Tetrathionat gestartet. Die Abbildung wurde mit GraphPad Prism (Tabelle 5) erstellt.  

Neben der Thiosulfat-Oxidation wurde auch die Tetrathionat-Reduktion der TsdA-

Varianten gemessen. In Abbildung 39 ist die spezifische Aktivität in Abhängigkeit der 

Konzentration an Tetrathionat mit 300 µM reduziertem Methylviologen als Elektronen-

donor für die drei TsdA-Varianten TsdAK208G, TsdAK208N und TsdAM209G dargestellt. 

Auffällig ist, dass alle Kurven einen sigmoidalen Verlauf haben, während beim TsdA 

Wildtyp-Protein eine lineare Kinetik festgestellt werden konnte (Abbildung 23). Die 

Vmax-Werte variierten von 49,5 ± 6,7 U/mg für TsdAK208N, über 77,9 ± 23,8 U/mg für 

TsdAK208G bis zu einem Vmax von 120,8 ± 11,5 für die TsdAM209G-Variante (Abbildung 

39; Tabelle S 1). Damit wies die TsdA Methionin209-Variante eine höhere maximale spe-

zifische Aktivität als das TsdA Wildtyp-Protein auf. Die Substrataffinität der TsdA-

Varianten zu Tetrathionat war bei TsdAK208G mit einem S[0.5]-Wert von 1,17 ± 0,40 mM 

und auch bei TsdAM209G mit einem S[0.5]-Wert von 1,16 ± 0,13 mM deutlich erhöht im 

Vergleich zum TsdA Wildtyp-Protein. Nur die TsdAK208N-Variante hatte eine ähnliche 

Substrataffinität zu Tetrathionat mit einem S[0.5]-Wert von 1,95 ± 0,27 mM auf 

(Abbildung 39; Tabelle S 1).  

Die katalytische Effizienz der TsdA-Varianten bei der Umsetzung von Tetrathionat zu 

Thiosulfat war im Vergleich zur Oxidation von Thiosulfat niedrig. Für TsdAK208G wurde 

ein kcat-Wert von 37 s-1 und ein kcat/S[0.5]-Wert von 35,9 mM-1 s-1, für TsdAK208N ein kcat-

Wert von 36 s-1 und ein kcat/S[0.5]-Wert von 11,25 mM-1 s-1 berechnet. Die TsdAM209G-
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Variante erreichte die vergleichbar höchste katalytische Effizienz mit einem kcat-Wert von 

54 s-1 und einem kcat/S[0.5]-Wert von 46,67 mM-1 s-1 (Tabelle S 1). Insgesamt rangieren 

jedoch alle diese Werte auf einem sehr niedrigen Level, wenn im Vergleich die katalyti-

sche Umsetzung von Thiosulfat zu Tetrathionat betrachtet wird. Das TsdA Wildtyp-

Protein und alle TsdA-Varianten haben sowohl bei pH 4,0 als auch bei pH 5,0 eine min-

destens 10-fach höhere katalytische Effizienz bei der Vollführung dieser Reaktion im 

Vergleich zur Reduktion von Tetrathionat. Dennoch fällt auf, dass auch hier die 

TsdAM209G-Variante sich in allen kinetischen Charakteristika vom TsdA Wildtyp-

Protein unterscheidet.  

3.4. Mögliche Elektronenakzeptoren der Thiosulfatdehydrogenase aus 

A. vinosum 

Im Rahmen der kinetischen Charakterisierung der Thiosulfatdehydrogenase blieb bislang 

eine entscheidende Frage offen: Was passiert mit den zwei Elektronen, die bei der Oxida-

tion von Thiosulfat zu Tetrathionat freigesetzt werden? Um die kinetischen Eigenschaften 

der TsdAwt und der TsdA-Varianten zu bestimmen wurde Ferricyanid als artifizieller 

Elektronenakzeptor verwendet, jedoch eignet sich dieses Molekül nicht für eine Annähe-

rung an die Situation in vivo.  

3.4.1. Pferdeherz Cytochrom c 

Zunächst sollte geklärt werden ob ein Monohäm oder Dihäm Cytochrom als endogener 

Elektronenakzeptor in Frage kommt. Bereits 2001 wurden in der Doktorarbeit von Detlef 

Sperling (Sperling 2001) mit geringen Mengen aus A. vinosum aufgereinigtem TsdA, 

Aktivitätstests mit Pferdeherz Cytochrom c als Elektronenakzeptor durchgeführt, wobei 

keine Aktivität festgestellt werden konnte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde über UV-Vis 

Spektren die Reduktion von oxidiertem Pferdeherz Cytochrom c nach der Addition von 

Thiosulfat und rekombinantem TsdA überprüft. Dabei konnte festgestellt werden, dass 

AvTsdA nicht in der Lage war Pferdeherz Cytochrom c nach der Zugabe von Thiosulfat 

zu reduzieren (Abbildung 40). Pferdeherz Cytochrom c als Monohäm Cytochrom ist kein 

geeigneter Elektronenakzeptor für AvTsdA.  



Ergebnisse  69 

69 

 

Abbildung 40: Reduktion von Pferdeherz Cytochrom c durch die AvTsdA nach der Zugabe von Thiosul-
fat. Aufgenommen wurden UV-Vis Spektren in 100 mM Ammoniumacetat Puffer pH 6,0 von 280 nm – 
650 nm des oxidierten Pferdeherz Cytochrom c (7,5 µM; gepunktete Linie), nach der Zugabe von 8 mM 
Thiosulfat (dünne Linie) und nach der Zugabe von 102 nM AvTsdA (dicke Linie). Modifiziert nach Abbil-
dung 4 aus Liu et al. 2013. 

3.4.2. TsdB aus Thiomonas intermedia 

Im Genom des Organismus T. intermedia wurde direkt folgend auf das Gen tint_2892, 

das für ein TsdA-Homolog kodiert, das Gen tint_2893, auch für ein Dihäm c-Typ Cy-

tochrom kodierend, identifiziert. Für beide Proteine wird vorhergesagt, dass über ein Sec-

abhängiges Signalpeptid der Transport ins Periplasma vermittelt wird. Zusammen in ei-

nen Expressionsplasmid geklont, wobei tint_2892 mit einem Carboxy-Terminalen Strep-

Tag versehen wurde, konnten die beiden Proteine koproduziert werden und waren sowohl 

in der Coomassie– als auch in der Häm Färbung detektierbar. Diese Koproduktion wies 

auf eine signifikante Interaktion der beiden Proteine miteinander hin (Denkmann et 

al. 2012). Es stellte sich die Frage ob das, durch tint_2893 kodierte Dihäm c-Typ Cy-

tochrom TsdB (Thiosulfatdehydrogenase B), auch einen geeigneten Elektronenakzeptor 

für AvTsdA darstellt. Im Rahmen der Bachelorarbeiten Siemen 2011 und van Helmont 

2012 wurde zunächst das Gen tint_2893 in einen Expressionsvektor gebracht (pASK-

IBATint_tsdB; Tabelle 10) und TsdB in E. coli BL21 Zellen produziert (2.4.2). Das re-

kombinant produzierte TsdB-Protein hatte ein Molekulargewicht von 21.793 Da (van 

Helmont 2012). Anschließend konnte für den Soret-Peak, der im oxidierten Zustand bei 

412 nm und im reduzierten Zustand bei 417 nm absorbiert, ein Extinktionskoeffizient von 

ε417nm = 350 cm-1 µmol-1 berechnet werden (van Helmont 2012). Für eine genauere Cha-

rakterisierung des Proteins wurde im Rahmen dieser Arbeit das Redoxpotential der TsdB 

Häme bestimmt. Beide Häme weisen vermutlich eine His/Met-Koordination des zentra-

len Eisenatoms auf, was vermutlich auf ein hohes Potential der Häme schließen lässt 

(Reijerse et al. 2007). Die Bestimmung des Redoxpotentials erfolgte potentiometrisch mit 

Hilfe einer Goldelektrode. Der Versuch wurde mit einer Spannung von 600 mV gestartet, 
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bei der TsdB sich im oxidierten Zustand befand, und die Spannung dann schrittweise auf 

– 150 mV verringert, sodass TsdB sich im vollständig reduzierten Zustand befand. An-

schließend wurde in die umgekehrte Richtung verfahren, um eine Reoxidation des Pro-

teins zu erwirken (Abbildung 41; 2.8.10). 

 

Abbildung 41: Bestimmung des Redoxpotentials der TsdB-Häme. Dargestellt ist die angelegte Spannung 
gegen die normalisierten Werte der α-Peak Höhe (bei 553 m) der Reduktion (rote Quadrate) und Reoxidati-
on von TsdB (schwarze Dreiecke), wobei ein Wert von 0 ein komplett oxidiertes TsdB und ein Wert von 1 
ein vollständig reduziertes TsdB bedeutet. Eingesetzt wurden 10 µM TsdB in Phosphatpuffer pH 5,0.  

Über das in Abbildung 41 dargestellte Verhältnis von normalisierter α-Peakhöhe zu 

Spannung konnte mittels der Nernst-Gleichung eine Simulation erstellt werden, die das 

Redoxpotential beider Häme wiedergibt. Für die beiden, vermutlich His/Met-

koordinierten Häme, wurden Potentiale von + 110 und + 270 mV bestimmt. Auf Basis 

der Werte für die Redoxpotentiale von TsdA (3.1.2) und TsdB sollte es für TsdA möglich 

sein Elektronen auf TsdB zu übertragen. In einem nächsten Schritt wurde getestet, ob 

TsdA in der Lage ist TsdB, nach der Addition von Thiosulfat, zu reduzieren. In Abbil-

dung 42 ist dargestellt, wie durch die Zugabe von Thiosulfat und AvTsdA, TsdB redu-

ziert werden konnte. TsdB ist damit prinzipiell in der Lage als Elektronenakzeptor für 

TsdA zu dienen (Liu et al. 2013; Denkmann et al. 2012).  
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Abbildung 42: Reduktion von TsdB durch die AvTsdA nach der Addition von Thiosulfat. Aufgenommen 
wurden UV-Vis Spektren in 100 mM Ammoniumacetat Puffer pH 6,0 von 280 nm – 650 nm des oxidierten 
TsdB (3 µM; gepunktete Linie), nach der Zugabe von 8 mM Thiosulfat (dünne Linie) und nach der Zugabe 
von 102 nM AvTsdA (dicke Linie). Modifiziert nach Abbildung 4 aus Liu et al. 2013. 

Aus diesem Grund wurde eine genauere Charakterisierung der Thiosulfat-abhängigen 

TsdB Reduktion durch TsdA durchgeführt (Abbildung 43). Die maximale spezifische 

Aktivität Vmax betrug 0,17±0,012 U/mg und ist damit ca. 165.000-fach geringer als die 

maximale Aktivität mit Ferricyanid als artifiziellem Elektronenakzeptor. Allerdings 

konnte eine fast 10-fach höhere Affinität zum Substrat Thiosulfat mit einem S[0.5]-Wert 

von 0,028 mM festgestellt werden (Abbildung 43). Diese Veränderung der Affinität zum 

Substrat war so nicht zu erwarten, da der Elektronenakzeptor keinen Einfluss auf die 

Substratbindung haben sollte.  

 

Abbildung 43: Spezifische Aktivität der Thiosulfat-abhängigen TsdB-Reduktion durch AvTsdA. 2,6 µM 
TsdB wurden mit verschiedenen Konzentrationen Thiosulfat versetzt und die Reaktion durch die Zugabe 
von 3 nM TsdA gestartet (2.8.6). Die Enzymtests wurden in Ammoniumacetatpuffer pH 5,0 durchgeführt. 
Diese Abbildung wurde mit GraphPad Prism (Tabelle 5) erstellt. 

Aus den gemessenen spezifischen Aktivitäten wurde ein kcat-Wert von 0,077 s-1 errech-

net, woraus sich ein kcat/S[0.5]-Wert von 2,7 mM-1 s-1 ergibt. Diese sehr geringe katalyti-

sche Effizienz in der Umsetzung von Thiosulfat mit TsdB als Elektronenakzeptor zeigt, 

dass TsdB aus T  intermedia keinen optimalen Elektronenakzeptor für AvTsdA darstellt. 
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Jedoch kommt ein Dihäm c-Typ Cytochrom grundsätzlich als Elektronenakzeptor in Fra-

ge. 

3.4.3. Alvin_2879 aus A. vinosum 

In einer Datenbankanalyse wurde Alvin_2879 als das Protein mit der größten Sequen-

zähnlichkeit zu TsdB aus T. intermedia in A. vinosum identifiziert. In A. vinosum wurde 

1969 erstmalig das Dihäm c-Typ Cytochrom Alvin_2879 aus Membranfraktionen isoliert 

(Cusanovich und Bartsch 1969) . Es handelt sich um ein c-Typ Cytochrom 553 mit einem 

Soret-Peak bei 417,5 nm im reduzierten Zustand und einem sehr positiven Redoxpotenti-

al von + 330 mV bei pH 7,0. Aufgrund des hohen Redoxpotentials gilt Alvin_2879 als 

möglicher Elektronendonator für das photosynthetische Reaktionszentrum oder für ein 

anderes c-Typ Cytochrom (C-555) (Cusanovich und Bartsch 1969). Außerdem kommt 

Alvin_2879 aus diesem Grund als endogener Elektronenakzeptor für TsdA in Frage 

(3.1.2).  

Im Rahmen der Bachelorarbeit Koch 2012 wurde das Gen alvin_2879 in einen Expressi-

onsvektor kloniert (Tabelle 10) und in E.coli BL21 Zellen das Protein Alvin_2879 produ-

ziert. Das Protein konnte in der Häm- und Coomassiefärbung mit einer erwarteten Größe 

von 22,6 kDa nachgewiesen werden. Allerdings wurden mit beiden Färbemethoden wei-

tere Banden zwischen 40 und 50 kDa detektiert (Koch 2012).  

 

Abbildung 44: Reduktion von Alvin_02879 durch die AvTsdA nach der Addition von Thiosulfat. Aufge-
nommen wurden UV-Vis Spektren in 100 mM Ammoniumacetat Puffer pH 5,0 von 250 nm – 650 nm des 
Thiosulfat (8 mM) reduzierten Alvin_2879 (2 µM; gepunktete Linie), nach der Zugabe von 163 nM AvTs-
dA (dünne Linie) und nach der Zugabe von 10 mM Natriumdithionit (dicke Linie). Diese Abbildung ist 
eine modifizierte Darstellung der Abbildung 4.21 aus Koch 2012.  

Nach der Aufreinigung des Proteins Alvin_2879 wurde mittels UV-Vis Spektroskopie 

getestet ob dieses als Elektronenakzeptor für AvTsdA dienen kann. Dafür wurden Spek-
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tren des oxidierten Proteins (nicht dargestellt), nach der Zugabe von Thiosulfat und 

schließlich nach der Zugabe von AvTsdA aufgenommen um eine mögliche Reduktion 

von Alvin_2879 durch die TsdA nachzuweisen (Abbildung 44). Nach der Zugabe von 

Thiosulfat konnte nur eine minimale Reduktion beobachtet werden, allerdings führte die 

Addition von AvTsdA zu einer deutlichen Reduzierung des Proteins Alvin_2879, er-

kennbar an der Ausprägung von α- und β-Peak, sowie einer Absorptionsintensitätssteige-

rung des Soret-Peaks (Abbildung 44). Im Vergleich mit einem Spektrum des reduzierten 

Alvin_2879 zeigte sich jedoch, dass es sich hierbei nur um eine partielle Reduktion han-

delt (Abbildung 44). Um zu überprüfen, ob Alvin_2879 ein möglicher in vivo Elektro-

nenakzeptor der TsdA ist, wurde zunächst der Extinktionskoeffizient bestimmt (ε420nm = 

178,29 µmol-1 cm-1) und dann die spezifische Aktivität der Thiosulfat-Oxidation durch 

TsdA mit Alvin_2879 als Elektronenakzeptor quantifiziert. Dabei wurde eine maximale 

spezifische Aktivität Vmax von 0,2 U/mg bei pH 5,5 gemessen (Koch 2012). Die maxima-

le Aktivität bewegt sich in der gleichen Größenordnung wie der Vmax-Wert für die Thio-

sulfatdehydrogenase-Aktivität von AvTsdA mit TsdB als Elektronenakzeptor (3.4.2). 

Alvin_2879 stellt keinen effektiveren Elektronenakzeptor als der exogene Elektronenak-

zeptor TsdB dar. Allerdings war die Qualität der verwendeten Proteinprobe nicht optimal, 

da in der Häm Färbung zusätzlich zur Bande des rekombinant produzierten Alvin_2879 

Monomers weitere Banden oberhalb von 40 kDa sichtbar waren (s. o.). Um dieser Prob-

lematik entgegen zu wirken, wurde im Rahmen dieser Arbeit Alvin_2879 erneut rekom-

binant produziert und nachfolgend an die Strep-Tag Affinitätschromatographie, eine zu-

sätzliche Aufreinigung mittels Gelfiltration (2.7.1)  vorgenommen. Von Protein-

enthaltenen Fraktionen wurde ein UV-Vis Spektrum aufgenommen und der Reinheitsgrad 

bestimmt. Alvin_2879 neigt in vitro zur Oligomerisierung und es konnte über die Gelfilt-

ration eine monomere, dimere, trimere und tetramere Form nachgewiesen werden. Dabei 

überschnitten sich die Fraktionen der verschiedenen Oligomere, sodass eine Auftrennung 

nicht möglich war (nicht dargestellt).  

3.4.4. HiPIP (Alvin_2274) aus A. vinosum 

HiPIP ist ein Ferredoxin-ähnliches Protein mit einem Eisen-Schwefel-Cluster als Cofak-

tor und einem Redoxpotential von + 360 mV. In A. vinosum dient HiPIP unter photo-

lithoautotrophen Wachstumsbedingungen als direktes Reduktionsmittel für das photosyn-

thetische Reaktionszentrum (Verméglio et al. 2002). HiPIP wird durch das Gen al-

vin_2274 kodiert, das auch ein Tat-Signalpeptid zur Translokation des Proteins ins Peri-

plasma enthält (Brüser et al. 1997). Im Periplasma hat das reife Protein ein Molekularge-
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wicht von 8,9 kDa (Abbildung 45). Das hohe Redoxpotential von HiPIP macht eine 

Übertragung von Elektronen von AvTsdA auf dieses Protein möglich.  

 

Abbildung 45: Schematische Darstellung der 3D-Struktur von HiPIP. Das [4Fe-4S] Cluster ist in grau 
dargestellt. Copyright © 1994-2014 The SCOP and SCOPe authors. scope@compbio.berkeley.edu 

Im Rahmen der Bachelorarbeit Franke 2013 wurde das Expressionsplasmid pET-

Alvin_2274-C-strep erstellt. Das Plasmid wurde in E. coli BL21 Zellen gebracht und re-

kombinant HiPIP mit enthaltenem Eisen-Schwefel-Cluster produziert (2.4.4). Über UV-

Vis Differenzspektren konnte ein molekularer Extinktionskoeffizient von ε480nm = 

4,81 cm-1 µmol-1 bestimmt werden (Franke 2013). Bei dieser Wellenlänge absorbiert das 

Eisen-Schwefel-Cluster des Proteins, das oxidiert oder reduziert vorliegen kann. Im En-

zymtest wurde bei 480 nm die Reduktion von HiPIP nach der Zugabe von Thiosulfat 

durch die AvTsdA verfolgt und so die spezifische Aktivität für die Thiosulfat-abhängige 

HiPIP-Reduktion bestimmt.  

 

Abbildung 46: Spezifische Aktivität der Thiosulfat-abhängigen HiPIP-Reduktion durch AvTsdA. 50 µM 
HiPIP wurden mit verschiedenen Konzentrationen Thiosulfat versetzt und die Reaktion durch die Zugabe 
von 95 nM TsdA gestartet (2.8.5). Die Enzymtests wurden in Ammoniumacetatpuffer pH 5,0 durchgeführt. 
Diese Abbildung wurde mit GraphPad Prism (Tabelle 5) erstellt. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde für AvTsdA eine maximale spezifische Aktivität Vmax 

von 70,8 ± 5,4 U/mg bestimmt (Abbildung 46). Diese Aktivität ist ca. 350-fach höher, als 

die mit den potentiellen Elektronenakzeptoren TsdB oder Alvin_2879 gemessenen Akti-

vitäten. Die Affinität zum Substrat Thiosulfat war mit einem S[0.5]-Wert von 0,03 mM 

vergleichbar hoch wie die Substrataffinität zu Thiosulfat, wenn TsdB als exogener Elekt-

ronenakzeptor fungierte (3.6.2). Aus den gemessenen spezifischen Aktivitäten ergab sich 

ein kcat-Wert von 32 s-1 und ein kcat/S[0.5]-Wert von 1062 mM-1 s-1. Die katalytische Effizi-

enz der AvTsdA mit HiPIP als endogenem Elektronenakzeptor ist fast 400-fach höher als 

mit dem Elektronenakzeptor TsdB. Die vergleichsweise hohe katalytische Effizienz und 

hohe Substrataffinität von TsdA mit HiPIP als Elektronenakzeptor in vitro lassen darauf 

schließen, dass HiPIP auch in vivo als dieser fungieren kann. 
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3.5. Biochemische und kinetische Charakterisierung der TsdA aus 

C. jejuni 

3.5.1. Klonierung und Produktion von C8j_0815 (CjTsdA) und C8j_0040 

Ein tsdA-homologes Gen in C. jejuni konnte in einer vergleichenden Datenbankanalyse 

identifiziert werden (Abbildung 47; (Denkmann 2011)). Zusätzlich wurde ein zweites 

homologes Gen in C. jejuni identifiziert (C8j_0040), welches sich in nur einem Punkt 

wesentlich von C8j_0815 unterscheidet, die hoch konservierte Aminosäure Cystein ist 

durch ein Methionin ausgetauscht (Liu et al. 2013). In A. vinosum ist das stark konser-

vierte Cystein96 essentiell für die katalytische Aktivität der Thiosulfatdehydrogenase, was 

die natürlich vorhandene Kopie mit einer Punktmutation an genau dieser Stelle besonders 

interessant für eine kinetische Charakterisierung macht. 

A.vinosum            -----DFVGNGLACRHCHPGRDGEVGTEANAAPFVGVVGRFPQYSARHGRLITLEQRIGDCFE 125 

C.jejuni             KDPKKRFAGNNLSCSSCHANG----GSVQNQSGFVGIWARFPQYNARGDKVITLADRINGCFE 144 

R.picketii           -----HNVGNGLNCTSCHLNG----GTTPYASPWVGLTAAFPEYRSRSGAVISLQQRVNDCFQ 113 

B.pertussis          -----KFVGNDLTCASCHLDA----GRRADSAPMWAAYVLYPAYRAKNGHVNTLAERLQGCFR 119 

B.parapertussis      -----KFVGNDLTCASCHLDA----GRRADSAPMWAAYVLYPAYRAKNEHVNTLAERLQGCFR 119 

B.abortus            ADEAKRFAGNNLSCQNCHLEA----GTKQYGLPLVGVYGDFPQYRSREGQIGTIEDRINGCMT 178 

L.hongkongensis      KNPKMRYAGNNLSCTSCHQDS----ATKPYAIPWVGAFASFPQYRAREDAVSTIEERVNGCME 128 

H.felis              KDPKKRFAGNNLSCSSCHALG----GSMPNHAGFVGIYGRYPQHSPRSDAVVTLEERINGCFE 110 

                            .**.* *  **       .         .    :* : .:   : :: :*: . *: 

 

 

A.vinosum            LYQARCLACHGADGS----GTLDADGRYLFPPLWGPRSFNTGAGMNRQATAAGFIKHKMPLG- 239 

C.jejuni             IYMDKCAVCHQENGLGLKN-EDSAGAYYLYPPLWGDDSYNTGAGMYRLIKAASYIKENMPQG- 262 

R.picketii           VYAQRCAACHGAEGQ----GLPHPQGGYLMPPLWGKDSFNVGAGMARMYTAAAFVKHNMPLG- 227 

B.pertussis          AYAQYCAVCHGAEGQ----GQKNGR-HWVFPALWGEHSFNWGAGMHQIGNAAGFIKANMPLG- 233 

B.parapertussis      AYAQYCAVCHGAEGQ----GQKNGR-HWIFPALWGEHSFNWGAGMHQIGNAAGFIKANMPLG- 233 

B.abortus            LYAEICAACHGADGQGKRTGVVGDAKGYEFPPLWGPDSFNDGAGMNRLISAANFIHANMPNGV 298 

L.hongkongensis      VYQAQCVACHGPDGQGVRAGAAGSAQGYVFPPLWGKDSFNNGAGMNRLLTATRFIRHNMPQGT 248 

H.felis              VYLEKCAACHQENGLGVKN-KERKGGYYLYPPLWGKDSYNTGAGMYRLIKATSYIKTNMPLG- 228 

                      *   * .**  :*             :  *.***  *:* **** :  .*: ::: :** *  

 

Abbildung 47: Alignement von AvTsdA und TsdA-Homologen Proteinen. Das Alignement vergleicht die 
Sequenz von A. vinosum TsdA (Alvin_0091) mit homologen Genen aus Campylobacter jejuni (C8J_0815), 
Helicobacter felis(HFELIS_01540), Brucella abortus (BAbS19_II07870), Laribacter hongkongensis 

(LHK_00203), Ralstonia picketii (Rpic12D_0327), Bordetella parapertussis (BPP3004) und Bordetella 

pertussis (BP1579). Dargestellt ist nur der Ausschnitt mit den zwei Hämbindemotiven (Kasten) und den 
potentiellen distalen Häm-Liganden (schwarze Pfeile). Die Gennummern entstammen der KEGG Daten-
bank (Tabelle 5).  

Beide tsdA-homologen Gene wurden im Rahmen der Bachelorarbeit (Kosciow 2011) 

zunächst in den Expressionsplasmid pPR-IBApelB kloniert und die Plasmide pEtsdA und 

pEcj0040 (Tabelle 10) erhalten. Die erstellten Plasmide enthielten das jeweils entspre-

chende Gen an einen C-Terminalen Strep-Tag fusioniert. Anschließend konnten die 

Plasmide in E. coli BL21 Zellen (enthielten auch den Vektor pEC86; Tabelle 10) ge-

bracht werden. Die Proteine wurden unter spezifischen Bedingungen produziert (2.4.5) 

und aufgereinigt. Es konnten im Rahmen dieser Arbeit 700 µg/L E. coli-Kultur von 

CjTsdA und 121 µg/L E. coli-Kultur von Cj0040 erhalten werden. Beide Proteine konn-

ten sowohl in der Häm Färbung als auch der Coomassiefärbung mit der erwarteten mole-



Ergebnisse  77 

77 

kularen Masse nachgewiesen werden (Liu et al. 2013). CjTsdA hat eine molekulare Mas-

se von 36,6 kDa und C8j_0040 von 39,5 kDa, jeweils inklusive des Strep-Tags und zwei 

kovalent gebundenen Hämen. Anzumerken ist, dass die Produktion von größeren Mengen 

C8j_0040 sich als sehr schwierig gestaltete. Möglichweise ist das Protein nicht stabil un-

ter den gewählten Bedingungen. 

3.5.2. Spektroskopische Charakterisierung der CjTsdA 

Unmittelbar nach der Aufreinigung des Cytochroms wurden UV-Vis Spektren von re-

kombinantem CjTsdA aufgenommen. In dem Spektrum war der Soret-Peak bei 419,5 nm, 

der α-Peak bei 552 nm und der β-Peak bei 523,5 nm sichtbar, wenn das Protein im frisch 

aufgereinigten Zustand vorlag (Abbildung 48). Die deutliche Ausprägung von α- und β-

Peak wiesen auf einen teil-reduzierten Zustand des Proteins hin, ähnlich wie dieser schon 

für AvTsdA beobachtet werden konnte (3.1.3). Durch die Zugabe von Ferricyanid konnte 

CjTsdA vollständig oxidiert werden, wodurch sich der Soret-Peak in den kurzwelligeren 

Bereich nach 414,5 nm verschob. Der α- und β-Peak bildeten dann eine charakteristische 

Schulter aus und das Auftreten eines zusätzlichen Peaks bei 570 nm konnte beobachtet 

werden (Abbildung 48). Durch die Zugabe von 2 mM Thiosulfat konnte CjTsdA wieder 

in den teil-reduzierten Zustand versetzt werden, was ein erster Hinweis auf eine katalyti-

sche Aktivität mit dem Substrat Thiosulfat war (Abbildung 48). Eine vollständige Reduk-

tion des Proteins gelang durch die Addition von Natriumdithionit. Der Soret-Peak ver-

schob sich in den langwelligeren Bereich nach 421, 5 nm und der α- und β-Peak hatten 

ihr Absorptionsmaximum bei 554 nm und 524 nm. Ein zusätzlicher Peak, mit sehr 

schwacher Intensität bei 625 nm, konnte detektiert werden. Insgesamt unterschieden sich 

die spektralen Charakteristika nicht wesentlich von denen des Proteins aus A. vinosum 

(3.1.3).  
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Abbildung 48: Spektrale Analyse von CjTsdA. A: Dargestellt ist der 300 nm – 650 nm Ausschnitt aus dem 
UV-Vis Spektrum des frisch aufgereinigten CjTsdA (285 µg/mL; 7,8 µM). Modifizierte Abbildung S3 aus 
Liu et al. 2013. B: UV-Vis Spektren von CjTsdA (285 µg/mL; 7,8 µM) im oxidierten Zustand (gepunktete 
Linie), durch die Zugabe von 2 mM Thiosulfat teil-reduzierten Zustand (gestrichelte Linie) und reduzierten 
Zustand (durchgezogene Linie). Oxidation wurde durch die Zugabe von 7µM Ferricyanid, Reduktion durch 
die Zugabe von 10 mM Natriumdithionit erreicht. Spektren wurden in 20 mM Tris-HCl pH 8,0 bei 42°C 
aufgenommen. Modifizierte Abbildung aus (Kosciow 2011).  

3.5.3. Kinetische Charakterisierung der rekombinanten CjTsdA 

Das rekombinante Protein war in der Lage Thiosulfat-abhängig Ferricyanid zu reduzieren 

und konnte Thiosulfat zu Tetrathionat mit der erwarteten stöchiometrischen Rate von 2:1 

umsetzen (Kosciow 2011). Ein S[0.5]-Wert von 0,18 mM wurde für die Umsetzung von 

Ferricyanid ermittelt und oberhalb von 1 mM Ferricyanid konnte kein Anstieg der en-

zymatischen Aktivität gemessen werden (Liu et al. 2013).  

Die rekombinant produzierte CjTsdA wurde in zwei verschiedenen Enzymtests einge-

setzt, der Thiosulfat-abhängigen Reduktion von Ferricyanid (2.8.3) und der Tetrathionat-

abhängigen Oxidation von reduziertem Methylviologen (2.8.8). Zunächst mussten jedoch 

ein Temperatur- und ein pH-Optimum für die Durchführung der Reaktionen bestimmt 

werden. Das pH-Optimum wurde mit 1 mM Ferricyanid als Elektronenakzeptor und 

8 mM Thiosulfat als Substrat bei einer Temperatur von 42°C bestimmt und ergab den 

pH-Wert 4,0 (Liu et al. 2013; Kosciow 2011). Die Enzymaktivität erreichte ihr Maximum 

bei 45°C und verblieb auf dem gleichen Level bis zu einer Temperatur von 55°C (Liu et 

al. 2013; Kosciow 2011), was mit dem Wachstumsoptimum für C. jejuni von 42 °C kor-

relierte (Daten nicht enthalten). Nachfolgende Versuche wurden im Rahmen dieser Arbeit 

bei 42 °C durchgeführt, da diese Temperatur den Bedingungen in vivo am nächsten 

kommt.  
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Tabelle 16: Vergleich der Thiosulfatdehydrogenase- und Tetrathionatreduktase-
Aktivität der Proteine AvTsdA und CjTsdA* 

*Modifiziert nach Tabelle 1 aus Liu et al. 2013. 

In Tabelle 16 werden verschiedene Parameter der Thiosulfatdehydrogenase- und Tetra-

thionatreduktase-Aktivität der Proteine AvTsdA und CjTsdA verglichen. CjTsdA erreich-

te eine maximale spezifische Aktivität für die Oxidation von Thiosulfat mit einem Vmax-

Wert von 990 ± 42 U/mg, was eine 28-fach geringere Aktivität im Vergleich zu der TsdA 

aus A. vinosum bedeutet. Außerdem zeichnete sich, die CjTsdA katalysierte Thiosulfat-

Oxidation, durch eine relativ niedrige Substrataffinität zu Thiosulfat mit einem S[0.5]-Wert 

von 2 mM aus. Aus diesen Werten berechnete sich ein kcat-Wert von 604 s-1 und eine ka-

talytische Effizienz kcat/S[0.5] von 302 mM-1 s-1 (Tabelle 16). Die TsdA aus A. vinosum ist 

42-fach effizienter in der Umsetzung von Thiosulfat zu Tetrathionat als das TsdA-

Homologe Protein aus C. jejuni.  

Die Analyse der durch CjTsdA katalysierten Reduktion von Tetrathionat ergab eine ma-

ximale spezifische Aktivität Vmax von 64 ± 1,1 U/mg und war damit etwas geringer als 

die 82 U/mg, welche für die TsdA aus A. vinosum bestimmt werden konnten. Allerdings 

konnte eine Substrataffinität mit einem S[0.5]-Wert von 0,01 mM zu dem Substrat Tetra-

thionat festgestellt werden. Diese sehr hohe Affinität führt zusammen mit einem kcat-Wert 

von 42,6 s-1 zu einer katalytischen Effizienz kcat/S[0.5] von 4260 mM-1 s-1 (Tabelle 16). 

CjTsdA kann 224-fach effizienter Tetrathionat zu Thiosulfat umsetzen als AvTsdA. Es 

handelt sich bei der CjTsdA um ein bifunktionales Enzym mit der Fähigkeit zur Thiosul-

fat-Oxidation und Tetrathionat-Reduktion. 

3.5.4. Wachstumsexperimente mit C. jejuni 

Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dave Kelly (Sheffield, 

UK) wurden in vivo Experimente mit C. jejuni von Yang-Wei Liu durchgeführt. Für eine 

detaillierte Charakterisierung wurde der C. jejuni Stamm 81116 gewählt, von dem auch 

eine ΔtsdA-Mutante erstellt werden konnte (Liu et al. 2013). Der Wildtyp Stamm konnte 

Reaktion Thiosulfat --> Ferricyanid 

  

Tetrathionat --> Methylviologen 

pH pH 4.0 

  

pH 5.0 

Parameter Vmax kcat S [0.5] kcat/S[0.5] 

  

Vmax kcat S [0.5] kcat/S[0.5] 

Einheit U mg-1 s-1 mM mM-1 s-1 

  

U mg-1 s-1 mM mM-1 s-1 

AvTsdA 28.600±2500 14.000 1,1±0,20 12.727 

  

82±3,4 37,0 1,98±0,32 18,7 

CjTsdA 990±42 604 2,0±0,00 302 

  

64±1,1 42,6 0,01±0,00 4.260,0 
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auf Tetrathionat wachsen, während die Mutante dazu nicht in der Lage war. Der Wildtyp 

Stamm setzte 10 mM Tetrathionat zu 20 mM Thiosulfat im stöchiometrischen Verhältnis 

1:2 um, während die ΔtsdA-Mutante nahezu kein Tetrathionat verbrauchte. Die Umset-

zung von einem Molekül Tetrathionat zu zwei Molekülen Thiosulfat lässt auf eine Tetra-

thionatreduktion der TsdA in dem C. jejuni 81116 Wildtyp Stamm schließen. Über die 

Deletion von tsdA, konnte eine spezifische Abwesenheit von CjTsdA in der Coomassie- 

und Häm Färbung von periplasmatischen Proteinen aus C. jejuni erreicht werden (Liu et 

al. 2013). Experimente zur Atmungsrate des Wildtyp-Stammes, der ΔtsdA-Mutante und 

der Komplementationsmutante zeigten eindeutig, dass CjTsdA im Wildtyp als Tetrathio-

natreduktase fungiert. Über den Thiosulfat-abhängigen Verbrauch von Sauerstoff konnte 

weiterhin bewiesen werden, dass die CjTsdA die Oxidation von Thiosulfat an den Elekt-

ronentransport zu Sauerstoff koppeln kann. In Wachstumsversuchen wurden der C. jejuni 

81116 Wildtyp Stamm und die ΔtsdA-Mutante kinetisch charakterisiert (Liu et al. 2013). 

Deutliche Unterschiede bei der Umwandlung von Thiosulfat und Tetrathionat konnten 

zwischen dem Wildtyp-Stamm und der ΔtsdA-Mutante beobachtet werden (Liu et 

al. 2013).  

3.6. Mögliche Elektronenakzeptoren der CjTsdA 

Der CjTsdA konnte eine in vivo Funktion zugeordnet werden und das rekombinante Pro-

tein wurde sowohl spektroskopisch als auch kinetisch charakterisiert. Ein funktioneller 

Unterschied zur TsdA aus A. vinosum offenbarte sich und es stellt sich die Frage auf wel-

ches Protein die zwei frei werdenden Elektronen von der CjTsdA übertragen werden? 

3.6.1. Das TsdA Homologe Protein C8j_0040 

Unter 3.5.1 wurde die Produktion des TsdA-Homologen Proteins C8j_0040 beschrieben. 

Möglicherweise kann dieses Protein auch eine Funktion als TsdA in C. jejuni ausüben 

oder aber einen endogenen Elektronenakzeptor für CjTsdA darstellen. Das Protein 

C8j_0040 wies ein c-Typ Cytochrom typisches Spektrum, mit einem Soret-Peak bei 

423 nm, α-Peak bei 554 nm und β-Peak bei 524 nm in dem reduzierten Zustand auf (Liu 

et al. 2013). Allerdings konnte im Test mit 1 mM Ferricyanid als Elektronenakzeptor nur 

eine maximale spezifische Aktivität Vmax von 19 U/mg in Abhängigkeit von Thiosulfat 

gemessen werden. Auch für die Methylviologen-abhängige Reduktion von Tetrathionat 

konnte nur eine sehr niedrige spezifische Aktivität Vmax von 1,5 U/mg bestimmt werden. 

Diese Beobachtungen zeigen, dass ein Austausch von Cystein zu Methionin nur eine ge-

ringe TsdA-Aktivität ermöglicht (Liu et al. 2013). Eine ähnliche Beobachtung konnte 
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auch schon für die AvTsdA-Variante TsdAC96M gemacht werden (3.2.1). In dieser Vari-

ante ist das stark konservierte Cystein ebenfalls durch ein Methionin ausgetauscht.  

Weiterhin war es bei pH 5,0 nicht mit katalytischen Mengen von CjTsdA möglich das 

Protein C8j_0040 in Anwesenheit von Thiosulfat zu reduzieren. Eine Funktion als Elekt-

ronenakzeptor von C8j_0040 für CjTsdA kann damit ausgeschlossen werden (Liu et 

al. 2013). 

Eine c8j_0040-Deletionsmutante des C. jejuni Stammes 81116 wurde im Rahmen der 

Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dave Kelly (Sheffield, UK) von Yang-Wei 

Liu erstellt und die Thiosulfat-Oxidationsrate mit einer Sauerstoff-Elektrode, sowie die 

Tetrathionat-Reduktion in Inkubationstests mit Formiat als Elektronendonor getestet. In 

beiden Tests konnte kein signifikanter Unterschied zu den Ergebnissen, welche mit dem 

Wildtyp Stamm erzielt wurden, beobachtet werden. C8j_0040 zeigte keinerlei Aktivitä-

ten, welche für eine physiologische Relevanz des Proteins sprechen (Liu et al. 2013).  

3.6.2. TsdB aus T. intermedia  

Für die TsdA aus A. vinosum konnte TsdB aus T. intermedia als Elektronenakzeptor die-

nen (3.4.2), weshalb auch für CjTsdA dieses Dihäm c-Typ Cytochrom als potentieller 

Elektronenakzeptor getestet wurde. Jedoch konnte nach einer Zugabe von 8 mM Thiosul-

fat und einer katalytischen Menge CjTsdA zu TsdB nur eine partielle Reduktion des Pro-

teins erreicht werden. In dem UV-Vis Spektrum verschob sich der Soret-Peak, nicht in 

den langwelligeren Bereich und der α-  und β-Peak erreichten nicht die maximale Ab-

sorptionsintensität (Abbildung 49, vergleiche Abbildung 42). Ein Dihäm Cytochrom c 

wurde deshalb als endogener Elektronenakzeptor für die CjTsdA ausgeschlossen. 

 

Abbildung 49: Reduktion von TsdB durch CjTsdA nach der Zugabe von Thiosulfat. Aufgenommen wur-
den UV-Vis Spektren in 100 mM Ammoniumacetat Puffer pH 6,0 von 280 nm – 650 nm des oxidierten 
TsdB (3 µM; gepunktete Linie), nach der Zugabe von 8 mM Thiosulfat (dünne Linie) und nach der Zugabe 
von 74 nM CjTsdA (dicke Linie).  
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3.6.3. Pferdeherz Cytochrom c  

Nach einer Zugabe von 8 mM Thiosulfat und 74 nM CjTsdA zu 7,5 µM Pferderherz Cy-

tochrom c konnte eine vollständige Reduktion des c-Typ Cytochroms beobachtet werden 

(Abbildung 50). Im Gegensatz zu AvTsdA (Abbildung 40), ist CjTsdA in der Lage ein 

Monohäm c-Typ Cytochrom als Elektronenakzeptor zu nutzen.  

 

Abbildung 50: Reduktion von Pferdeherz Cytochrom c durch die CjTsdA nach der Zugabe von Thiosulfat. 
Aufgenommen wurden UV-Vis Spektren in 100 mM Ammoniumacetat Puffer pH 6,0 von 280 nm – 650 
nm des oxidierten Pferdeherz Cytochrom c (7,5 µM; gepunktete Linie), nach der Zugabe von 8 mM Thio-
sulfat (dünne Linie) und nach der Zugabe von 74 nM CjTsdA (dicke Linie). Modifiziert nach Abbildung 4 
aus Liu et al. 2013. 

Die Reaktion von CjTsdA mit Pferdeherz Cytochrom c wurde aus diesem Grund detail-

lierter charakterisiert. In ersten Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass 80 µM 

Cytochrom im Sättigungsbereich der enzymatischen Reaktion mit dem Substrat Thiosul-

fat liegen (Daten nicht dargestellt; (Liu et al. 2013)). Ein pH-Optimum von 7,0 konnte für 

die Reduktion von Pferdeherz Cytochrom c (ε = 21,1 cm-1 µmol-1 (van Gelder und Slater 

1962)) durch die CjTsdA bestimmt werden (Abbildung 51). Die maximale spezifische 

Aktivität wurde mit einem Vmax-Wert von 350 U/mg bestimmt. Der neutrale pH-Wert, als 

Optimum der Reaktion, entspricht auch den physiologisch optimalen Wachstumsbedin-

gungen von C. jejuni, weshalb Pferdeherz Cytochrom c als Elektronenakzeptor für die 

Thiosulfat-Oxidation durch CjTsdA besser mit den Bedingungen in vivo vergleichbar ist 

als der artifizielle Elektronenakzeptor Ferricyanid. Auffällig ist, dass die enzymatische 

Aktivität bei alkalischen Bedingungen zwar stark abnimmt, aber bis zu einem pH-Wert 

von 9,0 auf dem gleichen Level verbleibt. Unter sauren Bedingungen konnte eine ver-

gleichsweise geringe Aktivität gemessen werden. Die spezifische Aktivität betrug bei 

pH 4,0 nicht einmal 50 U/mg, bei dem mit Ferricyanid als Elektronenakzeptor noch ein 

Wert von 990  U/mg erreicht werden konnte. Schon für AvTsdA wurde mit Ferricyanid 

ein niedrigeres pH-Optimum für die Thiosulfat-Oxidation bestimmt als mit anderen mög-

lichen Elektronenakzeptoren (vergleiche 3.1.4 und 3.4).  
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Abbildung 51: Reduktion von Pferdeherz Cytochrom c durch CjTsdA in Abhängigkeit vom pH-Wert. 
80 µM Cytochrom c, 8 mM Thiosulfat und 82 nM CjTsdA sowie 100 mM geeigneter Puffer (rot: Citratpuf-
fer; Grün: Acetatpuffer; Blau: Bis-Tris Puffer; Violett: Tris-HCl Puffer) wurden einsetzt (2.8.4). Die Reak-
tionen wurden bei 42 °C durchgeführt und durch die Zugabe des Enzyms gestartet. Die Abbildung zeigt die 
Mittelwerte und Standardabweichungen der Reaktion. Modifiziert nach Abbildung S4 aus Liu et al. 2013.  

Um eine bessere Vergleichbarkeit zu Ferricyanid als Elektronenakzeptor zu haben, wurde 

zunächst die Thiosulfat-abhängige Pferdeherz Cytochrom c Reduktion durch die CjTsdA 

bei pH 5,0 untersucht. CjTsdA erreichte eine maximale spezifische Aktivität Vmax von 

245±19 U/mg (Abbildung 52). Dieser Wert entspricht dem zuvor gemessenen Wert im 

Rahmen der Bestimmung des pH-Optimums. Die Substrataffinität zu dem Substrat Thio-

sulfat war mit einem S[0.5]-Wert von 150±30 µM (0,15 mM), im Vergleich zur Affinität 

mit Ferricyanid als Elektronenakzeptor, hoch. Mit Ferricyanid als artifiziellem Elektro-

nenakzeptor konnte nur eine Substrataffinität zu Thiosulfat von 2 mM bestimmt werden 

(Tabelle S 1). Ein ähnlicher Unterschied in der Affinität zu dem Substrat in Abhängigkeit 

vom Elektronenakzeptor wurde auch für AvTsdA festgestellt (vergleiche 3.1.4 und 3.4.2).  

 

Abbildung 52: Reduktion von Pferdeherz Cytochrom c durch CjTsdA in Abhängigkeit von Thiosulfat. 
80 µM Cytochrom c und 100 mM Acetatpuffer pH 5,0 wurden mit verschiedenen Konzentrationen Thiosul-
fat versetzt und die Reaktion durch die Zugabe von 82 nM CjTsdA gestartet. Die Durchführung erfolgte bei 
42 °C nach 2.8.4. Die Abbildung wurde mit Graph Pad Prism erstellt (Tabelle 5).  
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Aus den gemessenen Werten ergab sich ein kcat-Wert von 151 s-1±12 und ein kcat/S[0.5]-

Wert von 1066 mM-1 s-1. Damit wurde bei pH 5,0 eine dreimal höhere katalytische Effi-

zienz mit Pferdeherz Cytochrom c als Elektronenakzeptor im Vergleich zu Tests mit Fer-

ricyanid als Elektronenakzeptor, erreicht. Offen bleibt noch eine kinetische Charakterisie-

rung des Enzyms bei dem pH-Optimum von 7,0. Die Daten aus diesen Versuchen spre-

chen aber eindeutig für ein Monohäm c-Typ Cytochrom als Elektronenakzeptor für die 

TsdA aus C. jejuni. 

3.7. Das Fusionsprotein TsdA/TsdB aus M. purpuratum 

Im Organismus Marichromatium purpuratum konnte ein Tetrahäm TsdA/TsdB Fusions-

protein identifiziert werden. Der N-Terminale Bereich der Sequenz hat eine große Homo-

logie zu dem Gen tint_2892 (kodiert für TintTsdB) und der C-Terminale Bereich der 

Aminosäuresequenz besitzt eine große Homologie zu dem Gen alvin_0091 (kodiert für 

AvTsdA). Im Rahmen der Bachelorarbeit von Reuter 2013 wurde das Gen marpu-

DRAFT_1194 in einen Expressionsplasmid gebracht, das Protein in E. coli BL21-Zellen 

(+pEC86-Vektor; Tabelle 10) produziert und anschließend über His-Tag Affinitätschro-

matographie aufgereinigt. In der Häm Färbung wurde das Protein mit einer erwarteten 

Größe von 54,6 kDa nachgewiesen.  

Das Fusionsprotein MarpuTsdA/TsdB konnte über die „Sitting drop“ Methode bei 20 °C 

kristallisiert werden (Abbildung 53). Kristallographie und Röntgenstrukturanalyse wur-

den im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Margarida Archer 

(ITQB, Oeiras; Portugal) von Dr. José durchgeführt. Rekombinant aufgereinigtes Protein 

wurde mit einer Konzentration von 3,2 mg/mL verwendet und mit 10 % (w/v) PEG 8000, 

0,1 M Tris-HCl pH 7,0, 0,2 M MgCl2 als Fällungsmittel versetzt. Der finale Kristall 

(Abbildung 53) enthielt noch 0,2 uL Trimethylamin-HCl als Additiv und 25 % Diethyl-

englykol + 25 % Glycerol + 25 % 1,2 Propandiol wurden als Frostschutzmittel verwen-

det.  

 

Abbildung 53: Kristalle des Fusionsproteins MarpuTsdA/TsdB aus M. purpuratum. Die Abbildung wurde 
von Dr. José Brito zur Verfügung gestellt. 
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Die Röntgendiffraktometrie wurde am Synchroton ID29 Beamline in Grenoble (Frank-

reich) durchgeführt und die Daten von MarpuTsdA/TsdB konnten mit einer Auflösung 

von 2,74 Å prozessiert werden. 

Die Analyse der Struktur ergab, dass beide Häme der TsdB-Homologen Domäne durch 

His/Met-koordiniert und die Häme der TsdA-Homologen Proteindomäne über His/Met- 

und His/Cys-koordiniert werden (Abbildung 54).  

 

Abbildung 54: Kristallstruktur des Fusionsproteins TsdA/TsdB (Marpu_1194) aus M. purpuratum. Der 
rote Bereich zeigt die TsdB Domäne, der blaue Bereich die TsdA Domäne des Proteins. Die vier gebunde-
nen c-Typ Häme sind in gelb dargestellt. Die Abbildung wurde von Dr. José Brito zur Verfügung gestellt. 
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4. Diskussion 

Thiosulfatdehydrogenasen sind innerhalb der Bakterien weit verbreitet und Homologe 

konnten in allen Familien der Proteobakterien gefunden werden. Die Aktivität der Thio-

sulfatdehydrogenase konnte in dem Schwefeloxidierer T. intermedia, dem chemoorgano-

heterotrophen P. stutzeri, für den schon die Bildung von Tetrathionat beobachtet werden 

konnte (Schook und Berk 1979), und Psychrobacter arcticus, welcher bislang nicht in 

Bezug auf Energiegewinnung aus Schwefelverbindungen untersucht wurde, nachgewie-

sen werden (persönliche Kommunikation Johannes Bergmann). Die weite Verbreitung 

der Thiosulfatdehydrogenase kann eventuell darauf zurückgeführt werden, dass die Bil-

dung von Tetrathionat aus Thiosulfat durch eine spezifische Dehydrogenase durchgeführt 

werden kann, welche diese Reaktion katalysiert (Sorokin 1993). Im Gegensatz zu der 

Beobachtung, dass die Möglichkeit Tetrathionat aus Thiosulfat zu bilden mit dem Auftre-

ten eines tsdA-Gens sowohl in organotrophen als auch lithotrophen Organismen zusam-

men hängt, behaupten Visser und Kollegen, (Visser et al. 1996) dass die Thiosulfatdehyd-

rogenasen keine gemeinsame Familie bilden. Als Grund für diese Schlussfolgerung wer-

den die katalytischen und strukturellen Unterschiede der Thiosulfatdehydrogenasen her-

angezogen. Diese Arbeit in Zusammenhang mit der Arbeit von (Müller et al. 2004) weist 

darauf hin, dass es nur zwei verschiedene Tetrathionat-bildende Enzyme gibt, Chinon-

reduzierende Membranenzyme und TsdAs, wie die aus A. vinosum oder C. jejuni (Denk-

mann et al. 2012; Liu et al. 2013). Die Existenz weiterer Enzymklassen die Tetrathionat 

bilden, kann jedoch bislang nicht vollständig ausgeschlossen werden. 

4.1. Struktur der Thiosulfatdehydrogenasen 

Die Betrachtung von Thiosulfatdehydrogenasen aus verschiedenen Organismen zeigte, 

dass es eine begrenzte Heterogenität in der Struktur dieser Enzyme gibt. Die TsdA aus 

A. vinosum liegt als Monomer vor (1.1), während die CjTsdA ein Dimer ausbildet (Ko-

sciow 2011). Eine dimere Form konnte auch für ein homologes Enzym aus Wolinella 

succinogenes gefunden werden (Herresthal 2014). Eine Besonderheit dieses Enzyms ist, 

dass es vermutlich mit einem Protein, das eine Membranankerdomäne enthält, interagiert 

(Seel 2012). Einige der strukturellen Unterschiede der TsdA-Proteine können dagegen 

beseitigt werden, wenn in Betracht gezogen wird, dass viele TsdAs zusammen mit ihrem 

endogenen Elektronenakzeptor TsdB exprimiert werden. So konnte für das Fusionspro-

tein TsdA/TsdB aus M. purpuratum, sowohl eine Thiosulfatdehydrogenase-, als auch eine 

Tetrathionatreduktase-Aktivität nachgewiesen werden (Reuter 2013). Die Struktur des 
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Enzyms lässt auf eine klassische TsdA schließen, die große strukturelle Ähnlichkeiten zu 

der TsdA aus A. vinosum aufweist, mit einer zweiten Domäne, die die Funktion des TsdB 

übernimmt (Abbildung 54). In Thiobacillus acidophilus und Thiobacillus sp. W5 wurde 

eine tetramere Thiosulfatdehydrogenase mit jeweils zwei gleichen Untereinheiten α2β2 

identifiziert (Meulenberg et al. 1992; Visser et al. 1996). Vermutlich bilden zwei 

TsdA/TsdB-Dimere ein Tetramer in diesen Organismen aus. Auch anhand des Moleku-

largewichtes der Enzyme, zeigt sich, dass vermutlich starke strukturelle Ähnlichkeiten 

zwischen den verschiedenen TsdA-Proteinen bestehen. In A. vinosum hat das monomere 

Enzym ein Molekulargewicht von 27,2 kDa (1.1). Homologe Enzyme aus T. intermedia, 

P. stutzeri und P. arcticus konnten mit einem erwarteten Molekulargewicht von 

33,8 kDa, 35 kDa und 33,5 kDa in der Häm Färbung nachgewiesen werden (Siemen 

2011; van Helmont 2012; Denkmann et al. 2012). Diese TsdA-Homologen Enzyme wer-

den ohne einen endogenen Elektronenakzeptor exprimiert. Allerdings ist nicht klar, ob 

die TsdA-Proteine eine monomere oder dimere Form aufweisen. Das TsdA-Homologe 

Protein Slit1778 aus Sideroxydans lithotrophicus kommt eindeutig als Dimer vor und 

weist ein Gesamtmolekulargewicht von 66 kDa auf (Klein 2012). Eine Untereinheit der 

ebenfalls dimeren TsdA aus C. jejuni besitzt ein Molekulargewicht von 36 kDa (3.5.1; 

(Kosciow 2011)) und der TsdA-Anteil des Fusionsproteins TsdA/TsdB aus M. purpura-

tum hat eine molekulare Größe von ca. 27 kDa (Reuter 2013). Die TsdA aus W. succino-

genes ist mit einem Molekulargewicht von 43 kDa etwas größr als die übrigen Enzyme 

(Seel 2012; Herresthal 2014). Im Wesentlichen kann die Enzymklasse der Thiosulfatde-

hydrogenasen anhand dieser Beobachtungen in zwei Strukturformen unterteilt werden. 

Eine Gruppe bilden die TsdA-Proteine, die mit ihrem endogenen Elektronenakzeptor ex-

primiert werden und als tetramere Form mit jeweils zwei gleichen Untereinheiten (α2β2) 

vorkommen und eine zweite Gruppe bilden die TsdA-Proteine, die ohne ihren endogenen 

Elektronenakzeptor exprimiert werden und als Monomer oder Dimer vorkommen. Jedoch 

können aufgrund der weiten Verbreitung der Thiosulfatdehydrogenasen unter den Bakte-

rien weitere, sich unterscheidende Strukturformen nicht vollkommen ausgeschlossen 

werden. Im Besonderen das TsdA-Protein aus W. succinogenes beweist, dass die Varianz 

der TsdA-Strukturen möglicherweise größer ist (Seel 2012; Herresthal 2014). 

4.2. Katalytische Aktivität der Thiosulfatdehydrogenasen 

pH-Optimum und Temperatur-Optimum der katalytischen Aktivität der TsdA-Proteine 

sind sehr verschieden und an den jeweiligen Metabolismus des Organismus angepasst. 
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Zum Beispiel hat die CjTsdA des pathogenen Organismus C. jejuni ein Temperatur-

Optimum von 42 °C (3.5.3), das vergleichbar mit dem Temperatur-Optimum für das 

Wachstum von C. jejuni ist, während für die AvTsdA ein Temperatur-Optimum von 

30 °C bestimmt wurde, das den optimalen Wachstumsbedingungen des Schwefeloxidie-

rers A. vinosum entspricht (1.5). Die Thiosulfatdehydrogenase aus T. intermedia kann 

innerhalb einer großen Temperaturspanne optimal funktionieren und hat ihre maximale 

katalytische Aktivität bei einem pH-Wert von 3,0 (Siemen 2011). Das Enzym ist damit 

bestens an die sauren Umwelteinflüsse des Schwefeloxidierers angepasst (Wentzien 

2002; Wentzien und Sand 2004).  

Die AvTsdA kann mit einer hohen katalytischen Effizienz von 12.727 mM-1 s-1 bei 

pH 4,0 und 14.000 mM-1 s-1 bei pH 5,0 Thiosulfat zu Tetrathionat umsetzen. Die kineti-

sche Analyse konnte dabei nicht über Michaelis-Menten Kinetik erfolgen, da zwei Mole-

küle desselben Substrates zu einem Molekül Produkt umgesetzt werden, weshalb eine 

Interpretation der Ergebnisse nach Hill erfolgte (Segel 1993). Auffällig ist dass die ma-

ximale spezifische Aktivität der TsdA bei pH 4,0 mit Ferricyanid als artifiziellem Elekt-

ronenakzeptor liegt, die Substrataffinität jedoch bei pH 5,0 höher ist (Tabelle S 1).  

Die Reduktion von Tetrathionat kann das Enzym aus A. vinosum vergleichsweise wenig 

effizient katalysieren. Der kcat/S[0.5]-Wert beträgt für die Tetrathionat-abhängige Oxidati-

on von reduziertem Methylviologen gerade einmal 18,7 mM-1 s-1 und ist damit 700-fach 

niedriger, als der vergleichbare Wert für Thiosulfatdehydrogenase-Aktivität durch das 

Protein (Tabelle 17). Die TsdA aus A. vinosum fungiert eindeutig als Thiosulfatdehydro-

genase und nicht als Tetrathionatreduktase (Liu et al. 2013).  

Für das TsdA-Homologe Protein aus T. intermedia konnte eine sehr hohe, maximale spe-

zifische Aktivität bei der Umsetzung von Thiosulfat mit einem Vmax von 121.000 U/mg 

bei einem pH-Wert von 3,0 gemessen werden. Bei einem leicht sauren pH-Wert von 5,0 

war die Aktivität ca. 2,5-fach geringer und bei pH 7,0 war das Protein katalytisch inaktiv 

(Denkmann et al. 2012). Die TsdA aus P. stutzeri wies dagegen eine ähnlich hohe Aktivi-

tät, wie das Protein aus A. vinosum, mit einem Vmax-Wert von 31.000 U/mg bei pH 4,2, 

auf (van Helmont 2012). Es konnte keine signifikante Aktivität bei pH 7,0 nachgewiesen 

werden und das Temperatur-Optimum der Reaktion lag bei 20 °C, wobei die Aktivität um 

jeweils ein Drittel geringer bei Temperaturen von 30 °C und 9 °C war (Denkmann et 

al. 2012; van Helmont 2012). Eine sehr hohe Substrataffinität mit einem S[0.5]-Wert von 

25 µM für das TsdA-Homologe Enzym aus P. stutzeri spricht ebenfalls für eine Funktion 
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als Thiosulfatdehydrogenase (van Helmont 2012). Allerdings muss die Fähigkeit zur Re-

duktion von Tetrathionat noch untersucht werden, um eine Bifunktionalität dieser TsdA-

Proteine ausschließen zu können.  

Tabelle 17:  Vergleich der Thiosulfatdehydrogenase- und Tetrathionatreduktase-
Aktivität von ausgewählten TsdAs aus verschiedenen Organismen 

Reaktion Thiosulfat --> Ferricyanid Tetrathionat --> Methylviologen Referenz 

pH pH 4.0 pH 5.0  

Parameter Vmax kcat S [0.5]  kcat/S[0.5] Vmax kcat S [0.5]  kcat/S[0.5] 
 

Organismus/Einheit U mg-1 s-1 mM mM-1 s-1   U mg-1 s-1 mM mM-1 s-1  

A. vinosum 28600±2500 14.000 1,10 12727,3   82±3,4 37,0 1,98 18,7 Liu et al. 2013 

C. jejuni 990±42 604 2,00 302,0 64±1,1 42,6 0,01 4260,0 Liu et al. 2013 

M. purpuratum 2871±220 2.753 0,26 10589,0 8621±402,0 8270,0 1,00 8270,0 Reuter 2013 

W. succinogenes  22±2 15 4,3 3,6 - - - - Herresthal 2014 

 

 

In Tabelle 17 ist die Thiosulfatdehydrogenase- und Tetrathionatreduktase-Aktivität von 

TsdA-Proteinen aus verschiedenen Organismen dargestellt. Im Vergleich zu AvTsdA, ist 

die TsdA aus C. jejuni mit einer ca. 42-fach geringeren katalytischen Effizienz eine 

schwache Thiosulfatdehydrogenase (Tabelle 16). Sowohl die Substrataffinität als auch 

die katalytische Effizienz weisen auf eine primäre Funktion des Enzyms als Tetrathionat-

reduktase hin. Dennoch konnte eine katalytische Effizienz von 302 mM-1 s-1 für die Thio-

sulfatdehydrogenase-Aktivität der CjTsdA bestimmt werden, was auf eine Bifunktionali-

tät des Proteins schließen lässt. Nur wenige andere Bakterien können bifunktional Thio-

sulfat oxidieren und Tetrathionat reduzieren, einige Beispiele finden sich in verschiede-

nen Pseudomonaden-Stämmen (Trudinger 1967; Tuttle 1980). In dem marinen Pseu-

domonas 16B wurde das c-Typ Cytochrom Thiosulfat-Oxidase nachgewiesen, welches 

auch Tetrathionat reduzieren konnte und beide Funktionen als reversible Aktivitäten des-

selben Enzyms interpretiert (Whited und Tuttle 1983). In M. purpuratum konnte eine 

Thiosulfatdehydrogenase-Aktivität mit einer maximalen spezifischen Aktivität Vmax von 

2871 U/mg, bei einem pH-Wert von 6,0 unter einer Zugabe von 200 mM Natriumchlorid, 

festgestellt werden. Ähnlich wie CjTsdA konnte MarpuTsdA/TsdB, mit einer deutlich 

höheren spezifischen Aktivität von 8621 U/mg, Tetrathionat reduzieren und dabei Me-

thylviologen als Elektronendonor nutzen (Tabelle 17). Eine sehr schwache Thiosulfatde-

hydrogenase-Aktivität mit einem Vmax-Wert von 22 U/mg und einer katalytischen Effizi-

enz kcat/S[0.5] von 3,6 mM-1 s-1 konnte für die TsdA aus W. succinogenes bestimmt werden 

(Tabelle 17). Eine genaue Bestimmung der Tetrathionatreduktion steht bei diesem Enzym 
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noch aus, aber in ersten Tests mit reduziertem Methylenblau als Elektronendonor, konnte, 

eine im Verlgeich zur Thiosulfatdehydrogenase-Aktivität, deutlich höhere Aktivität ge-

messen werden (Seel 2012). Ebenfalls eine schwache Aktivität bei der Umsetzung von 

Thiosulfat konnte für die lösliche E. coli Fraktion, die die rekombinante TsdA aus P. arc-

ticus enthielt, mit einem Vmax-Wert von 33,4 U/mg Protein bei pH 4,2 und einem Tempe-

ratur Optimum von 20 °C bestimmt werden (Denkmann et al. 2012). Damit ist diese 

TsdA ebenfalls ein Kandidat für ein bifunktionales Enzym mit der primären Fähigkeit zur 

Reduktion von Tetrathionat. 

Auf der Basis der untersuchten Enzyme, können diese, ähnlich wie bei der strukturellen 

Unterteilung der TsdA-Proteine, auch katalytisch in zwei Klassen aufgeteilt werden. Eine 

Klasse bilden die TsdA-Proteine, die als primäre Funktion Thiosulfat oxidieren wie zum 

Beispiel das Enzym aus A. vinosum und vermutlich auch die TsdA-Homologen Proteine 

aus T. intermedia und P. stutzeri. Eine weitere Klasse bilden die TsdA-Proteine, die bi-

funktional Thiosulfat oxidieren und Tetrathionat reduzieren können mit einer primären 

Funktion als Tetrathionatreduktase wie zum Beispiel die CjTsdA und das Fusionsprotein 

TsdA/TsdB aus M. purpuratum.  

4.3. Analyse der biochemischen Charakteristika von Häm 1 

Die erhaltene Struktur der TsdA aus A. vinosum bestätigte die Vermutung, dass es sich 

bei Häm 1 um ein „low-spin“ hexakoordiniertes Häm mit einem proximalem Histidin-

Liganden und einem distalen Cystein-Liganden handelt (3.1.1) und komplettiert damit 

Ergebnisse der EPR Spektroskopie (Denkmann et al. 2012). Eine starke Konservierung 

des Cystein96 innerhalb der Enzymklasse der TsdA-Proteine (1.1) spricht dafür, dass das 

Cystein auch in TsdA-Proteinen aus anderen Organismen den distalen Liganden des Häm 

1 bildet. Für das Fusionsprotein TsdA/TsdB aus M. purpuratum konnte diese Funktion 

bereits nachgewiesen werden (3.7), was die Vermutung erhärtet, dass es sich bei der Li-

gation von Häm 1 um eine strukturelle Gemeinsamkeit aller TsdA-Proteine handelt. Die 

Thiosulfatdehydrogenasen reihen sich in die Liste der Proteine mit ungewöhnlicher 

His/Cys-Koordination des Häm-Eisen ein, zu der unter anderem das SoxXA-Protein von 

Rhodovulum sulfidophilum (Cheesman et al. 2001), das DsrJ-Protein von A. vinosum 

(Grein et al. 2010), das grüne Häm-Protein von Halochromatium salexigens (van 

Driessche et al. 2006) und das PsbV2-Cytochrom des Cyanobakteriums Thermosy-

nechoccus elongates gehören (Suga et al. 2013). Wie für das DsrJ-Protein konnte auch 

für die TsdA keine Persulfurierung nachgewiesen werden. Außer der His/Cys-Ligation 
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eines Hämes verbinden die Gruppe dieser Proteine nur wenige bisher bekannte funktio-

nelle oder strukturelle Gemeinsamkeiten (4.1 und 4.2). Allerdings wird vermutet, dass 

diese Art der Häm-Koordination unter anderem eine Rolle bei Enzymen spielt, die Reak-

tionen katalysieren in denen anorganische Schwefelkomponenten involviert sind (Grein 

et al. 2010). Am besten erforscht ist diese Art der Häm-Ligation bei den SoxXA-

Proteinen. Die katalytische Untereinheit von SoxA ist ein Dihäm Cytochrom in Rho-

dovulum sulfidophilum und Paracoccus pantotrophus (Cheesman et al. 2001; Roth und 

Friedrich 2002), während in Starkeya novella und Chlorobaculum tepidum das erste Häm 

von SoxA nicht vorhanden ist (Kappler et al. 2004; Ogawa et al. 2008). Eine His/Cys-

Ligation des zweiten Hämes konnte in allen SoxA-Proteinen nachgewiesen werden 

(Cheesman et al. 2001; Bamford et al. 2002; Roth und Friedrich 2002; Kappler et al. 

2004; Ogawa et al. 2008). Das zweite Häm von SoxXA korrespondiert zu dem ersten 

Häm von TsdA auf der Ebene der Aminosäuresequenz und auch der N-Terminale Be-

reich von TsdA scheint zu dem Protein SoxA verwandt zu sein (Denkmann et al. 2012).  

Für die SoxXA-Proteine konnte gezeigt werden, dass Häme mit Histidin/Cystein-

Ligation ein sehr niedriges Redoxpotential haben. Das SoxXA aus Paracoccus pan-

totrophus besitzt ein His/Cys-koordiniertes Häm mit einem Potential von – 426 mV. Al-

lerdings liegt das Cystein in der SoxA-Domäne des Proteins persulfuriert vor, was das 

Redoxpotential zusätzlich verringert, da das Persulfid die anionische Form der Sul-

fhydrilgruppe stabilisiert (Cheesman et al. 2001; Reijerse et al. 2007). Ein gutes Beispiel 

dafür liefert das SoxXA-Protein aus Rhodovulum sulfidophilum, das je ein Häm mit 

His/Cys-, His/CysS-- und His/Met-Koordination enthält. Das Cystein-koordinierte Häm 

besitzt ein Redoxpotential von -340 mV und das Häm, das durch ein persulfuriertes Cys-

tein koordiniert wird, ein Redoxpotential von - 400 mV (Bradley et al. 2012). Ein noch 

niedrigeres Redoxpotential konnte für das SoxA-Protein aus Starkeya novella festgestellt 

werden mit einem Wert von – 479 mV (Kappler et al. 2008). Insgesamt zeigt sich am 

Beispiel der SoxA-Proteine, dass His/Cys-koordinierte Häme ein negatives Redoxpoten-

tial aufweisen. Die Bestimmung des Redoxpotentials der AvTsdA ergab die beiden Werte 

– 150 mV und + 50 mV für die Häme der Thiosulfatdehydrogenase (3.1.2). Das Histi-

din/Cystein koordinierte Häm 1 hat mit großer Wahrscheinlichkeit das deutlich niedrigere 

Redoxpotential von - 150 mV. Im Vergleich zu den SoxA-Proteinen, kann ein Potential 

von - 150 mV für ein His/Cys-koordiniertes Häm in der Thiosulfatdehydrogenase als eher 

positiv eingeschätzt werden. 
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Über die Aufnahme von UV-Vis Spektren konnte ein Hinweis auf Redox- und pH-

abhängige Veränderungen der His/Cys-Koordination gefunden werden, die sich auf das 

Potential des Hämes auswirken können. So führte eine Veränderung des pH-Wertes, be-

sonders in Spektren des reduzierten Zustandes des Proteins, zu starken Unterschieden in 

der Intensität und Wellenlänge (416,6 bei pH 5,0 zu 419,6 nm bei pH 8,0) des Soret-

Peaks (Abbildung 16). Diese Veränderungen in der Soret-Peak Region sind eventuell auf 

Änderungen des Protonierungsstatus von einem Thiol-gebundenen Häm zurück zuführen. 

Redoxtransformationen in Cystein ligierten Hämen sind oftmals begleitet durch Protonie-

rungen oder Deprotonierungen des Cystein Liganden (Zhong et al. 2014). Allerdings 

stellten Zhong und Kollegen eine Abnahme der Absorptionsintensität des Soret-Peaks bei 

einer Abnahme des pH-Wertes fest, genau umgekehrt, zu den für TsdA gemachten Be-

obachtungen. Die Verringerung der Absorptionsintensität des Soret-Peaks bei einem hö-

heren pH-Wert weist auf die Präsenz eines stärkeren Feldliganden des Häm-Eisens hin 

(Girvan et al. 2006). Bei einem niedrigeren pH-Wert ist das Cystein-Thiolat vermutlich 

protoniert und das Cystein-Thiol ist ein schwächerer Ligand für das Häm (Zhong et 

al. 2014). In Spektren des oxidierten Zustandes ändert sich das Absorptionsmaximum des 

Soret-Peaks nicht, sondern verbleibt sogar bei pH 8,0 bei 406 nm, was auf einen Verbleib 

der Thiolat-Ligation hindeutet. Die spezifischere Bindung des Substrates Thiosulfat bei 

einem höheren pH-Wert ist eventuell auch ein Hinweis auf einen unterschiedlichen Pro-

tonierungsgrad des Cysteins (3.1.4). Bei pH 5,0 liegt das Cystein, das den distalen Ligan-

den von Häm 1 bildet, vermutlich in weniger Fällen als Thiolat vor, was eine bessere 

Bindung des Substrates ermöglichen würde. Eine Beteiligung des Cysteins an der Sub-

stratbindung konnte allerdings noch nicht nachgewiesen werden. 

Der bedeutendste Unterschied in Spektren des oxidierten AvTsdA ist ein Peak bei 

634 nm, der bei pH 6,5 und pH 8,0 (Abbildung 19) und besonders deutlich im Spektrum 

des teil-reduzierten Proteins, hervorgerufen entweder durch die Zugabe von Thiosulfat 

oder geringen Konzentrationen an Natriumdithionit, auftritt (Abbildung 20). Im Spektrum 

des oxidierten Zustandes beider TsdA Lysin208-Varianten konnte ein Peak bei 620 nm 

beobachtet werden, welcher dann in Spektren des teil-reduzierten Zustandes (durch die 

Zugabe von 8 mM Thiosulfat) nach 634 nm verschoben wurde (3.3.4). Dieser Peak in den 

Spektren des Wildtyp-Proteins und der TsdA Lysin208-Varianten ist auf jeden Fall auf 

Veränderungen an Häm 1 zurückzuführen, da für keine der TsdA Cystein96-Varianten ein 

Absorptionsmaximum bei 634 nm festgestellt werden konnte (3.2.2). Im teil-reduzierten 

Zustand kann dieser Peak vermutlich auf das vorübergehende Auftreten von „high-spin“ 
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Häm hinweisen, das durch Bewegung des Cystein96 aus der Eisen-Koordinationssphäre 

entsteht (Pettigrew und Moore 1987; Miles et al. 1993). Allerdings wies die TsdA-

Cystein96-Variante TsdAC96G keinen Peak bei 634 nm auf und Glycin ist nicht in der 

Lage das Häm-Eisen zu koordinieren, weshalb ein pentakoordiniertes Häm als sehr wahr-

scheinlich gilt. In Betracht gezogen werden muss deshalb auch eine Interpretation als 

Ladungstransferbande einer Cystein-Thiolat Ligation des Häm-Eisen. Charakteristisch 

für ein Cystein-Thiolat wären auch ein ausgeprägter δ-Peak, sowie das Auftreten eines 

zweiten Absorptionsmaximums oberhalb von 700 nm (Marvin et al. 2008). Diese Charak-

teristika konnten in Spektren des TsdA Wildtyp-Proteins nicht beobachtet werden. Den-

noch scheint im Zusammenhang mit der Intensitätsänderung des Soret-Peaks in Abhän-

gigkeit vom pH-Wert, welche auch auf ein Thiolat hinweist, diese Interpretation wahr-

scheinlicher. Ein weiteres Charakteristikum der TsdA Cystein96-Varianten ist das Auftre-

ten eines Absorptionsmaximums bei 660 nm in Spektren des reduzierten Zustandes der 

Proteine. Dieser Peak ist ein Indikator für einen Ladungstransfer, welcher durch den Aus-

tausch des Cysteins auftritt (Marvin et al. 2008). Allerdings muss in Betracht gezogen 

werden, dass dieses Absorptionsmaximum auch durch eine Interaktion der Proteine mit 

Natriumdithionit zu Stande kommt, die nur bei den TsdA Cystein96-Varianten durch eine 

strukturelle Änderung dieser Proteine möglich ist. Das schwefelhaltige Reduktionsmittel 

Natriumdithionit kann einen Einfluss auf das UV-Vis Spektrum haben, indem es mit den 

Proteinen interagiert und so Absorptionsmaxima oberhalb von 600 nm hervorruft. Abhil-

fe könnte die Verwendung eines anderen Reduktionsmittels verschaffen wie z. B. Euro-

pium, welches als Reduktant ohne Schwefelgruppe nicht für die Bildung von Komplexen 

bekannt ist. Allerdings ist Europium ein weniger starkes Reduktionsmittel und muss in 

vielen Fällen zunächst mit EDTA versetzt werden, um eine vollständige Reduktion zu 

ermöglichen (Vincent et al. 2003).  

Eine umfassende spektrale Analyse der TsdA Cystein96-Varianten zeigte, dass das Häm 1 

bei einem Austausch des Cysteins durch die Aminosäuren Histidin oder Methionin, diese 

die Funktion als distaler Ligand übernehmen.. In den Spektren der oxidierten Proteine der 

TsdA-Varianten TsdAC96H und TsdAC96M war der Soret-Peak deutlich zu einer höheren 

Wellenlänge verschoben im Vergleich zum TsdA Wildtyp-Protein (Tabelle 14). Eine 

Verschiebung des Soret-Peaks in den langwelligeren Bereich weist auf den Austausch 

eines schwachen Feldliganden zu einem stärkeren Feldliganden hin (Girvan et al. 2006). 

Die Aminosäuren Histidin und Methionin sind in der Lage das Häm Eisen zu koordinie-

ren und ersetzen Cystein als Liganden von Häm 1. Weitere auffällige spektrale Charakte-
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ristika der TsdAC96M-Variante sind eine hohe Intensität des α-Peaks im Vergleich zu den 

anderen Proteinen und einen signifikant höheren Quotienten von α- und β-Peak (Tabelle 

14; 3.2.2). Diese veränderten spektralen Eigenschaften könnten ebenfalls eine Methionin-

Ligation des Hämes anzeigen. Dagegen spricht allerdings, dass kein für eine His/Met-

Ligation eines Hämes charakteristischer Peak bei 695 nm beobachtet werden konnte (Mi-

les et al. 1993). Allerdings weisen einige Cytochrome mit His/Met-Koordination des 

Häm-Eisens kein Absorptionsmaximum bei dieser Wellenlänge auf (Zhong et al. 2014). 

Neben der umfassenden Analyse zu den Eigenschaften der Häm 1-Koordination der 

TsdA aus A. vinosum, konnten auch schon erste Erkenntnisse über das TsdA-Homologe 

Protein aus C. jejuni gewonnen werden. Die CjTsdA wies für ein c-Typ Cytochrom typi-

sche, spektrale Charakteristika auf (Abbildung 48). Das Spektrum wurde von einem 

„low-spin“ c-Typ Häm dominiert und ein Absorptionsmaximum bei 625 nm im Spektrum 

des oxidierten Proteins kann eventuell einem kleinen Anteil von Häm im „high-spin“ 

Zustand zugeordnet werden (Miles et al. 1993). Wahrscheinlicher ist aber, dass dieser 

Peak charakteristisch für ein Cystein(Thiolat) ist (Marvin et al. 2008), wie dies schon für 

die TsdA aus A. vinosum festgestellt werden konnte (s. o.). Erste Ergebnisse aus der UV-

Vis Analyse der TsdA aus W. succinogenes weisen ebenfalls auf ein Cystein(Thiolat) an 

Häm 1 hin (Herresthal 2014). Für das Fusionsprotein TsdA/TsdB konnte bisher kein 

Hinweis auf ein Cystein(Thiolat) gefunden werden (Reuter 2013). Eine Beobachtung des 

Cystein(Thiolats) in Vertretern der γ- und ε-Proteobakterien (A. vinosum und C. jejuni) 

könnte auf eine konservierte Eigenschaft von Häm 1 unter den TsdA-Proteinen schließen 

lassen. 

4.4. Funktion von Häm 1 

Das His/Cys-koordinierte Häm der TsdA aus A. vinosum hat ein negatives Redoxpotenti-

al, was eine nicht katalytische Funktion des Hämes vermuten lässt, da dem Redoxpaar 

Thiosulfat/Tetrathionat bislang ein positives Potential zugeordnet wurde, dessen genauer 

Wert allerdings höchst umstritten ist. Im Jahr 1977 wurde von Thauer und Kollegen ein 

Potential für das Redoxpaar Thiosulfat/Tetrathionat E0 von + 24 mV (Thauer et al. 1977) 

bestimmt, 1972 konnte dagegen ein Potential E0 von + 170 mV ermittelt werden 

(Kaprálek 1972) und schon 1952 wurde ein Potential E0 von + 80 mV veröffentlicht (La-

timer 1952). Eine genaue Aussage über den tatsächlichen Wert des Potentials von S2O3
2-

/S4O6
2- kann auf Basis dieser Daten nicht gemacht werden. Das Cystein-ligierte Häm wä-

re vermutlich bei einem positiven Potential des Redoxpaares S2O3
2-/S4O6

2- nicht in der 
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Lage die Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat zu katalysieren. Im Gegensatz dazu 

war eine Teilreduktion der TsdA Cystein96-Varianten durch Thiosulfat nicht möglich. Die 

kinetische Analyse ergab zudem, dass keinerlei enzymatische Aktivität ohne das Cys-

tein96 möglich ist. Das Cystein96 ist also essentiell für die enzymatische Aktivität der 

TsdA (Denkmann et al. 2012). Eine mögliche Erklärung für diesen Sachverhalt könnte 

die Instabilität der TsdA Cystein96-Varianten sein, bei denen ein proteolytisches Abbau-

produkt bei ca. 15 kDa im SDS-Gel sichtbar war (3.2.1). Erst durch einen zweiten Auf-

reinigungsschritt, die Gelfiltration, konnten die Proteine ähnlich „rein“ wie das TsdA 

Wildtyp-Protein erhalten werden (Tabelle 13). Das Cystein96 scheint als Ligand von Häm 

1 auch eine stabilisierende Funktion für das Protein zu haben. Häm-Liganden können 

entscheidend für die Stabilität des Proteins sein. Für Pferdeherz Cytochrom c konnte be-

reits die unterschiedliche Stabilität verschiedener Varianten, in denen unter anderem der 

distale Häm Ligand ausgetauscht wurde, des Proteins gezeigt werden. Der Austausch 

eines proximalen oder distalen Häm Liganden in einem Cytochrom kann zu Konformati-

onsänderungen des Proteins führen, welche die Stabilität nachhaltig beeinträchtigen 

(Cherney und Bowler 2011). Auch die Umgebung der Häm-Liganden spielt eine wichtige 

Rolle für die Stabilität der Bindung dieser und auch der des Proteins. Am Beispiel von 

Myoglobin konnte gezeigt werden, dass die Umgebung des proximalen und distalen Lig-

anden im Protein einen Einfluss auf den Spin-Status und die Stabilität der Bindung haben 

kann (Roach et al. 1999). Sollte ein Austausch des distalen Liganden die Struktur der 

Umgebung verändern kann sich dies wiederum auf die Eigenschaften der Bindung aus-

wirken. In C. jejuni 81116 konnte ein zweites TsdA-Homolog, das Protein C8j_0040, 

identifiziert werden, das kein konserviertes Cystein enthält. Dieses Protein hatte im Ge-

gensatz zu den TsdA Cystein96-Varianten eine sehr geringe Thiosulfatdehydrogenase und 

Tetrathionatreduktase-Aktivität. Auffällig war aber, dass C8j_0040 ähnlich wie die TsdA 

Cystein96-Varianten schwer in „reiner Form“ aufzureinigen war, was die These für eine 

stabilisierende Funktion des Cysteins innerhalb der TsdA-Proteine stützt. Hierbei muss 

allerdings bedacht werden, dass es sich bei C8j_0040 um keine Variante einer TsdA han-

delt und eventuell ein Cystein für die Funktionalität dieses Proteins keine Rolle spielt. 

Erste Ergebnisse aus der potentiometrischen Cyclovoltametrie zur TsdA aus C. jejuni 

weisen auch darauf hin, dass Häm1 vermutlich eine nicht katalytische Funktion innerhalb 

des Proteins zugeordnet werden kann (persönliche Kommunikation Julia Kurth). Insge-

samt hat das Cystein auf jeden Fall eine stabilisierende Funktion innerhalb der TsdA. Ein 

Austausch dieser Aminosäure könnte zu Konformationsänderungen an dem Protein, die 
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zum Beispiel die Struktur des Substratkanales beeinträchtigen können, und so eine kata-

lytische Aktivität von AvTsdA Cystein96-Varianten verhindern, führen. In Betracht gezo-

gen werden muss dennoch auch die Möglichkeit einer katalytischen Funktion des Häm 1. 

Besonders aufgrund des unklaren Potentials für das Redoxpaar Thiosulfat/Tetrathionat 

und der vollständigen Inaktivität der TsdA Cystein96-Varianten, kann eine katalytische 

Funktion neben der nachgewiesenen stabilisierenden Funktion des Häm 1 nicht ausge-

schlossen werden. In diesem Fall könnte die TsdA einen ähnlichen Mechanismus wie die 

SoxA-Proteine aufweisen, in denen als katalytisch aktives Zentrum ein His/Cys-

koordiniertes Häm, mit sehr niedrigem Redoxpotential, fungiert (Kappler et al. 2008). 

Die Sequenz der TsdA-Proteine, ähnlich wie die der SoxA-Proteine, enthält ein hoch 

konserviertes Arginin (Abbildung 2), das auf eine derartige Thiocystein-S-Sulfat-

Bindung polarisierend wirken könnte und sich in der direkten Umgebung des konservier-

ten Cysteins befindet. Allerdings konnte ein Thiocystein-S-Sulfat Intermediat, wie bei 

den SoxA-Proteinen (Bamford et al. 2002), noch für keine TsdA nachgewiesen werden. 

Um eine katalytische Funktion des Häm 1 ausschließen oder bestätigen zu können, sind 

eine Kristallstruktur aktiver TsdA-Proteine (TsdA mit Thiosulfat oder Tetrathionat) sowie 

weitere Versuche zur Redoxchemie dieser Proteine nötig.  

4.5. Analyse der biochemischen Charakteristika von Häm 2 

Aus der gewonnenen Struktur lässt sich eine His/Lys-Ligation des Hämes im oxidierten 

Zustand der TsdA aus A. vinosum ableiten (3.1.1). Im Gegensatz zu Häm 1, zeigt die Se-

quenz des C-Terminalen Bereiches, in dem das Häm 2 sich befindet, keinerlei Ähnlich-

keiten zu den SoxA-Proteinen (Denkmann et al. 2012). Während in der Stickstoffredukta-

se von Wolinella succinogenes Lysin als proximaler Ligand im CXXCK Motiv fungiert 

(Einsle 2000), nimmt Lysin in der AvTsdA die Funktion als distaler Ligand wahr. Bisher 

konnte eine solche Ligation nur im Pferdeherz Cytochrom c bei einem alkalischem pH-

Wert beobachtet werden (Schweitzer-Stenner et al. 2007; Verbaro et al. 2009). Auch für 

die Thiosulfatdehydrogenase war diese Art der Häm-Koordination nicht zu erwarten, da 

das Lysin nicht konserviert vorliegt und in den meisten TsdA-Homologen Proteinen an 

dieser Stelle in der Aminosäuresequenz ein Asparagin vorliegt (3.3), wie zum Beispiel in 

der CjTsdA. Asparagin konnte schon als distaler Ligand für das Cytochrom c SHP aus R. 

sphaeroides nachgewiesen werden (Leys 2000) und eine Funktion als distaler Ligand 

kann deshalb für diese Aminosäure nicht ausgeschlossen werden. Allerdings war bei ei-

nem Austausch der Aminosäure Lysin durch Asparagin in der AvTsdA-Variante 
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TsdAK208N keine His/Asn-Koordination des Häm-Eisen im oxidierten Zustand festzu-

stellen, sondern als distaler Ligand von Häm 2 fungierte das Methionin209. Ein weiterer 

Kandidat für die Funktion als distaler Ligand von Häm 2 in CjTsdA ist das Lysin255, das 

unter den TsdA-Proteinen stark konserviert ist (Abbildung 47). Diese Aminosäure könnte 

auch in der TsdA aus W. succinogenes als distaler Ligand fungieren, da hier in der Se-

quenz, an Stelle des Lysin in A. vinosum oder Asparagin in C. jejuni, ein Threonin vor-

liegt (Herresthal 2014). Threonin ist, ähnlich wie Glycin, nicht in der Lage als Ligand des 

Häm-Eisen zu fungieren.  

Im reduzierten Zustand der AvTsdA ist das zweite Häm über Histidin und Methionin 

koordiniert (3.1.1). Aufgrund der ähnlichen spektralen Charakteristika der CjTsdA im 

Vergleich zum Protein aus A. vinosum und einer Teilreduktion des Enzyms im aufgerei-

nigten Zustand, die auf ein hohes Redoxpotential der CjTsdA schließen lässt, ist eine Me-

thionin-Ligation eines Hämes auch hier wahrscheinlich (3.5.2). Eine Methionin-Ligation 

ist nicht ungewöhnlich, da diese Art der Häm-Eisen-Koordination vergleichsweise häufig 

vorkommt (Cheesman et al. 2001) und geht immer mit einem vergleichsweise hohen Re-

doxpotential einher (Reijerse et al. 2007). Erste Ergebnisse aus der potentiometrischen 

Bestimmung des Redoxpotentials weisen darauf hin, dass es auch in CjTsdA einen Re-

dox-abhängigen Wechsel des Liganden an Häm 2 gibt (persönliche Kommunikation Julia 

Kurth). Ein Ligandenwechsel, ähnlich wie bei der AvTsdA, von einer His/Lys- zu einer 

His/Met-Koordination an Häm 2, kann in CjTsdA nur stattfinden, wenn Lysin255 als dis-

taler Ligand fungiert. Auch die Möglichkeit eines Redox-abhängigen, Wechsel des Lig-

anden von Asparagin zu Methionin besteht.  

Ein Ligandenwechsel von einem His/Lys-koordinierten Häm zu einem His/Met-

koordinierten Häm konnte bislang nicht nachgewiesen werden, ebenso wie ein Redox-

abhängiger Wechsel der Ligation von einer His/Asn- zu einer His/Met-Koordination ei-

nes Hämes. In dem Cytochrom c SHP von Rhodobacter sphaeroides wurde ein Ligan-

denwechsel von Aspartat im oxidierten Zustand zu einer Wasserstoffbrückenbindung 

(Pentakoordination des Hämes) im reduzierten Zustand aufgezeigt (Leys 2000). Für Pfer-

deherz Cytochrom c konnte die zur AvTsdA umgekehrte Richtung des Ligandenwechsels 

von einer His/Met- zu einer His/Lys-Koordination eines Hämes beobachtet werden, aller-

dings nur in Kombination mit einer Änderung des pH-Wertes in den alkalischen Bereich 

(Schweitzer-Stenner et al. 2007; Verbaro et al. 2009). Ein Redox-abhängiger Liganden-

wechsel wurde im Transkriptionsregulator RcoM-2 von Burkholderia xenovorans festge-
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stellt. Der distale Ligand des Häm-Eisen wechselt in diesem Protein von einem Cys-

tein(Thiolat) im oxidierten Zustand zu Methionin im reduzierten Zustand (Marvin et al. 

2008; Smith et al. 2012). Folglich ist die Thiosulfatdehydrogenase aus A. vinosum das 

einzige bekannte c-Typ Cytochrom, welches zwei ungewöhnliche distale Häm-Eisen 

Liganden enthält und einen Redox-abhängigen Ligandenwechsel von Lysin zu Methionin 

vollführt.  

 

 

Abbildung 55: Schema der Häm-Übergänge. Dargestellt sind die Wechsel des Liganden und Zustände des 
zentralen Eisenatoms an Häm 1und Häm 2 während der Oxidation und Reduktion von AvTsdA.  

In Abbildung 55 sind die Übergänge von Fe(II) zu Fe(III) der beiden Häme während der 

Oxidation und Reduktion von AvTsdA dargestellt. Noch konnte allerdings nicht nachge-

wiesen werden, dass es sich bei dieser Art der Ligation verbunden mit dem Redox-

abhängigen Wechsel des Liganden an Häm 2 um ein Charakteristikum aller Thiosulfat-

dehydrogenasen handelt. Im Fusionsprotein TsdA/TsdB aus M. purpuratum wurde eine 

Methionin-Ligation des zweiten Hämes im vermutlich oxidierten Zustand des Proteins 

vorgefunden, weshalb ein Redox-abhängiger Wechsel des distalen Liganden eher un-

wahrscheinlich ist.  

Interessant ist, dass bei einem Austausch der Aminosäure Lysin durch ein Glycin, in der 

AvTsdA kein Wechsel zu einer His/Met-Koordination im oxidierten Zustand des Proteins 

an Häm 2 festgestellt werden konnte. Vermutlich ist das zweite Häm in dieser TsdA-

Variante pentakoordiniert und befindet sich im „high-spin“ Status (3.3.2). „High-spin“ 

Häme treten immer dann auf, wenn die Energiekosten, ein Elektron in einem (einzeln 

belegten) Orbital mit hoher Energie zu platzieren, kleiner sind, als ein Elektron in einem 

(einzeln belegten) Orbital mit niedriger Energie zu platzieren (Shi et al. 2000). Fünffach-
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koordinierte Häme sind nicht ungewöhnlich und weit verbreitet. Der Hämoglobin-

Binderezeptor von Neisseria meningitidis enthält in seinem oxidierten Zustand ein pen-

takoordiniertes Häm (Mokry et al. 2014) und das Protein MauG, welches TTQ (Tryp-

tophan Tryptophylchinon) generiert, enthält ebenfalls ein Häm im „high-spin“ Status als 

Cofaktor (Yukl et al. 2013). Dennoch war ein pentakoordiniertes Häm in diesem Fall 

nicht zu erwarten, da bei einer Strukturanalyse der TsdA-Variante TsdAK208N die Ami-

nosäure Methionin209 als distaler Ligand des zweiten Hämes fungiert, während die 

His/Cys-Koordination von Häm 1 bestehen blieb (3.3.2). Wichtig ist festzuhalten, dass 

bei beiden TsdA-Lysin208-Varianten die Ligation des Cysteins an Häm 1 bestehen blieb, 

eine mögliche Konformationsänderung der Proteine durch den Austausch des Lysins, 

beeinflusst nicht die Häm-Eisen Koordination an Häm 1. 

Das Redoxpotential der Population der His/Lys- und His/Met-koordinierten Häme der 

AvTsdA hat wurde mit + 50 mV bestimmt (3.1.2). Bis jetzt wurde noch in keinem Pro-

tein für ein Häm mit einer His/Lys-Koordination ein Redoxpotential bestimmt. Häme, die 

durch ein Methionin koordiniert werden, weisen in der Regel ein stark positives Re-

doxpotential auf (Cheesman et al. 2001). Zum Beispiel konnte für das SoxXA-Protein aus 

Paracoccus pantotrophus ein Potential von + 189 mV für das His/Met-koordinierte Häm 

festgestellt werden (Reijerse et al. 2007). In dem SoxXA-Protein von Rhodovulum sul-

fidophilum wurde sogar ein Redoxpotential von + 210 mV gemessen (Bradley et al. 

2012). Diese Potentiale liegen weit oberhalb des hier bestimmten Redoxpotentials von 

+ 50 mV für das zweite Häm der TsdA, weshalb anzunehmen ist, dass das Redoxpotenti-

al im reduzierten Zustand höher liegt und durch die Koordination des Lysins im oxidier-

ten Zustand des Proteins das Gesamtpotential der Häm-Populationen verringert wird. Die 

Bestimmung des Redoxpotentials von Häm 2 ergab die Potentiale + 20 mV und + 80 mV 

(3.1.2). Vermutlich kann demnach das niedrigere Potential von +20 mV dem His/Lys 

koordinierten Häm 2 und das höhere Potential von + 80 mV dem His/Met-koordinierten 

Häm 2 zugeordnet werden. Für Pferdeherz Cytochrom c konnte bereits 1989 gezeigt wer-

den, dass der Wechsel des distalen Liganden von einer His/His-Koordination zu einer 

His/Met-Koordination des Hämes einen Anstieg des Redoxpotentials um + 100 mV zur 

Folge hatte (Raphael und Gray 1989). Ein Anstieg des Potentials um + 60 mV im Zuge 

eines Ligandenwechsels von His/Lys- nach His/Met-Koordination ist wahrscheinlich und 

beide Potentiale zusammen ergeben ein Redoxpotential von + 50 mV und damit genau 

den Wert, der als ungefähres Potential für Häm 2 über eine Zinnoxidelektrode bestimmt 

worden ist (3.1.2). Durch die Änderung des Potentials bei einem Wechsel des Liganden 
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im reduzierten Zustand ist eine Reoxidation des Proteins schwieriger und es wird von 

einer Hysterese gesprochen.  

Die „Hard-Soft-Acid-Base“ Theory (HSAB-theory) sagt vorher, dass „harte“ Basen wie 

Cysteinat bevorzugt das oxidierte Eisen (FeIII) stabilisieren, was zu einem negativen Re-

duktionspotential führt. Im Gegensatz dazu, stabilisieren „weiche“ Liganden, wie Me-

thionin das reduzierte Eisen (FeII) was zu einem positiven Shift des Em-Wertes führt. Die 

Oxidation von Methionin-koordiniertem Häm-Eisen ist deutlich schwieriger (Pearson und 

Songstad 1967). Diese Theorie passt auch auf das Redoxverhalten der AvTsdA und zeigt, 

dass die Hysterese auf den Wechsel des Liganden an Häm 2 im Protein zurück zu führen 

ist.  

Eine Hysterese konnte auch schon für das Cytochrom cd1 von Paracoccus pantotrophus 

beobachtet werden (Koppenhöfer et al. 2000) oder in der Membrananker-Domäne der 

SuccinatChinon-Oxidoreduktase von Bacillus subtilis (Christenson et al. 2008). Im Falle 

des Cytochroms cd1 ist die Ursache der Hysterese ein Ligandenwechsel von einer 

His/His- zu einer His/Met-Koordination des c-Typ Hämes (van Wonderen et al. 2007; 

Koppenhöfer et al. 2000). Eine Hysterese unter Beteiligung einer His/Lys-Ligation konn-

te bislang aber noch nicht beobachtet werden. 

Für die TsdAK208G-Variante des A. vinosum Proteins konnte keine Hysterese festgestellt 

werden (3.3.3). Die ermittelten Potentiale für das TsdAK208G-Protein betrugen - 165 mV 

und - 250 mV (3.3.3). Auf Basis der ermittelten Daten konnten die gemessenen Potentiale 

nicht definiert den beiden Hämen zugeordnet werden. Wahrscheinlich ist jedoch ein nied-

rigeres Redoxpotential für das His/Cys-koordinierte Häm 1, was eine Art Wechselwir-

kung der Häme miteinander bedeuten würde, da das Redoxpotential von Häm 1 nun nied-

riger als im TsdA Wildtyp-Protein wäre. Ein Austausch der Aminosäure Lysin hat damit 

ein drastisches Absinken des Redoxpotentials von + 50 mV für das Häm 2 im TsdA 

Wildtyp-Protein zu - 165 mV für das Häm 2 in der TsdAK208G-Variante zur Folge. Ein 

Wechsel des „low-spin“ Status in den „high-spin“ Status eines Hämes geht immer mit 

einem Absinken des Redoxpotentials, durch das Eindringen von Wassermolekülen in die 

Häm-Exkavation, einher (Battistuzzi et al. 2002; Battistuzzi et al. 2006; Bellei et al. 

2006). Ein noch gravierenderes Absinken des Redoxpotentials ist nur durch die Bindung 

von Cyanid an ein Häm im „.low-spin“ Status möglich (Battistuzzi et al. 2010). Die Ana-

lyse der Struktur der AvTsdA-Variante lässt aber eher auf ein pentakoordiniertes Häm in 

diesem Protein schließen (s. o.). In der TsdA-Variante TsdAK208N kann eine Hysterese 
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vermutlich auch ausgeschlossen werden, da Häm 2 im oxidierten Zustand des Proteins 

His/Met-koordiniert ist und keine Änderung des Liganden beim Wechsel des Redoxstatus 

erfolgt (3.3.2). Dennoch kann dieser Wechsel des distalen Häm-Liganden im Vergleich 

zum TsdA Wildtyp-Protein die Veränderung grundlegender Charakteristika des Proteins 

bedeuten, da eine Methionin-Ligation im oxidierten Zustand ganz andere Eigenschaften 

aufweist. Eine His/Met-Koordination eines Hämes wirkt sich zum Beispiel auf das Re-

doxpotential des Proteins aus, da Methionin-koordinierte Häme in der Regel ein stark 

positives Redoxpotential aufweisen (Cheesman et al. 2001; Battistuzzi et al. 2002). Ein 

Beispiel dafür sind die His/Met-koordinierten Häme der SoxXA-Proteine in Paracoccus 

pantotrophus und Rhodovulum sulfidophilum mit Potentialen von + 189 mV und 

+ 210 mV (Reijerse et al. 2007; Bradley et al. 2012). Ein Anstieg des Redoxpotentials an 

Häm 2 in der TsdAK208N-Variante im Vergleich zum TsdA Wildtyp-Protein, durch den 

Wechsel des distalen Häm-Liganden von Lysin zu Methionin, ist anzunehmen.  

Tabelle 18: Spektrale Charakteristika von TsdAwt , TsdAK208G, TsdAK208N und  

         TsdAM209G 

Protein (pH) Soret ox. delta Peak Soret red. α-Peak β-Peak ESoret/E280nm Eα/Eβ Absorptionsmaxima im 

langwelligen Bereich 

TsdAwt (pH 6.5) 407,2 357,4 419,8 554,6 524,0 3,335 1,27 634 nm (ox) 

TsdAK208N (pH 6.5) 413,4 357,6 420,4 554,6 524,0 2,734 1,27 620 nm; 695 nm (ox) 

TsdAK208G (pH 6.5) 406,2 357,4 420,4 554,6 524,0 2,756 1,35 620.8 nm; 696.8 nm (ox) 

TsdAM209G (pH 6,5) 404,8 351,0 417,2 552,6 523,2 3,118 1,64 630.2 nm (ox) 

(ox) = Spektrum des oxidierten Proteins 

Dazu passt, dass in der spektralen Analyse der TsdAK208N-Variante der Soret-Peak eine 

verminderte Intensität aufweist und in den langwelligeren Bereich verschoben ist (3.3.4 

und Tabelle 18). Die Verschiebung des Soret-Peaks im Vergleich zum TsdA Wildtyp-

Protein ist ein Hinweis darauf, dass ein Häm in TsdAK208N durch einen stärkeren Feld-

liganden koordiniert wird (Girvan et al. 2006) und kann auf den Austausch von Lysin 

durch Methionin als distaler Ligand zurückgeführt werden. Weiterhin konnte in Spektren 

beider TsdA Lysin208-Varianten im oxidierten Status ein Peak bei 695 nm detektiert wer-

den, welcher auf eine Methionin-Ligation eines der Häme hinweist (Miles et al. 1993). 

Für TsdAK208G wurde diese Ligation nicht festgestellt, allerdings schließt die noch nicht 

abgeschlossene Analyse diese auch nicht aus (3.3.2). Für diese Interpretation spricht, dass 

Spektren der TsdAM209G-Variante diesen Peak nicht mehr aufweisen (3.3.5). Für die 

TsdAM209G-Variante konnten starke Veränderungen der spektralen Charakteristika im 
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Vergleich zu dem TsdA Wildtyp-Protein beobachtet werden. Der Soret-Peak, der δ-, der 

α- und der β-Peak waren in den kurzwelligeren Bereich verschoben (Tabelle 18). Die 

Veränderung der Absorptionsmaxima in einen Bereich mit kürzerer Wellenlänge weist 

eindeutig auf den Austausch eines starken durch einen schwachen Feldliganden bei einem 

der Häme hin (Girvan et al. 2006). Methionin kann in dem reduzierten Zustand nicht 

mehr als Ligand fungieren und Glycin ist nicht in der Lage das Eisen des Hämes zu koor-

dinieren. In dem reduzierten Zustand konnte ein Peak bei 630 nm detektiert werden, wel-

cher als Indikator für „high-spin“ Häm gewertet werden kann (Miles et al. 1993) oder als 

Zeichen für ein Cystein(Thiolat) (Marvin et al. 2008). Allerdings beziehen sich beide 

Interpretationen auf Proteine im oxidierten Zustand, weshalb auch die Möglichkeit einer 

Interaktion mit Natriumdithionit in Betracht gezogen werden muss. 

4.6. Funktion von Häm 2  

Im Gegensatz zu den TsdA Cystein96-Varianten waren die TsdA Lysin208-Varianten so-

wie auch die TsdA Methonin209-Variante der TsdA aus A. vinosum stabil und konnten 

leicht produziert und aufgereinigt werden (3.3.1). Der Austausch der Aminosäuren Lysin 

und Methionin beeinträchtigt demnach nicht die Stabilität des Proteins.  

Die TsdA Lysin208-Varianten konnten durch die Zugabe von Thiosulfat teil-reduziert 

werden (Abbildung 35). Allerdings konnte die Reduktion mit Thiosulfat im Vergleich zu 

dem TsdA Wildtyp-Protein nur unvollständig erfolgen, was auf eine verminderte Aktivi-

tät mit dem Substrat Thiosulfat schließen lässt. Interessanterweise konnte keine Redukti-

on der TsdAM209G-Variante durch Thiosulfat erfolgen, obwohl in der kinetischen Analy-

se eine katalytische Aktivität feststellbar war. Vermutlich ist die Katalyse der 

TsdAM209G stark pH-abhängig und bei pH 6,5 kann keine Bindung des Substrates Thio-

sulfat erfolgen. In Messungen zur Oxidation von Thiosulfat konnte eine 10- bis 15-fache 

Verminderung der maximalen spezifischen Aktivität der TsdA Lysin208- und TsdA Me-

thionin209-Varianten bei pH 4,0 festgestellt werden, sowie eine fünffach niedrigere Akti-

vität bei pH 5,0 (Tabelle S 1). Diese Ergebnisse zeigen, dass Häm 2 einen großen Ein-

fluss auf die katalytische Aktivität der TsdA hat.  

Die Substrataffinität veränderte sich bei pH 4,0 im Vergleich zu dem TsdA Wildtyp-

Protein nicht. Bei einem pH-Wert von 5,0 war für die TsdA Lysin208-Varianten die glei-

che Steigerung der Substrataffinität zu beobachten wie schon für das TsdA Wildtyp-

Protein. Dieser Effekt kann eventuell auf den unterschiedlichen Protonierungsgrad des 
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Cysteins bei verschiedenen pH-Werten zurück geführt werden (Zhong et al. 2014; 4.3). 

Zusätzlich fiel allerdings auf, dass die Substrataffinität zu Thiosulfat bei pH 5,0 zwischen 

den TsdA-Varianten sich unterschied. TsdA Wildtyp-Protein und die TsdAK208N-

Variante wiesen einen niedrigen S[0.5]-Wert von 0,18 mM beziehungsweise 0,17 mM auf, 

während für die Proteine TsdAK208G und TsdAM209G ein deutlich höherer Wert, ca. 

doppelt so hoch mit 0,46 mM und ca. zehnfach so hoch mit 1,08 mM gemessen werden 

konnte. Eine Korrelation der Substrataffinität mit der Stärke des Feldliganden an Häm 2 

kann beobachtet werden. Das TsdA Wildtyp-Protein ist im oxidierten und reduzierten 

Zustand hexakoordiniert (3.1.1), und die TsdAK208N-Variante hat mit Methionin im oxi-

dierten und reduzierten Zustand einen starken Liganden (3.3.2). TsdAK208G ist entweder 

pentakoordiniert oder zeichnet sich zumindest durch einen sehr schwachen Feldliganden 

aus (3.3.2) und in der TsdAM209G-Variante fehlt mit Methionin ein starker Feldligand an 

Häm 2. Es fällt auf, dass eine schwache Ligation an Häm 2 eine niedrige Substrataffinität 

zum Substrat Thiosulfat bei pH 5,0, bedeutet. Für die TsdA aus W. succinogenes, bei der 

als distaler Ligand an Häm 2 vermutlich ein Methionin fungiert, konnte eine sehr niedrige 

Substrataffinität zu Thiosulfat von 4,3 mM festgestellt werden (Herresthal 2014), was 

diese Theorie stützen würde. Allerdings hat das Fusionsprotein TsdA/TsdB aus M. pur-

puratum eine vergleichsweise hohe Affinität zu Thiosulfat mit einem S[0.5]-Wert von 

0,26 mM, obwohl in dieser TsdA vermutlich auch eine Methionin-Ligation an Häm 2, im 

oxidierten und reduzierten Zustand des Proteins, vorliegt. Die TsdA aus M. purpuratum 

wird aber immer zusammen mit dem endogenen Elektronenakzeptor TsdB exprimiert und 

sowohl für die AvTsdA als auch die CjTsdA konnte gezeigt werden, dass bei der Be-

stimmung der Thiosulfatdehydrogenase-Aktivität der Elektronenakzeptor scheinbar einen 

Einfluss auf die Affinität der TsdA zu Thiosulfat hat (3.4.2, 3.4.4 und 3.6.3). 

Die kinetische Analyse der Tetrathionat-Reduktion zeigte ähnlich große Unterschiede 

zwischen dem TsdA Wildtyp-Protein und den TsdA Lysin208-Varianten auf. Nur der kcat-

Wert liegt bei allen drei untersuchten Proteinen in einem ähnlichen Bereich (Tabelle S 1). 

Das TsdAM209G-Protein hatte eine deutlich höhere, spezifische Aktivität und war insge-

samt katalytisch effizienter bei der Reduktion von Tetrathionat (Tabelle S 1). Bei dem 

direkten Vergleich fällt auf, dass die Substrataffinität niedriger bei einem starken distalen 

Ligand von Häm 2 ist. Das Methionin-koordinierte Häm der TsdAK208N Variante hat 

einen hohen S[0.5]-Wert für die Reduktion von Tetrathionat mit 1,95 mM und das im re-

duzierten Zustand Methionin-koordinierte TsdA Wildtyp-Protein einen S[0.5]-Wert von 

1,98 mM. Im Gegensatz dazu haben die AvTsdA-Varianten TsdAK208G und TsdAM209G, 
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welche sich beide durch einen schwachen distalen Liganden an Häm 2 auszeichnen, die 

deutlich niedrigeren S[0.5]-Werte von 1,17 mM beziehungsweise 1,16 mM. Während der 

Bindung von Tetrathionat und Übertragung der Elektronen auf dieses, liegt TsdA im teil-

reduzierten Zustand vor und vermutlich ligiert die Aminosäure Methionin209 das Häm im 

TsdA Wildtyp-Protein. Methionin-ligierte Häme haben in der Regel ein sehr hohes Re-

doxpotential (Cheesman et al. 1997) und das Methionin209 führt in AvTsdA zu einem 

positiven Redoxpotential von Häm 2 (3.1.2) Ein Wegfall des Methionins führt vermutlich 

zu einem Absinken des Redoxpotentials, da Häm 2 nun auch im reduzierten Zustand 

His/Lys-ligiert vorliegt und Methionin nicht mehr das reduzierte Eisen (FeII) stabilisiert 

(Pearson und Songstad 1967). An dem Beispiel von Pferdeherz Cytochrom c konnte ein 

Abfall von - 200 mV bei einem Wechsel des distalen Häm-Liganden von Methionin zu 

Lysin festgestellt werden (Mugnol et al. 2008). Elektronen können durch den Austausch 

des Methionins leichter abgegeben und auf Tetrathionat übertragen werden. Ein Aus-

tausch der Aminosäure Lysin könnte einen ähnlichen, etwas verminderten Effekt haben.  

Tabelle 19: Redoxpotential und distaler Ligand an Häm 2 der AvTsdA-Varianten 
im Bezug zur Substrataffinität zu Thiosulfat und Tetrathionat 

Protein 
distaler Ligand S[0.5]-Wert 

oxidierter Zustand reduzierter Zustand 

Redoxpotential 

Häm 2 S2O3
2-

-Oxidation S4O6
2-

-Reduktion 

TsdA Lysin Methionin + 50 mV 0,18 1,98 

TsdAK208N Methionin Methionin +* 0,17 1,95 

TsdAK208G "high-spin"/Methionin Methionin - 250 mV 0,46 1,17 

TsdAM209G Lysin "high-spin"/Lysin -* 1,08 1,16 
* = erwartete Tendenz auf Basis von Literaturwerten für vergleichbare Häm-Eisen-Koordinationen 

In Tabelle 19 sind die verschiedenen TsdA-Varianten mit ihrem distalen Ligand für Häm 

2 im oxidierten und reduzierten Zustand des Proteins aufgelistet und den Substrataffinitä-

ten für Thiosulfat und Tetrathionat gegenüber gestellt. Eine wichtige Rolle spielt das Re-

doxpotential von Häm 2, welches sich direkt auf die Substrataffinität auswirkt. Ein posi-

tives Potential, welches sich aus einem starken Feldliganden ergibt, bewirkt eine hohe 

Affinität zu Thiosulfat, ein negatives Potential, hervorgerufen durch einen schwachen 

Feldligand von Häm 2, führt zu einer vergleichsweise hohen Affinität zu Tetrathionat. 

Um diesen Zusammenhang besser zu verstehen wäre eine Strukturanalyse der 

TsdAM209G-Variante im oxidierten und reduzierten Zustand sowie eine Bestimmung des 

Redoxpotentials aller AvTsdA Lysin208- und Methionin209-Varianten sinnvoll. In der 

TsdA aus A. vinosum hat das Häm 2 eindeutig eine katalytische Funktion und auch Ein-
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fluss auf das „Fine Tuning“ der Thiosulfatdehydrogenase-Aktivität und Tetrathionatre-

duktase-Aktivität des Proteins in Form von Vmax- und S[0.5]-Wert. Weitere Ergebnisse der 

Strukturanalyse von AvTsdA weisen darauf hin, dass der Substratkanal vermutlich in der 

Umgebung von Häm 2 vorzufinden ist (persönliche Mitteilung Dr. José Brito), was die 

Hypothese einer katalytischen Funktion von Häm 2 stützt.  

Auf Basis der strukturellen Ähnlichkeiten der TsdA-Proteine ist anzunehmen, dass das 

Häm 2 auch in den TsdAs aus anderen Organismen diese Funktion einnimmt. Allerdings 

sind einige Unterschiede im „Fine Tuning“ dieser Aktivitäten zu erwarten, da zum Bei-

spiel in der TsdA aus W. succinogenes, Häm 2 vermutlich von einem Methionin koordi-

niert wird und die TsdA dennoch eine sehr niedrige Affinität zu Thiosulfat hat. Ein star-

ker Ligand an Häm 2 würde bei dieser TsdA nicht auf eine hohe Affinität zu Thiosulfat 

und eine niedrige Affinität zu Tetrathionat verweisen, wie dies für die TsdA aus A. vino-

sum gezeigt wurde. Allerdings muss in Betracht gezogen werden, dass bei der katalyti-

schen Aktivität nicht nur das katalytisch aktive Häm eine Rolle spielt, sondern auch die 

Umgebung des Hämes sowie die Beschaffenheit des Substratkanales und Unterschiede in 

der Struktur der TsdA-Proteine könnten auch einen Einfluss auf diese Parameter haben. 

Insgesamt kann festgestellt werden, dass Häm 2 auf jeden Fall einen Einfluss auf die ka-

talytische Aktivität, sowohl auf die maximale spezifische Aktivität als auch auf die Sub-

strataffinität zu Thiosulfat und Tetrathionat, hat. Es könnte sich demnach bei Häm 2 um 

das katalytisch aktive Zentrum der TsdA handeln. Allerdings kann auch nicht ausge-

schlossen werden, dass Häm 2 das katalytische Zentrum nicht darstellt sondern dieses nur 

unmittelbar beeinflusst. 

4.7. Mögliche Elektronenakzeptoren der Thiosulfatdehydrogenasen  

Die TsdA aus C. jejuni konnte das Monohäm Pferdeherz Cytochrom c als Elektronenak-

zeptor nutzen und dieses unter Zugabe von Thiosulfat vollständig reduzieren (Abbildung 

50). CjTsdA hat mit Pferdeherz Cytochrom c eine hohe spezifische Thiosulfatdehydro-

genase-Aktivität bei einem pH-Optimum von 5,0 (Abbildung 51 und Abbildung 52). Im 

Gegensatz dazu konnte Pferdeherz Cytochrom c nicht als Elektronenakzeptor für die 

TsdA aus A. vinosum dienen. Eine Reduktion des c-Typ Cytochroms durch TsdA war 

nicht möglich (Liu et al. 2013). Bereits 2001 wurde von Sperling beobachtet, das ein Mo-

nohäm Cytochrom vermutlich keinen endogenen Elektronenakzeptor von TsdA darstellt 

(Sperling 2001). Aus diesem Grund wurde das Protein TsdB, welches der endogene 

Elektronenakzeptor des TsdA-Homologen Proteins aus T. intermedia und im Gegensatz 
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zu Pferdeherz Cytochrom c ein Dihäm Cytochrom ist, getestet. TsdA aus A. vinosum 

kann TsdB auch als Elektronenakzeptor nutzen und reduziert dieses unter Zugabe von 

Thiosulfat (3.4.2 (Denkmann et al. 2012; Liu et al. 2013)). Die Bestimmung des Re-

doxpotentiales ergab die sehr positiven Potentiale von + 110 mV und + 270 mV für die 

beiden Häme des Dihäm Cytochroms, womit TsdB ein passender Elektronenakzeptor für 

TsdA ist. In der kinetischen Analyse konnte nur eine sehr niedrige spezifische Aktivität 

und eine katalytische Effizienz mit einem kcat/S[0.5]-Wert von 2,7 mM-1 s-1 gemessen wer-

den (3.4.2). Die Substrataffinität zu Thiosulfat ist ungefähr zehnfach erhöht im Vergleich 

zu Ferricyanid als artifiziellem Elektronenakzeptor (vergleiche 3.1.4 und 3.4.2). Viel-

leicht interagiert TsdA mit TsdB, wodurch eine bessere Bindung zu dem Substrat ermög-

licht wird. Eine ähnliche Problematik wurde auch für die CjTsdA festgestellt, die eine 

über zehnfach höhere Substrataffinität zu Thiosulfat mit Pferdeherz Cytochrom c als 

Elektronenakzeptor im Vergleich zu Ferricyanid aufweist. Eine Veränderung der Substra-

taffinität in Abhängigkeit des Elektronenakzeptors konnte auch schon für die NADH-

Ferredoxin Oxidoreduktase aus verschiedenen Mycobakterien-Stämmen festgestellt wer-

den. Allerdings war die Affinität zu dem Substrat NADH mit dem artifiziellen Elektro-

nenakzeptor Ferricyanid höher als mit Cytochrom c und die Affinität unterschied sich nur 

um den Faktor zwei (Sielaff und Andreesen 2005). Im Gegensatz zu AvTsdA war CjTs-

dA nicht in der Lage TsdB als Elektronenakzeptor zu nutzen. Die TsdA konnte TsdB in 

Gegenwart von Thiosulfat nur partiell reduzieren (Abbildung 49). Ein TsdB-Homologes 

Protein kommt auch in P. stutzeri vor, wo es als endogener Elektronenakzeptor der Pst-

TsdA dienen könnte. Versuche mit der TsdB aus T. intermedia zeigten, dass PstTsdA 

prinzipiell Elektronen auf ein TsdB-Protein übertragen kann (van Helmont 2012). In 

S. lithotrophicus codiert das Gen slit1877 für ein TsdB-Protein, welches als endogener 

Elektronenakzeptor des TsdA-Homologen Proteins Slit1878 fungiert (Klein 2012). TsdB 

ist Teil des Fusionsproteins TsdA/TsdB in M. purpuratum und die Elektronen werden 

vermutlich über diese Proteindomäne auf ein Akzeptorprotein übertragen (Reuter 2013). 

In A. vinosum weist das c-Typ Cytochrom Alvin_2879 in der Datenbankanalyse die größ-

te Ähnlichkeit zu TsdB aus T. intermedia auf. In A. vinosum ist das Protein vermutlich 

über das hydrophobe Protein Alvin_2880 an die Membran gebunden. Alvin_2879 hat ein 

sehr hohes Redoxpotential von + 330 mV (Cusanovich und Bartsch 1969). Das positive 

Redoxpotential erlaubt Alvin_2879 ein möglicher endogener Elektronenakzeptor der 

AvTsdA zu sein und vermutlich auch ein passender Elektronendonor für das photosyn-

thetische Reaktionszentrum (van Beeumen 1991). In dem UV-Vis Spektrum konnte Al-
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vin_2879 nach der Zugabe von Thiosulfat durch TsdA reduziert und eine maximale kata-

lytische Aktivität Vmax von 0,2 U/mg konnte gemessen werden (3.4.3). Die spezifische 

Aktivität ist damit nicht höher als wenn TsdB als Elektronenakzeptor der TsdA fungiert 

(3.4.2). Allerdings lag das Protein Alvin_2879 nicht in einer einheitlichen Form vor, da 

auf dem SDS-Gel mehrere Banden zu erkennen waren und eine Gelfiltration ergab, dass 

Alvin_2879 sowohl als Monomer, Dimer, Trimer und Tetramer unter den gewählten Be-

dingungen auftritt (3.4.3). Das Protein Alvin_2879 neigt zur Oligomerisierung und eine 

Auftrennung in die verschiedenen Oligomere erwies sich aufgrund überlappender Eluti-

onsfraktionen als schwierig. Von einer weiteren Auftrennung/Aufreinigung wurde zu-

nächst abgesehen, da die sehr niedrige spezifische Aktivität (ca. 25.000-fach niedriger als 

mit Ferricyanid bei pH 5,0) nicht auf eine Funktion als endogener Elektronenakzeptor der 

Thiosulfatdehydrogenase hinweist. In CjTsdA konnte kein TsdB-Homologes Protein 

identifiziert werden, aber ein zweites TsdA-Homolog, das Protein C8j_0040. Eine Funk-

tion als Elektronenakzeptor für CjTsdA kann aber ausgeschlossen werden, da CjTsdA 

nicht in der Lage ist C8j_0040 unter Zugabe von Thiosulfat zu reduzieren (3.6.1). Nach-

dem bereits ein Monohäm und Dihäm Cytochrom als mögliche Elektronenakzeptoren 

getestet wurden, blieb noch die Enzymklasse der Eisen-Schwefel-Cluster Proteine. Be-

reits 1979 wurde eine TsdA-Aktivität mit HiPIP als Elektronenakzeptor gemessen und 

ein Wert von 0,5 U/mg errechnet (Fukumori und Yamanaka 1979). In dieser Arbeit wur-

den beide Proteine rekombinant in E. coli produziert und festgestellt, dass HiPIP unter 

Zugabe von Thiosulfat durch TsdA reduziert werden kann. Ein Redoxpotential von 

+ 360 mV ermöglicht es HiPIP ein direktes Reduktionsmittel des photosynthetischen Re-

aktionszentrums in A. vinosum zu sein (Verméglio et al. 2002). Durch das hohe Redoxpo-

tential könnte HiPIP auch als endogener Elektronenakzeptor der TsdA dienen (3.4.4). 

Eine kinetische Analyse bei der die Reduktion von HiPIP in Abhängigkeit von Thiosulfat 

untersucht wurde, ergab eine maximale spezifische Aktivität Vmax von 70,8 U/mg und 

einen S[0.5]-Wert von 0,03 mM (3.4.4). Die spezifische Aktivität ist zwar ca. 70-fach ge-

ringer als mit Ferricyanid als Elektronenakzeptor bei pH 5,0, aber immerhin 350-fach 

höher im Vergleich zu den gemessenen Aktivitäten mit TsdB oder Alvin_2879 als Elekt-

ronenakzeptor. Durch die hohe Substrataffinität zu Thiosulfat ist die katalytische Effizi-

enz nur 14-fach niedriger als mit Ferricyanid. Auffällig ist, dass auch hier die Substrataf-

finität ungefähr zehnfach höher liegt als mit Ferricyanid als Elektronenakzeptor (3.1.4) 

und damit vergleichbar hoch, wenn TsdB als Elektronenakzeptor fungiert. 
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Insgesamt zeigen die kinetischen Parameter, dass HiPIP als ein Elektronenakzeptor der 

TsdA fungieren kann. In dem Organismus Rubrivivax gelatinosus, einem phototrophen 

Purpurbakterium, dient HiPIP auch als Elektronenakzeptor eines Dihäm c-Typ Cy-

tochroms 4 und leitet die Elektronen an das photosynthetische Reaktionszentrum weiter 

(Ohmine et al. 2009). Für den phototrophen Organismus Rhodopseudomonas palustris 

sind zwei HiPIP-Proteine mit unterschiedlichen Funktionen nachgewiesen worden. Eines 

der Eisen-Schwefel-Cluster Proteine leitet Elektronen direkt zum Cytochrom c2 im Reak-

tionszentrum weiter und das Zweite übernimmt eine sensorische Funktion im Periplasma 

(Bird et al. 2014). In Ectothiorhodospira sp. konnte gezeigt werden, dass ein „High-

potential iron-sulfur-protein“ Elektronen von verschiedenen c-Typ Cytochromen an das 

Reaktionszentrum weiterleitet (Buche et al. 2000). Eine Reihe von unterschiedlichen 

Elektronendonoren für HiPIP konnte erfasst werden, in den meisten Fällen ist der finale 

Elektronenakzeptor der Eisen-Schwefel-Cluster Proteine das Cytochrom c2 des Reakti-

onszentrums (Messerschmidt et al. 2006). Im Zusammenhang mit den durchgeführten 

Versuchen zu TsdA ist HiPIP ein wahrscheinlicher endogener Elektronenakzeptor der 

TsdA, welcher die Elektronen direkt ins photosynthetische Reaktionszentrum von A. vi-

nosum leitet. Eisen-Schwefel-Cluster Proteine könnten auch als Elektronenakzeptoren in 

Organismen dienen, welche ein TsdA aber kein TsdB besitzen wie z.B. P. arcticus. In 

CjTsdA konnte kein vergleichbares Protein identifiziert werden. Allerdings kann das Fu-

sionsprotein TsdA/TsdB aus M. purpuratum HiPIP (Alvin_2274) als Elektronenakzeptor 

nutzen (Reuter 2013). Im DRAFT Genom von M. purpuratum ist ebenfalls ein „high-

potential-iron-sulfur protein“ mit der Gennummer marpuDRAFT_1783 kodiert. Eine 

Blast Analyse ergab eine hohe Übereinstimmung zu Alvin_2274 von A. vinosum (Reu-

ter 2013). Eisen-Schwefel-Cluster Proteine könnten eine größere Rolle als Elektronenak-

zeptoren von TsdAs spielen, als bislang angenommen. Die Beobachtung, dass das Fusi-

onsprotein TsdA/TsdB, die Elektronen auf ein Eisen-Schwefel-Cluster Protein weiterlei-

tet, lässt die Vermutung zu, dass TsdA die Elektronen zunächst auch auf ein Dihäm Cy-

tochrom überträgt. In der Tat zeigen erste Ergebnisse, dass HIPIP und TsdB als kombi-

nierte Elektronenakzeptoren für die AvTsdA fungieren können. Die AvTsdA weist in 

diesem Fall eine gestiegene Aktivität, im Vergleich zu Versuchen in denen nur HiPIP 

oder TsdB als Elektronenakzeptor eingesetzt wurde, auf (Franke 2013). 
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Abbildung 56: Schema der Elektronenübertragung von AvTsdA auf mögliche Elektronenakzeptoren.  
AvTsdA und mögliche Elektronenakzeptoren (rote Kreise) sind in Abhängigkeit ihres Redoxpotentials als 
Elektronenübertragungskette dargestellt. Schwarze Pfeile zeigen die nachgewiesene Übertragung von 
Elektronen, weiße Pfeile noch nicht bestätigten Transfer von Elektronen an.  

In Abbildung 56 sind mögliche Wege des Elektronentransfers von AvTsdA auf potentiel-

le Elektronenakzeptoren dargestellt. Mit großer Wahrscheinlichkeit werden die Elektro-

nen von AvTsdA auf ein Akzeptor-Cytochrom übertragen, welches entweder Alvin_2879 

oder ein anderes Dihäm Cytochrom ist (z. B. ein TsdB ähnliches Protein; Abbildung 56), 

und dann auf das Eisen-Schwefel-Cluster Protein HiPIP weitergeleitet, welches die Elekt-

ronen auf das photosynthetische Reaktionszentrum überträgt. Im Gegensatz zu A. vino-

sum betreibt C. jejuni keine Photosynthese und die Elektronen werden nicht über ein Ei-

sen-Schwefel-Cluster Protein an das photosynthetische Reaktionszentrum, sondern ver-

mutlich über ein Monohäm c-Typ Cytochrom an eine finale cb-Oxidase weitergeleitet 

(Abbildung 57). CjTsdA nimmt aufgrund der anderen metabolischen Gegebenheiten in 

C. jejuni eine vollständig andere Rolle ein als in A. vinosum, was sich auch in der Wahl 

des Elektronenakzeptors widerspiegelt. Insgesamt zeigt sich eine begrenzte Heterogenität 

unter den Elektronenakzeptoren von TsdA-Proteinen. Die TsdA-Proteine aus den Orga-

nismen A. vinosum und M. purpuratum, welche beide zu den Chromatiaceae gehören, 

übertragen die frei werdenden Elektronen vermutlich zunächst auf ein Dihäm Cytochrom 

und dann auf ein Eisen-Schwefel-Cluster Protein, das die Elektronen auf das photosyn-

thetische Reaktionszentrum überträgt. Die Schwefeloxidierer T. intermedia, T. acidophi-

lus, T. sp. W5, der Eisenoxidierer S. lithotrophicus und der Nitratreduzierer P. stutzeri 

enthalten in ihrem Genom Gene, die für TsdB-Homologe Proteine kodieren. Diese TsdB-

Proteine werden teilweise unabhängig oder zusammen mit dem TsdA-Protein exprimiert 

und fungieren vermutlich in allen Fällen als Elektronenakzeptor der TsdA-Proteine (Sie-

men 2011; van Helmont 2012; Klein 2012; Denkmann et al. 2012). In dem pathogenen 
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Organismus C. jejuni fungiert weder ein TsdB noch ein Eisen-Schwefel-Cluster Protein 

als Elektronenakzeptor, sondern ein Monohäm Cytochrom c. Interessant ist in diesem 

Zusammenhang, ob in W. succinogenes, ebenfalls ein Vertreter der Helicobacteriaceae, 

ein Monohäm Cytochrom c den endogenen Elektronenakzeptor der TsdA darstellt. An-

hand der bisher untersuchten TsdA-Proteine lässt sich kein Zusammenhang zwischen der 

katalytischen Funktionalität der TsdA als Thiosulfatdehydrogenase oder bifunktionales 

Enzym und des bevorzugten Elektronenakzeptor ableiten. Der endogene Elektronenak-

zeptor der TsdA ist abhängig vom Metabolismus des Organismus und hier muss besonde-

res unterschieden werden, zwischen phototrophen und chemotrophen Organismen. Am 

Beispiel von A. vinosum konnte gezeigt werden, dass Organismen, die kein TsdB-Protein 

enthalten und Photosynthese betreiben, die Elektronen zunächst auf ein Eisen-Schwefel 

Cluster Protein und dann auf das photosynthetische Reaktionszentrum übertragen könn-

ten. Phototrophe Organismen, die ein TsdB-Protein enthalten, wie M. purpuratum könn-

ten die Elektronen ebenfalls auf ein Eisen-Schwefel Cluster Protein übertragen und dann 

auf das photosynthetische Reaktionszentrum. C. jejuni ist ein Beispiel für chemotrophe 

Organismen, die kein TsdB-Protein enthalten. Interessant wäre in diesem Zusammenhang 

noch die weitere Analyse der TsdA aus P. stutzeri, ein chemotropher Organismus, der ein 

TsdB-Homologes Protein enthält. Vorstellbar wäre, dass die Elektronen in diesem Fall 

über das TsdB-Protein auf eine terminale Oxidase weitergeleitet werden. 

4.8. Physiologische Charakterisierung der Thiosulfatdehydrogenasen 

Der TsdA aus A. vinosum konnte in Wachstumsexperimenten physiologisch eine Funkti-

on als Thiosulfatdehydrogenase zugewiesen werden. Eine ΔtsdA-Mutante konnte bei 

Wachstum auf Thiosulfat kein Tetrathionat mehr bilden und in einem ΔtsdA/tsdA
+
-

Komplementationsstamm wurde eine zum A. vinosum Wildtypstamm ähnliche Umset-

zung von Thiosulfat zu Tetrathionat beobachtet (Denkmann et al. 2012). In C. jejuni 

konnte vor der Identifizierung des TsdA-Homologen Proteins CjTsdA schon ein Wachs-

tum auf Tetrathionat unter mikroaeroben Bedingungen beobachtet werden (3.5.2). Über 

eine Datenbankanalyse konnte das Gen c8j_0815 als homologes Gen zu tsdA in A. vino-

sum identifiziert werden. Die Erstellung eines ΔtsdA-Stammes, eines ΔtsdA/tsdA* Kom-

plementationsstammes und der Vergleich mit dem C. jejuni 81116 Wildtyp Stamm, supp-

lementiert mit Tetrathionat in anaeroben Zellsuspensionen und Formiat als Elektronendo-

nor, lieferte schließlich die Erklärung für ein Wachstum von C. jejuni auf Tetrathionat 

(3.5.2). Die TsdA fungiert hier eindeutig als Tetrathionatreduktase. CjTsdA ist ein peri-
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plasmatisches Protein und der Elektronentransport von dem Cytochrom c zu Tetrathionat 

wird vermutlich nicht elektrogen sein, aber die gesamte Atmungskette von Formiat zu 

Tetrathionat ist, durch die elektrogene Natur der Formiatdehydrogenase und des Cy-

tochrom bc1 Komplexes, Energie-konservierend (Abbildung 57). Für ein limitiertes 

Wachstum ist diese Art der Energiegewinnung ausreichend, wie schon für andere Syste-

me mit, nicht elektrogenen, periplasmatischen Reduktasen, wie z. B. für Nitrat-, Nitrit-, 

TMAO- oder DMSO-Reduktasen, gezeigt wurde (Sellars et al. 2002; Nachamkin et al. 

2008).  

  

Abbildung 57: In vivo Model für den bidirektionalen Elektronentransport zwischen Tetrathionat und Thio-
sulfat katalysiert durch die C. jejuni TsdA. Durchgezogene Pfeile zeigen die Route des Elektronentransfers 
von Formiat über die Formiatdehydrogenase (Fdh) zu Tetrathionat über den Menachinonpool (MKH2) zum 
Cytochrom bc1 Komplex und periplasmatischem Cytochrom c. Gestrichelte Pfeile weisen auf den Elektro-
nentransport von Thiosulfat zu Sauerstoff über die TsdA, periplasmatisches Cytochrom c und die cb-Typ 
Oxidase hin. Zum Vergleich zur Thiosulfat-Oxidation wurde die Sulfid:Cytochrom c Dehydrogenase 
(Myers 2005) mit Molybterin (MPT) als Cofaktor auch dargestellt. Der Elektronentransport von diesem 
Cytochrom zum Cytochrom c ist mit einem gepunkteten Pfeil dargestellt. Die Fdh, bc1 und cb-Oxidase 
konservieren Energie über Protonen, TsdA und SorAB nicht. Modifizierte nach Abbildung 6 aus Liu et 
al. 2013. 

Ein Vergleich der Sauerstoffverbrauchsraten in dem mit Thiosulfat und Sauerstoff inku-

bierten Wildtyp, der ΔtsdA-Mutante oder dem komplementierten Stamm bewies, dass 

CjTsdA physiologisch auch als Thiosulfatdehydrogenase fungieren kann (3.5.4). Eine 

detaillierte Analyse der Funktionalität der CjTsdA zwischen Dehydrogenase- und Reduk-

tasefunktion zu wechseln, wurde in in vivo-Experimenten bei denen Thiosulfat und Tetra-

thionat quantifiziert wurden mit Thiosulfat als Elektronendonor bei mikroaerobem 

Wachstum untersucht (3.5.4).  

Im Gegensatz zu CjTsdA ist die physiologische Funktion von C8j_0040 bis jetzt nicht 

bekannt, da die niedrige katalytische Aktivität vermutlich nicht zur physiologischen Thi-
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osulfat-Oxidation oder zur Restaktivität in der ΔtsdA-Mutante beiträgt. Vollständig aus-

geschlossen werden kann dies aber bisher nicht, und weitere Experimente zu C8j_0040 

sind aus diesem Grund notwendig.  

Die TsdA kann physiologisch entweder als Thiosulfatdehydrogenase, wie am Beispiel 

von A. vinosum gezeigt werden konnte, oder als Tetrathionatreduktase, wie am Beispiel 

von C. jejuni gezeigt werden konnte, fungieren. Die Thiosulfatdehydrogenase ermöglicht 

Organismen neben der vollständigen Oxidation zu Sulfat, Thiosulfat unvollständig zu 

Tetrathionat zu oxidieren (Hensen et al. 2006). Organismen wie C. jejuni, die keine Mo-

lybdän-enthaltene Tetrathionatreduktase (Ttr), wie sie in Salmonella typhimirum gefun-

den wird (Hinojosa-Leon et al. 1986; Hensel et al. 1999) und keine Octahäm-

Tetrathionatreduktase (Otr) enthalten, wie sie in Shewanella oneidensis gefunden wird 

(Atkinson et al. 2007) , können mit Hilfe der TsdA auf Tetrathionat wachsen. Die TsdA 

verschafft damit dem Organismus vermutlich einen Wachstumsvorteil gegenüber anderen 

Organismen der Darmflora, ähnlich wie dies schon für die Ttr gezeigt werden konnte 

(Thiennimitr et al. 2011). Die Thiosulfatdehydrogenase ist damit neben den biochemi-

schen, kinetischen und strukturellen Besonderheiten, auch physiologisch ein Protein von 

gewichtiger Bedeutung. 
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5. Zusammenfassung 

Thiosulfatdehydrogenasen sind Dihäm c-Typ Cytochrome mit einer ungewöhnlichen 

His/Cys-Koordination eines Hämes und weit verbreitet unter Bakterien. TsdA-Proteine kom-

men in allen Gruppen der Proteobakterien und auch in grampositiven Organismen vor. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurden die TsdA-Proteine aus A. vinosum und C. jejuni als typische 

Vertreter dieser Enzymklasse charakterisiert. Die Enzyme aus diesen beiden Organismen die-

nen als Beispiel für die zwei Funktionsweisen der TsdA-Proteine, die Oxidation von Thiosul-

fat und die Reduktion von Tetrathionat. Die TsdA aus A. vinosum fungiert als Thiosulfatde-

hydrogenase, ähnlich wie homologe Proteine aus T. intermedia oder P. stutzeri. Im Gegensatz 

dazu ist die TsdA aus C. jejuni ein bifunktionales Enzym mit einer primären Funktion als Tet-

rathionatreduktase, ähnlich wie homologe Proteine aus M. purpuratum und vermutlich auch 

W. succinogenes. Diese Funktion verleiht dem Enzym zusätzliche, physiologische Relevanz, 

da die TsdA humanpathogenen Bakterien wie C. jejuni einen Wachstumsvorteil in der Darm-

flora verschaffen könnte. 

Am Beispiel der TsdA aus A. vinosum konnte über UV-Vis Spektren gezeigt werden, dass das 

konservierte Cystein, das als distaler Ligand eines Hämes fungiert, pH-abhängigen und Re-

dox-abhängigen Veränderungen unterliegt. Bei einer Teilreduktion des Proteins kommt es zur 

Bildung eines Cystein(Thiolats). Anhand von AvTsdA Cystein96-Varianten wurde bewiesen, 

dass das Cysteins essentiell für die katalytische Aktivität ist und eine stabilisierende Funktion 

innerhalb der TsdA hat. Unklar ist noch, ob es sich bei dem His/Cys-koordinierten Häm um 

das katalytisch aktive Zentrum der TsdA handelt. Das zweite Häm wird in der oxidierten 

AvTsdA His/Lys-ligiert und vollführt einen Redox-abhängigen Ligandenwechsel zu einer 

His/Met-Koordination im reduzierten Zustand des Proteins. Anhand von TsdA Lysin- und 

Methionin-Varianten konnte gezeigt werden, dass die Häm-Eisen Koordination dieses Hämes 

einen starken Einfluss auf, sowohl die maximale spezifische Aktivität als auch die Substrataf-

finität zu Thiosulfat und Tetrathionat, hat. Diese Beobachtungen lassen eine katalytische 

Funktion des Hämes vermuten. An TsdA-Proteinen aus C. jejuni, M. purpuratum und W. suc-

cinogenes wurde nachgewiesen, dass es sich bei der His/Lys-Ligation der oxidierten AvTsdA 

um kein Charakteristikum der Thiosulfatdehydrogenasen handelt, während eine Methionin-

Ligation vermutlich im reduzierten Zustand aller TsdA-Proteine vorzufinden ist.  

Strukturell lassen sich Thiosulfatdehydrogenasen in zwei Gruppierungen einteilen. TsdA-

Proteine, die mit ihrem endogenen Elektronenakzeptor TsdB zusammen exprimiert werden 
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und als Tetramer in Form von α2β2 vorkommen und TsdA-Proteine, die ohne ihren endogenen 

Elektronenakzeptor exprimiert werden und in Form von Monomeren oder Dimeren vorkom-

men. Sowohl die TsdA aus A. vinosum als auch die TsdA aus C. jejuni gehören zur zweiten 

Gruppierung, während das TsdA/TsdB-Protein aus M. purpuratum der ersten Gruppierung 

zugeordnet werden kann.  

Die AvTsdA überträgt Elektronen vermutlich zunächst auf ein Dihäm c-Typ Cytochrom, von 

dem die Elektronen auf HiPIP (Alvin_2274) und schließlich auf das photosynthetische Reak-

tionszentrum weitergeleitet werden. Diese Elektronentransportkette könnte beispielhaft für 

Organismen, die Photosynthese betreiben und kein TsdB-Homologes Protein enthalten, sein. 

C. jejuni dagegen betreibt keine Photosynthese und die Elektronen werden von der CjTsdA 

auf ein Monohäm c-Typ Cytochrom und dann vermutlich auf die terminale cb-Oxidase über-

tragen. Diese Elektronentransportkette könnte beispielhaft für Organismen sein, die keine 

Photosynthese betreiben und kein TsdB-Homologes Protein enthalten. In Organismen, die ein 

TsdB-Protein enthalten oder ein TsdA/TsdB-Fusionsprotein exprimieren, werden die Elektro-

nen zunächst auf TsdB und dann entweder auf ein Eisen-Schwefel Cluster Protein übertragen, 

wie am Beispiel von M. purpuratum gezeigt werden konnte oder auf ein noch unbekanntes 

Akzeptorcytochrom weitergeleitet. 
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